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1. Uvod



Jovana Krstic Doktorska disertacija

Caj je jedan od najpopularnijih i najvise konzumiranih napitaka u svetu, obzirom na
¢injenicu da se dnevno popije oko 18 do 20 milijardi Solja ¢aja.

Caj predstavlja mesavinu usitnjenih ili neusitnjenih biljnih delova, a namenjen je za
unutrasnju i spoljasnju upotrebu. On otklanja umor, okrepljuje, poboljsava koncentraciju,
daje energiju, otklanja razli¢ite zdravstvene tegobe.

Glavni lekoviti sastojci Caja su kofein, teobromin, teofilin, adenin, rutin, etarska ulja.
Ima joS i gume, dekstrina, masti, voska, belancevina, tanina. U zelenom ¢aju ima i vitamina
C, procijanidina B; i B,, nikotinske i pantotenske kiseline.

Kofein nadrazuje koru velikog mozga, usled ¢ega se smanjuje pospanost, odnosno
povecava budnost i povecava psihomotorna izdrZljivost. Deluje i na kardiovaskularni sistem
tako Sto povecava snagu kontrakcije sréanog miSica; relaksira glatke misi¢e bronhija $to ima
terapijski znacaj; povecava sekreciju hlorovodonic¢ne kiseline u Zelucu.

Najvaznije komponente u ¢ajevima su flavonoidi. Antioksidativna sposobnost
flavonoida je vrlo velika. Smatra se da je aktivnost pojedinih biljnih polifenola veéa od
aktivnosti ve¢ dobro poznatih antioksidativnih supstanci - vitamina C i E. Flavonoidi pre
svega pozitivno deluju na funkciju srca, ali i spre¢avaju razvoj pojedinih vrsta raka. Osim
navedenog, flavonoidi inhibiraju metabolicke reakcije nekih mikroorganizama kao §to su npr.
Salmonella typhi, Campilobacter jejuni, Campilobacter coli, Helicobacter pylori, Shigella,
Clostridium, Pseudomonas, Candida i ostali. Najnovija istrazivanja ukazuju da ekstrakti iz
¢aja mogu pomo¢i pri mrSavljenju time $to ubrzavaju oksidaciju masti.

lako se ¢aj smatra lekovitim i zdravim napitkom od drevnih vremena, tek nedavno je
privukao paznju istrazivac¢a. Pojedini autori posebno isti¢u povoljan uticaj ¢aja na zdravlje
ljudi jer sadrzi, pored polifenola, makro i mikroelemente.

Prisustvo makro i mikroelemenata u hrani i pi¢u je neophodno pratiti zato $to su neki
esencijalni, kao gvozde, cink, bakar, hrom (III), kobalt i mangan, a neki toksi¢ni (olovo,
kadmijum, ziva,...). Medutim, kako nedostatak, tako i poviSene koncentracije esencijalnih
elemenata, mogu da imaju negativan uticaj na zdravlje ljudi. Takode, povecane koncentracije
teskih metala u hrani mogu znacajno da uticu na zdravlje ljudi. Poseban uticaj imaju metali
koji se unose hranom i akomuliraju u organizmu ¢oveka, kao $to je to slucaj sa olovom i
kadmijumom. Visoka koncentracija ovih metala u hrani se povezuje sa razvojem brojnih
bolesti, posebno kardiovaskularnog sistema, bubrega, nervnog i kostanog tkiva. Dokazano je

da su ovi teSki metali mutageni i teratogeni.
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Detaljnim pregledom literature utvrdeno je da ima malo podataka o filter ¢ajevima. U
okviru ove doktorske disertacije sprovedena su sledeca ispitivanja i analize:

1. Odredivanje polifenolnih jedinjenja filter cajeva:

» ekstrakcija polifenolnih komponenti primenom razlicitih rastvaraca,

» kvantitativno odredivanje ukupnih polifenola i flavonoida, kao i identifikacija i
kvantifikacija polifenolnih komponenti u ispitivanim filter ¢ajevima primenom
UV/Vis spektrofotometrije i HPLC hromatografije.

2. lspitivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka filter cajeva:

» spektrofotometrijsko odredivanje ,,skevindzer aktivnosti na DPPH radikale,

> spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti na ABTS" katjon radikale,

> spektrofotometrijsko  odredivanje  [Fe(I1)-(TPTZ).]**/[Fe(11)-(TPTZ),]**
redoks kapaciteta (FRAP),

> spektrofotometrijsko odredivanje [Fe(CN)s 1*/[Fe(CN)s 1* redoks kapaciteta
(RP),

» elektrohemijsko odredivanje primenom cikli¢ne voltametrije.

3. Odredivanje mineralnog sastava filter cajeva

4. Statisticka obrada podataka:

> korelaciona analiza,

» analiza glavnih komponenti (PCA),

» Kklaster analiza (CA).

Rad je podeljen na: Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, 1zvod,
Summary, Literatura, Biografija sa bibliografijom.

U Teorijskom delu dat je istorijski pregled upotrebe cCaja, podela Cajeva kao |
karakteristike ispitivanih filter cajeva. Takode, dat je i kratak osvrt na podelu polifenolnih
jedinjenja i1 njihov znacaj, pojam antioksidanasa i znac¢aj metala u ljudskoj ishrani.

Osnovni principi instrumentalnih metoda koris¢enih u ovoj disertaciji: UV/Vis
spektrofotometrija, ciklicna voltametrija, HPLC hromatografija i opti¢ko-emisiona
spektrometrija sa induktivno kuplovano plazmom (ICP-OES), takode su opisani.

U Eksperimentalnom delu je dat program eksperimentalnog rada, opisan je nacin
pripreme uzoraka, i dati su postupci analize uzoraka primenom UV/Vis spektrofotometrije,
cikli¢ne voltametrije, ICP-OES spektrometrije i HPLC hromatografije.
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U delu Rezultati i diskusija izloZeni su rezultati do kojih se doslo u odredivanju
najefikasnijeg ekstragensa, polifenolnog sastava, antioksidativne aktivnosti i mineralnog
sastava ispitivanih filter ¢ajeva. Dobijeni rezultati su diskutovani u kontekstu uticaja prirode,
koncentracije i kiselosti rastvaraca za ekstrakciju na sadrzaj i sastav polifenolnih jedinjenja;
sa aspekta sadrzaja makro i mikro elemenata u cilju odredivanja nutritivne vrednosti filter
Cajeva 1 sa aspekta sadrzaja toksi¢nih metala kao indikatora zagadenosti Zivotne sredine.
Racunanjem antioksidativnog kompozitnog indeksa (ACI) procenjena je antioksidativna
sposobnost analiziranih uzoraka. Poredenjem primenjenih testova utvrdeno je da li izmedu
njih postoje /nepostoje znacajne razlike u pogledu mehanizma delovanja. Primenom metoda
postepene viSestruke regresije objasnjen je udeo ispitivanih varijabli (polifenolna jedinjenja)
kao nezavisna promenljiva varijabla ili promenljiva u ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti

(zavisna promenljiva).



2. Teorijski deo
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2.1. Istorijat caja

U pricu o dragocenim listovima zelenog ¢aja, utisnute su niti drevnih legendi, mitova
i istorijskih prevrata iz gotovo svih krajeva sveta.

Caj je poceo da se koristi prvi put u Kini pre 5.000 godina. (Gutman i sar., 1996).
Prema jednoj legendi, kineski car Shen-Nong otkrio je tajnu pripreme ovog napitka prilikom
jednog od svojih mnogobrojnih lovackih izleta godine 2737. pne. Kada je hteo da prokuva
nesto re¢ne vode u posudi na vatri, vetar mu je doneo jedan list sa stabljike ¢aja koja je tu u
blizini rasla. Voda u posudi je brzo promenila boju i car je osetio neobian i njemu nepoznat
miris. Radoznalo je popio nekoliko gutljaja te¢nosti i bio je odusevljen aromom. Vrlo brzo je
osetio osvezenje i umor od dugotrajnog lova je nestao. Tako je, prema legendi, otkriven ¢aj
(Kakuzo, 2008; http://www.stetoskop.info).

Ispijanje Caja postepeno je preraslo u sastavni deo kineske kulture. U pocetku je bio i
statusni simbol, jer je biljka visSe vekova bila dostupna samo povlas¢enim pripadnicima
visokog drustva. U Evropu prvi ¢aj je stigao 1610. godine brodovima jedne holandske
kompanije (http://gastronomija.info, http://www.stetoskop.info/Caj-magicni-napitak-528-s5-
content.htm).

Amerika je dala svoj doprinos na polju pripremanja ¢aja. Filter kesice su americki
izum. Od trenutka patentiranja do danas, ¢aj u kesici je ostao najpopularniji nacitavom
Zapadu.

Do kraja  XVIII veka ¢aj postaje dostupan skoro svima

(http://www.stetoskop.info/Caj-magicni-napitak-528-s5-content.htm).

2.1.1. Osnovne karakteristike caja

Caj predstavlja meSavinu usitnjenih ili neusitnjenih biljnih delova, a namenjen je za
unutrasnju i spoljasnju upotrebu. Svi listovi ¢aja (osim biljnih i voénih) poti¢u od istog grma
zimzelene biljke koja ima latinsko ime - Camellia sinensis.

Drvo ¢aja moze da naraste i do 5 m visine, ali uzgajivaci se trude da njegova visina ne

prede 1 m da bi se lakSe bralo. Ono treba da bude $to mlade, da bi ¢aj bio kvalitetniji.
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Listovi su tamnozelene boje i bez mirisa, dok su cvetovi beli, krupni i imaju vrlo
prijatan miris koji podsec¢a na jasmin. Biljni delovi (biljne droge) koji se najc¢es$ce koriste za
izradu Cajeva su: cvet, list i koren ali u njima se, pored lekovitih sastojaka, nalaze i balastne
materije koje su nepozeljne i mogu umanjiti delovanje lekovitih supstanci (belancevine,
masti, smole).

Od vaznijih sastojaka Caj sadrzi: tanin, katehin, flavonoid, teanin i kofein. Pored ovih
jedinjenja Caj sadrzi i teobromin, teofilin i zanemarljive koli¢ine ugljenih hidrata, masti i
proteina.

Tanini su heterogena grupa polifenola, tj. polimernih flavonoida, prisutnih u biljkama.
Zeleni ¢aj sadrzi znatne koli¢ine tanina. Tanini daju gorak ukus. Sto duZe biljka sazreva,
koli¢ina tanina se smanjuje, a time i njena lekovitost (Sarkanj i sar., 2010).

Katehini pripadaju grupi polifenola. Imaju fenolnu strukturu i antioksidativna
svojstva. NajviSe katehina imaju beli i zeleni ¢aj, a crni ¢aj manje.

Flavonoidi su heterocikli¢na jedinjenja sa kiseonikom kao heteroatomom. Flavonoidi
se u velikim koli¢inama mogu na¢i u vocu, zelenom 1 belom ¢aju itd.

Tanini su sloZena polifenolna i1 bezazotna jedinjenja. Tanini su vrlo rasprostranjeni u
biljnom svetu 1 predstavljaju zaStitu od insekata 1 ostalih Steto€ina. Odredene karakteristike
¢aja, kao boja i jagina, zavise direktno od polifenola. Caj bogat taninima ima veéu gustinu i
gorcinu, koja se javlja kada se ¢aj ostavi da odstoji (http://www.tehnologijahrane.com).

Kofein je alkaloid. Koli¢ina kofeina u ¢aju zavisi od vrste ¢aja. NajviSe kofeina sadrzi
crni ¢aj, gde u jednoj Soljici ima prosecno 50-70 mg kofeina. Kofein drazi koru velikog
mozga, zbog cega osoba laksSe shvata 1 brze povezuje misli

(http://mediko.sveznadar.info/20Lijekoviti/Caj/Caj.html).

2.1.2. Podela i priprema cajeva

Postoje tri velike grupe Cajeva koje imaju razli¢itu namenu:
> (aj (en. tea) - koji se dobija od biljke ¢aj (Camellia sinensis),
» biljni ¢aj (herbal tea) - koji se dobija od raznih lekovitih biljaka,
» Vvoc¢ni ¢aj (fruit tea) — koji se dobija od cvetova, semena, kore raznovrsnih plodova

voca (Piljac-Zegarac i sar., 2010; Khokhar i sar., 2002; Cabrera i sar., 2003;
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Atoui i sar., 2005; Yao i sar., 2006; Anesini i sar., 2008; Naithani i sar., 2006; Fu
i sar., 2011).

Pravi ¢aj ima u sebi kofeina, dok se biljni ¢aj u najve¢oj meri koristi kao lekovito
sredstvo narodne medicine.

Osnovne vrste pravih ¢ajeva su (Wang i sar., 2000):

» Crni ¢aj (slika 2.1.3.1.) je potpuno fermentisan i ima tamnu boju. Pije se

uglavnom u Americi i Engleskoj.

» Zeleni ¢aj (slika 2.1.3.2.) nije fermetisan i ima zlatnozelenu boju, prijatnog je

ukusa i jako je zdrav. Pije se u Aziji, ali i na Zapadu.

» Oolong (polufermentisani ¢aj) predstavlja meSavinu crnog i zelenog ¢aja (Wang i

sar., 2000).

» Beli ¢aj je jedna podvrsta zelenog ¢aja. Sastoji se od najmladih vr$nih listi¢a koji

su jo§ uvek prekriveni belom ili srebrnastom dlakom.

Zeleni i crni ¢aj dobijaju se iz susenog lis¢a biljke ¢ajevac (lat. Camellia sinensis), ali
procesi kojima se dobija konacan proizvod od iste biljke su razli¢iti. Ukoliko se lis¢e biljke
Camellie sinensis pre procesa suSenja potpuno fermentiSe, dobi¢e se suSeno lis¢e za
pripremanje crnog ¢aja, a ukoliko se to isto lis¢e pre procesa susSenja blanSira, 0dnosno
kasnije ne podleze procesu fermentacije, dobice Se proizvod za pripremu zelenog Caja.

Biljni ¢aj je biljna infuzija napravljena od sveZih ili suvih listova, cvetova ili semena
razliitih vrsta biljaka. U biljne ¢ajeve ne spada pravi ¢aj koji se dobija od grma ¢aja i sa njim
nema mnogo zajednickog. Biljni ¢ajevi nemaju u Sebi kofeina. To su napici koji se dobijaju
kada se vrelom vodom preliju razliite usitnjene biljke. Usitnjene biljke se Cesto prodaju u
filter kesicama radi lakSeg koriS¢enja.

Biljni ¢ajevi mogu da ublaze stres, poboljSaju varenje i ojacaju imunitet. Prepuni su
antioksidanasa (Dufresne i sar., 2001; Wiseman i sar., 2001). Takode, biljni ¢ajevi su jako
zastupljeni u narodnoj medicini kao alternativni lekovi.

Vo¢ni ¢ajevi ne poticu od biljke Camellia sinensis, pa ne spadaju u prave cajeve.
Takode, ne sadrze kofein. Mogu da se konzumiraju u neogranicenim koli¢inama.

U danasnje vreme sve vrste voca se koriste za pripremu voénih ¢ajeva. Od toga se
najvise koriste: agrumi (limun, pomorandza itd.), jagode, jabuke, borovnica, malina, kupina,
kajsija i juzno voce (nar, mango, ananas). Vo¢ni delovi (voéne droge) koji se najcesce koriste

za izradu ¢ajeva su: cvet, list i koren, ali se u njima, pored lekovitih sastojaka, nalaze 1
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balastne materije koje su nepozeljne i mogu da umanje delovanje lekovitih supstanci
(belancevine, masti, smole).

Na kvalitet kako pravih, tako i ostalih Cajeva, utiCu procesi primarne (transport i
precis€avanje) i sekundarna prerade (susenje, usitnjavanje pakovanje i Cuvanje) koji slede
nakon berbe biljnih sirovina. Duzina i uslovi ¢uvanja takode uticu na kvalitet droge. SuSenje
se smatra najznacajnijom fazom u proizvodnji ¢ajeva. Svi delovi biljke, ukljucujuéi koru i
stabljike moraju da se suse na pravilan nacin, jer u protivnom mogu da istrule. Biljke se pre
susenja ne peru i seku se na sitne delove. Biljke se suse u hladu, ili u toploj prostoriji sa
dobrim vazdus$nim strujanjem. OsusSene biljke treba da su zasti¢ene od sunceve svetlosti.

Cajevi mogu da se pakuju na vise nagina i prema tome se dele na: rinfuz Gajeve, filter
Cajeve 1 instat Cajeve.

Rinfuz ¢ajevi se pakuju u kesice vece zapremine i predstavljaju viSedozna pakovanja.
Caj se priprema tako §to se svaki put koli¢ina ¢aja odmerava kasikom. Odmerena koli¢ina
Caja se prelije vrucom vodom, ostavi da stoji poklopljeno nekoliko minuta u zavisnosti od
vrste ¢aja koji se priprema 1 profiltrira.

Filter Cajevi, predstavljaju ¢ajeve ili ¢ajne meSavine €iji je stepen usitnjenosti manji
nego kod rinfuz ¢ajeva. Usitnjeni biljni materijali se pakuju u filter kesice koje predstavljaju
pojedinacne doze. Filter kesice se najéesce prave od papira, najlona ili svile. Ovako aktivne
materije difunduju u rastvor, a biljni material ostaje u kesici. Filter kesice se posle pakuju u
sekundarnu 1 zbirnu ambalazu.

Instant Cajevi su postali jako popularni na trziStu u poslednje vreme. Mogu se
pripremati kao topli ili kao hladni osvezavajuéi napici leti. Proizvode se tako §to se infuz ¢aja
uparava pod snizenim pritiskom do koncentrovanog rastvora, a ostatak rastvaraca se uklanja
susenjem u spray-dryer-u, liofilizacijom ili susenjem u vakuumu. Tokom suSenja se moraju
koristiti niske temperature kako ne bi doslo do gubitka lako isparljivih komponenata. Za
pripremu napitka instant ¢ajeva nije neophodna kljucala voda i zbog toga se mogu piti kao
hladni.

Nacin spremanja ¢aja ima uticaja na njegovo dejstvo i zato ga treba pripremati na
pravilan nacin:

» INFUZI se izraduju od biljaka neZnije strukture, koje sadrze termolabilne

supstance (etarska ulja). Lako je znati od kojih biljaka se priprema infuz, jer kada

se biljni delovi aromati¢nih biljaka protrljaju prstima, oseca se prijatan miris

12



Jovana Krstic Doktorska disertacija

etarskog ulja (menta, limun). Pripremaju se tako $to se biljna droga prelije
klju¢alom vodom, poklopi i ostavi da stoji 10 min. Kvalitet infuza zavisi od
kvaliteta samog bilja od koga se sprema ¢aj, postupka pripreme, ali I od kvaliteta
vode.

» DEKOKTI se izraduju ekstrakcijom biljne droge na povisenoj temperaturi. Npr.,
dekokt Sipurka se priprema tako sto se droga prelije vodom 1 ostavi da kljuca na
povisenoj temperaturi.

» MACERATI se izraduju ekstrakcijom biljne droge na sobnoj temperaturi. Biljni
delovi se preliju hladnom vodom i ostave da stoje na sobnoj temperaturi. Na ovaj
nacin se pripremaju biljne droge koje sadrze sluzi i termolabilne supstance (beli

slez) (http://www.stetoskop.info/Caj-magicni-napitak-528-s5-content.htm).

2.1.3. Crni i zeleni caj

Crni ¢aj

English breakfast je verovatno jedan od najpoznatijih brendova crnog ¢aj. To je
mesSavina vise razliCitih vrsta crnog €aja, uglavnom cejlonskih, indijskih i africkih. Ovo je jak
¢aj 1 obi¢no se pije sa malo mleka.

Earl Gray je jos jedna izuzetno poznati brend ¢aja. On se moze naci i u varjanti
zelenog Caja, ali originalni Earl Gray je crni Kineski ¢aj kome je dodato ulje bregamona. Ima
izuzetno prepoznatljivu aromu, miris i ukus 1 pije se bez ikakvih dodataka (Secera, mleka,
limuna itd.).

Crnom c¢aju je stepen oksidacije visi u 0dnosu na zeleni ¢aj, ima jaku aromu i sadrzi
viSe kofeina od drugih ¢ajeva sa nizim stepenom oksidacije.

Lekovita svojstva crnog ¢aja (Slika 2.1.3.1.) se prvenstveno ogledaju u smanjenju
kardiovaskularnih bolesti. Redovno ispijanje crnog Caja spreava zacepljenje arterija koje
dovodi do infarkta srca i mozga. Crni ¢aj direktno deluje i na srce, mozak, funkcije disanja,
zatim umanjuje osecaj umora i pospanosti. Utice i na bolji rad miSica i refleksa, pa pogoduje
sportistima i drugim osobama kod kojih su bitne brze reakcije. Crni ¢aj ima antioksidativna

svojstva (http://www.stetoskop.info/Caj-magicni-napitak-528-s5-content.htm).
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Slika 2.1.3.1. Crni ¢aj

Zeleni caj

Zeleni Caj se gaji na plantazama gde se grm sece do visine 1 m radi veéeg broja
izdanaka i lakSeg branja listova. Najkvalitetnije vrste se beru u martu, kada su listovi jo$
sasvim mali. Lekoviti delovi biljke zelenog ¢aja su list i cvet (Slika 2.1.3.2.).

Ispitivanje ekstrakta polifenola dobijenih iz listova biljke zelenog ¢aja pokazalo je da
zeleni ¢aj smanjuje nivo lipida, triglicerida i holesterola u krvi, a time i opasnost od bolesti
krvnog sistema. Caj sadrzi i minerale vazne za &ovekovo zdravlje poput kalijuma, bakra,
gvozda i mangana (Markos i sar.,1998).

Odavno je poznato da deluje i diuretski, pomaze protiv celulita jer ogranicava
apsorpciju masnoce i podsti¢e povrSinsku cirkulaciju. Ekstrakt ¢aja koristi se za negu kozZe,
protiv peruti u kosi, kod opekotina kao i protiv akni. Medicinska istrazivanja su potvrdila da
ova biljka pokazuje i antikancerogeno dejstvo.

Na plantazama zelenog ¢aja se izmedu stabljika ¢aja sadi jasmin. Vremenom listic¢i
Caja upijaju ulja jasmina i tako poprimaju njegov miris i aromu (Chen i Chan, 1996; Chen i
sar., 1996). Cesto se u kutije ovog ¢aja dodaju i suvi cvetovi jasmina, medutim njihovo
prisustvo je viSe estetske prirode, jer glavna aroma jasmina dolazi iz eteri¢nih ulja koja su
upili listiéi samog c¢aja, tokom zajednickog rasta na plantazama. Ovo je ¢aj izuzetno

delikatnog ukusa i pije se bez ikakvih dodataka.
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A,
-

Slika 2.1.3.2. Zeleni caj

2.1.4. Biljni cajevi

Biljni c¢ajevi se dobijaju od raznih lekovitih biljaka. U tu grupu se ubrajaju
vitaminsko-lekoviti ¢ajevi, kao $to su: ¢aj od kamilice, ¢aj od zove, ¢aj od koprive, ¢aj od
Sipaka, ¢aj od lipe, ¢aj od hibiskusa, ¢aj od kantariona, kao i mnogi drugi.

Kineski izraz za biljni ¢aj znaci “Caj za hladenje”, jer se u Kini smatra da on hladi
pregrejani ljudski organizam.

Biljni ¢ajevi su jako zastupljeni u narodnoj medicini kao alternativni lekovi. U naSem
narodu re¢ ¢aj podrazumeva lekoviti biljni ¢aj (poput ¢aja od kamilice, ¢aja od nane, ¢aja od
lipe, ¢aja od hajducke trave itd.) i on se neuporedivo viSe koristi od crnog ili zelenog Caja

(http://www.stetoskop.info).

Caj od uve

Uva ili medvede grozde (slika 2.1.4.1.) je viSegodis$nji zimzeleni Zbun iz porodice
vresova (lat. Ericaceae) ¢iji su listovi poznati kao uvin ¢aj. Raste u borovim i drugim
Cetinarskim Sumama i medu grmljem po suncanim obroncima i planinskim pasSnjacima.
Uglavnom je polegnuti grm obrastao jajastim, ¢vrstim i kozastim listovima. Cvetovi su beli
ili svetloruzicasti, rastu u grozdovima, a plod je crvena bobica. Za lek se sakupljaju listovi od

maja do jula dok je biljka u cvatu, jer je tada najvise lekovita (Jancié, 1988).
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Arbutin je najvaznija komponenta sadrzana u uvi. Arbutin se u bubrezima razlaze u
glukozu i hidrohinon. Ova kombinacija ima antisepticka svojstva koja mogu pomo¢i U
eliminisanju bakterija (http://www.prirodnamedicina.com). List se upotrebljava u obliku ¢aja
za leCenje organa za mokrenje. Uva pomaze i kod uvecane prostate i Seéerne bolesti

(Sreckovic, 1991).

Slika 2.1.4.1. Caj od uve

Caj od kantariona

Kantarion (slika 2.1.4.2.) je visegodis$nja zeljasta biljka sa razgranatim korenom iz
istoimene porodice (lat. Hypericaceae). Stabljika je uspravna, gola, visine od 20 cm do 100
cm. Cvetovi su zuti, dok je plod bradavicasta ¢aura. Listovi kantariona su mali, jajasti i bez
peteljke, a veli¢ine 1-4 cm. Ova biljka lako se moze prepoznati, kada Se njen cvet protrlja
rukom, te¢nost koja izlazi iz njega boji ruku u ljubicasto. Biljka cveta od maja do septembra i
tada se i bere (Janci¢ 1988) .
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Caj od kantariona je bogat flavonoidima, glikozidima, fenolnim kiselinama, rutinom,
taninom, esencijalnim uljima. Deluje umirujuce, antisepti¢ki, pomaze kod bolesti jetre,
bubrega i ima diureti¢ko svojstvo. Kantarion le¢i i nemiran san, napade histerije, mesecarenje
kao 1 depresiju. Preporucuje se kod nemoguénosti zadrzavanja mokrace, pomaze kod

oteklina, i§¢asenja, reumati¢nih bolova u zglobovima (Sreckovié, 1991).

Slika 2.1.4.2. Caj od kantariona

Caj od hibiskusa

Hibiskus (slika 2.1.4.3.) je biljka malog i patuljastog rasta iz porodice slezova (lat.
Malvaceae). Postoje i neke vrste hibiskusa koje dostizu visinu i do 4 m, dok im je u sobnim
uslovima maksimalna visina oko 150 cm. Hibiskus cveta najces¢e od kasnog prole¢a do rane
jeseni. Broj cvetova zavisi od veli¢ine biljke. Naj¢esce se radi o cvetu sa 4 do 8 latica, ¢ija
veli¢ina iznosi od 1 cm do 20 cm. Cvetovi su raznobojni i oni se koriste za pripremu ¢aja
(Janci¢, 1988) .

Caj od hibiskusa je boje rubina i kiselog je ukusa. Brojna istraZivanja dokazala su da
¢aj od hibiskusa snizava krvni pritisak i visok nivo holesterola. Zbog toga smanjuje rizik od
pojave sr¢anih oboljenja. Prirodan je blagi diuretik. Poseduje brojne antioksidante koji Stite

krvne sudove i sr¢ani mi$i¢ od Stetnog dejstva slobodnih radikala (Sreckovi¢, 1991).
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Slika 2.1.4.3. Caj od hibiskusa

Caj od majéine dusice

Majc¢ina duSica, divlji bosiljak ili mala maZurana (slika 2.1.4.4.) je viSegodiSnja
poludrvenasta biljka sa veoma razvijenim i razgranatim korenom iz porodice usnatica (lat.
Lamiaceae). Stablo je razgranato i obraslo sitnim lis¢em izduZenog oblika. Lisée izbija
naspramno na stablu i povijeno je ka zemlji. Na obe strane lista nalaze se mnogobrojne
Zlezdice. Cvetovi su ruziCasto-beli i izbijaju u pazuhu listova. Plod je sastavljen od Cetiri
oraS¢i¢a u kojima je smeSteno sitno seme. Bere se u doba cvetanja cveta 1 mladica; susi u
hladu i na promaji (Janci¢, 1988). Sadrzi gvozde, eteri¢no ulje, smolu, kalcijum, karvakol,
bornol, linalol, pinen.

Caj od majéine dusice ima antisepticko dejstvo, efikasan je protiv spazma u

bronhijama. Sa uspehom se primenjuje protiv kaslja kod dece (Zivoti¢, 1985).
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Slika 2.1.4.4. Caj od majcine dusice

Rtanjski ¢aj

Rtanjski ¢aj, planinski ¢ubar ili vrijesak (slika 2.1.4.5.) je viSegodi$nja Zbunasta biljka
iz porodice usnatica (lat. Lamiaceae), visoka od 10 cm do 40 cm ¢iji su donji delovi stabla i
grana odrveneli, poluuspravni ili uspravni. Listovi su kozasti i sjajni linearno-lancelastog
oblika, celog oboda pokriveni svetlucavim Zlezdama. Cvetovi su dvousno sakupljeni u pazuh
listova, sa kruni¢nim listi¢ima bele, ruZicaste ili ljubicaste boje. Plod je jajasta i svetlomrka
oraSica sa zlezdanim tackama. Skupljaju se vrhovi cvetova.

Sastav rtanjskog ¢aja varira od porekla biljke i pravi se od cvetova. Sadrzi etarsko ulje
i tanine. Koristi se u narodu za leCenje bolesti organa za disanje, varenje i mokra¢nog
sistema. Spolja se upotrebljava kod upala koze i sluzokoZe. Uspesno se koristi u le¢enju

bronhitisa, astme, kaslja i upale disajnih organa kod dece (Sreckovié, 1991).

Slika 2.1.4.5. Rtanjski ¢aj
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Caj od koprive

Kopriva (slika 2.1.4.6.) je viSegodi$nja zeljasta biljka iz porodice usnatica (lat.
Lamiaceae). Moze da naraste do 80 cm, listovi su srcoliki, nazubljeni i prekriveni dlad¢icama.
Cvetovi su sivozeleni, vise¢i. Kopriva izaziva reakciju na kozi (crvenilo i peckanje). U
ishrani je potpuno bezopasna i lekovita. Kopriva se bere od juna do septembra. List koprive
sadrzi organske kiseline (oksalnu i mravlju), slobodne amine (acetilholin, betain, holin,
histamine i serotonin), flavnoide, karotenoide, tanine, kumarine. Koren koprive sadrzi
polisaharide, lektine, kumarine i triterpene.

Osuseni list, koren i seme koprive se koriste za &aj. Caj od koprive je dobar za
povecanje broja crvenih krvnih zrnaca, kod upale mokraénih puteva, Cisti lice od akni, le¢i

infekcije usta i desni (Sreckovié, 1991).

Slika 2.1.4.6. Caj od koprive

Caj od Sipka

Sipak (slika 2.1.4.7.) je biljka iz porodice ruza (lat. Rosaceae). To je listopadni Zbun
Visok 2-3 m sa dugim debelim i razgranatim granama. Listovi su perasto sloZeni, dugi do 9
cm. Cvetovi su sa bledoruzicastim ili belim kruni¢nim i zelenim ¢aSi¢nim listi¢ima i mogu
biti pojedinacni ili grupisani. Plodovi su orasice duge do 2 cm. Sazreva u septembru i
oktobru. Plod Sipka se koristi za pripremu ¢aja (Jancic¢, 1988).

Sipak je bogat izvor vitamina C, B, P, K, provitamina A, natrijuma, tanina i
flavonoida. Sadrzi i limunovu i jabuénu kiselinu, pektin, $eéer i etarska ulja. Caj od $ipka jaca
imunoloski sistem, ublazava i spreava infekciju besike, glavobolju i vrtoglavicu. Deluje i
preventivno u borbi protiv gripa (Zivoti¢, 1985).
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Slika 2.1.4.7. Caj od sipka

Caj od zove

Zova ili bazga (slika 2.1.4.8.) je viSegodiSnja drvenasta biljka iz porodice kozokrvnica
(lat. Caprifoliaceae). Niskog je rasta sa uzduzno ispucalom, sivo-smedom korom. Mlade
grane su zelene, prosarane svetlim crticama 1 sa unutrasnjoSc¢u ispunjenom belom srzi. Listovi
su neparno perasti, naspramni sa listi¢ima ¢iji je obod testerasto nazubljen. Cvetovi su
zuckasto-beli, si¢usni, prijatnog mirisa sakupljeni u krupne, Stitaste, pljosnate cvetove Cija
Sirina dostize 20 cm. Plod je okrugla u pocetku zelena, a kasnije crna koStunica sa 3-4
semena. Cvet zove sadrzi flavonoide, glikozid sambunigrin, etarsko ulje, hlorogensku
kiselinu, triterpene i tanine. Plod zove sadrzi Secere, vitamin C, A i B (Jancié¢, 1988).

Za pripremu &aja se koriste list i cvet. Caj od listova zove koristi se za pospesivanje
izlu€ivanja mokrace, nakupljene tecnosti u telu, za le¢enje Secerne bolesti kao 1 za ¢iS¢enje 1
poboljsanje krvi.

Caj od cvetova zove koristi se u le¢enju prehlade, bronhitisa, kaslja, gripa, pogetne

upale pluca, jake kijavice, ospica, teSkog disanja, astme, kod pocetne tuberkuloze i kod svih

reumati¢nih oboljenja (Sreckovié, 1991).
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Slika 2.1.4.8. Caj od zove

Caj od lipe

Lipa (slika 2.1.4.9.) je listopadna drvenasta biljka iz porodice slezova (lat.
Malvaceae). Doseze visinu od 25 m do 30 m, a starost od nekoliko stotina godina. Listovi
lipe su sa dugom peteljkom, veéinom srcasti i po obodu testerasti. Cvetovi lipe su mali,
petoclani zelenkasto-Zute boje, prijatnog mirisa. Cvetanje u junu traje 2 do 3 nedelje, a nekad
se desi da prode i za 5 do 6 dana. Cvet lipe sadrzi flavonoide, sluz i etarsko ulje (Jancié,
1988).

Caj od lipe se tradicionalno koristi kod prehlada, gripa i drugih infektivnih oboljenja
disajnih puteva prac¢enih groznicom, gde je poZeljno pojacano znojenje. Koristi se i za
ublazavanje gréeva, za smirenje, kao i protiv nesanice. Oporavlja organizam izlozen

psihi¢kim naporima. Caj od lipe nesme da se upotrebljava u velikim koli¢inama, jer moze da

Slika 2.1.4.9. Caj od lipe
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Caj od zalfije

Zalfija, kadulja, kus, ili slavulja (slika 2.1.4.10.) je viegodi$nja, polugrmovita biljka
iz porodice usnativa (lat. Lamiaceae). Raste do visine od 30 cm do 60 cm. Ima jak koren.
Donji delovi stabljike su drvenasti, a gornji zeljasti. Stabljika je uspravna Cetvorouglasta.
Listovi su uski, oblika elipse, sitno naborani sa dugackim peteljkama; na stabljici su
nasuprotno poredani. Cvetovi su veliki, tamnoljubicasti 1 skupljeni u cvasti poput klasova
(Janci¢ 1988).

Lekoviti delovi zalfije su listovi i mlade grancice. List sadrzi etarsko ulje ¢iji su
glavni sastojci tujon, cineol i kamfor. Zalfija deluje antisepti¢no, pa se primenjuje za ispiranje
grla kod upala grla i afti. Zalfija deluje i antimikrobno i spazmoliti¢no (opusta glatke misice).
Regulise znojenje, podize tonus i prirodni je antibiotik je Sirokog spektra dejstva. Efikasan je
regulator hormona, lek za ¢iséenje jetre, za bolesti bubrega i protiv no¢nog znojenja. Efikasna

je za odrzavanje zdravlja desni i zuba (Zivoti¢, 1985).

Slika 2.1.4.10. Caj od zalfije

Caj od mente

Menta, nana ili metvica (slika 2.1.4.11.) je visegodiSnja zeljasta biljka, visine od 30
cm do 80 cm, sa uspravno-razgranatom stabljikom iz porodice usnatica (lat. Lamiaceae).
Biljka je prijatnog i vrlo aromati¢nog mirisa. Vreme cvetanja joj je od juna do avgusta. List
mente sadrzi etarska ulja, flavonoide, tanine i triterpene (Jancic, 1988).

U medicini se upotrebljava kao sredstvo protiv nadimanja, za poboljSanje rada

zeludca, protiv nervne napetosti, iznemoglosti, glavobolje, doprinosi otklanjanju raznih
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tegoba u probavnom traktu. Caj od nane, osim toga, olak$ava i izlu¢ivanje zuéi (Sreckovié,
1991).

W

Slika 2.1.4.11. Caj od nane ili mente

Caj od hajduéke trave

Hajducka trava (slika 2.1.4.12.) je viSegodiSnja zeljasta biljka iz porodice glavocika
(lat. Asteraceae). Stablo dostize visinu do 1 m i grana se samo u gornjem delu. Listovi su
trojno perasto deljeni na veliki broj si¢usnih reznjeva. Stablo i listovi su pokriveni dlakama,
ali samo kod mladih biljaka, dok kasnije vecina dlaka otpada. OsuSena biljka je aromaticnog
mirisa i ima gorko-aromati¢an ukus. Hajducka trava sadrzi flavonoide, etarsko ulje, alkaloide,
poliacetilene, triterpene i sterole (Jancic¢, 1988).

Caj od hajducke trave se koristi u narodnoj medicini upravo zbog svog blagotvornog
dejstva na ljudski organizam. Najce$ce se upotrebljava kod Zeludacno-crevnih oboljenja,
poviSenog krvnog pritiska, kao antitrombicko sredstvo kod mozdane i sréane tromboze. U
narodnoj medicini je poznato njeno lekovito dejstvo u smirivanju upala koze 1 sluzokoze,

leenju rana i gnojnih procesa, kao i zaustavljanju krvarenja (Zivoti¢, 1985).
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Slika 2.1.4.12. Caj od hajducke trave

Caj od kamilice

Kamilica (slika 2.1.4.13.) je jednogodisnja biljka i jedna od najpoznatijih lekovitih
biljaka iz porodice glavocika (lat. Asteraceae). To je biljka sa razgranatom stabljikom visine
od 20 cm do 50 cm. Cvet je posebno prijatnog mirisa. Za pripremanje ¢aja beru se cvetovi i
listovi biljke. Glavna aktivna supstanca kamilice jeste etarsko ulje, ali ona sadrzi i druge
znacajne supstance, kao $to su: smola, tanin, flavonoidi, guma, sluzi, kumarin i lakton (Janci¢
1988).

Koristi se u leCenju razdraZljivosti, krstobolje, unutraSnjeg nemira, nesanice, duSevne
klonulosti, premorenosti i sl. Korisna je kod oboljenja Zeludca i creva (gréeva u Zeludcu,
nadutosti Zeludca, kod viska zeludacne kiseline, upale debelog creva i proliva), u lecenju
bubrega, jetre i zuci, kao i za ispiranje i pripremanje obloga kod bolesti oka i raznih koznih

bolesti (Sreckovi¢, 1991).
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Slika 2.1.4.13. Caj od kamilice
2.1.5. Vocéni cajevi

Caj od visnje

Visnja je plod drvenastih skrivenosemenica iz porodice ruza (lat. Rosaceae).
Rasprostranjena je u vecem delu Evrope i jugozapadne Azije (Janci¢, 2004).

Caj od visnje je bogat je antocijanima i drugim biljnim pigmentima, koji daju
tamnocrvenu boju viSnjama i svojim antioksidansnim dejstvom S§tite ¢elije od mutacija i
smanjuju rizik od pojave malignih bolesti. Caj od visnje sadrzi kumarin te smanjuje sklonost
krvi ka zgruSavanju. Time se smanjuje i rizik od tromboze. Zbog velikog sadrzaja kalijuma
podstie izbacivanje te¢nosti i tako utice na sniZzenje krvnog pritiska. Caj od visnje sadrzi i

dosta gvozda (slika 2.1.5.1.) (Butorac, 1999).

Slika 2.1.5.1. Caj od visnje
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Caj od jagode

Jagoda je plod skrivenosemenica iz porodice ruza (lat. Rosaceae). Listovi biljke su
slozeni, sastavljeni od tri liske, cvetovi imaju bele kruni¢ne listi¢e, plod je zbirni (jagoda), a u
mesnatoj cvetnoj lozi nalaze se brojne orasice (Janci¢, 2004) (slika 2.1.5.2.).

List i koren jagode podjednako su lekoviti, kao i plod. Caj se koristi kao lek protiv
probavnih tegoba, upale grla i prehlade. NeutraliSe otrove u telu, a koristi se i kod tegoba
jetre, sr¢anih oboljenja i reumatskih oboljenja. Popravlja krvnu sliku, snizava krvni pritisak,
umiruje zivee 1 pomaze rastvaranje mokraéne kiseline u krvi. Kod nekih korisnika (narocito

kod dece) moze da izazove alergiju (Butorac, 1999).

Slika 2.1.5.2. Caj od jagode

Caj od maline

Malina je viSegodiSnja listopadna biljka, Zbunastog, ili polizbunastog rasta sa
visegodi$njim korenom i jednogodi$njim i drugim dvogodis$njim izdancima. Pripada porodici
ruza (lat. Rosaceae) (Jancic¢, 2004).

Caj od maline sadrzi elaginsku kiselinu koja blagotvorno deluje na éelije koje su
oste¢ene kancerom. Osim elaginske kiseline i drugi sastojci maline, antocijanini i polifenoli,
imaju preventivno dejstvo protiv raka. Caj od listova maline je dobro sredstvo za &i§éenje

jajovoda i le¢enje neplodnosti (slika 2.1.5.3.) (Butorac, 1999).
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Slika 2.1.5.3. Caj od maline

Caj od §umskog voéa

Sumsko voce raste slobodno u prirodi i bogato je vitaminima, vlaknima, pigmentima i
polifenolnim jedinjenjima. Ima malu energetsku vrednost. Caj od $umskog voéa je obiéno
mesavine lekovitog bilja i vo¢a. Maline, kupine, ribizle, borovnice, Sumske jagode, grozde...,
ili krace, bobiCasto voce, pravi su rezervoar lekovitih supstanci. Ove meSavine najéeSce
sadrze i Sipak, pa je ¢aj bogat i vitaminom C.

Caj od $umskog voc¢a smanjuju rizik od nastajanja raka. Ublazava umor i iscrpljenost
organizma, a preporuuju se i trudnicama (slika 2.1.5.4.) (www.stetoskop.info;

www.snagabilja.com; www.lucardo.co.rs).

Slika 2.1.5.4. Caj od sumskog voca
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Caj od kajsije

Kajsija je kontinentalno koStuni¢avo voc¢e koje pripada familiji ruza (lat. Rosaceae).
Sadrzi dosta vode 1 ima malu energetsku vrednost. Izuzetno je bogata provitaminom A (beta-
karotenom), prirodnim antioksidansom koji stiti organizam od delovanja slobodnih radikala i
Cuva epitel i sluznicu (slika 2.1.5.5).

Caj od kajsije sadrzi dosta kalijuma, kao i joda, cinka, hroma i mangana. Pomaze kod
anemije, jer sadrzi folnu kiselinu i bakar. Takode, ¢aj od Kajsije reguliSe krvni pritisak,
pomaze u leCenju astme i anksioznosti. Zbog visokog sadrzaja Seéera, ne preporucuje se
dijabeti¢arima (Butorac, 1999).

- - YN

Slika 2.1.5.5. Caj od kajsije

Caj od divlje tresnje

Tresnja je listopadna drvenasta biljka iz porodice ruza (lat. Rosaceae) ¢iji se plodovi
koriste u ljudskoj ishrani kao voc¢e. Na Balkanu se nalazi u mezofilnim Sumama. Heliofitna je
vrsta i zahteva puno svetlosti (Koji¢, 2003).

Caj od divlje tresnje sadrzi antocijane, vitamin C, folnu kiselinu, kalcijum i gvozde.
Antocijani u ¢aju od divlje tre$nje imaju i kozmeticko dejstvo. Oni jacaju vezivno tkivo i
spreCavaju nastanak bora tako S$to uniStavaju Stetne enzime koje kozu Cine starom i

naboranom (slika 2.1.5.6.) (www.lekovitebiljke.com/voce).

29



Jovana Krstic Doktorska disertacija

Slika 2.1.5.6. Caj od divlje tresnje

Caj od borovnice

Borovnica je Zbunasta biljka iz porodice vresova (lat. Ericaceae). Plod je bobica
plavocrvene boje i kiselog ukusa, u njemu se nalazi veliki broj semena (slika 2.1.5.7.).

Plod borovnice je bogat izvor biljnih pigmenta, flavonoida i anticijana, Antocijani
borovnice povecavaju proizvodnju rodopsina, pigmenta, koji pomaze oku da se adaptira na
promene koli¢ine svetlosti (Butorac, 1999).

Caj od borovnice deluje povoljno na srce, krvne sudove, kozu i imuni sistem. Pomaze
u sprec¢avanju slepljivanja krvnih zrnca, ¢ime se smanjuje rizik od stvaranja ugruska, §to je

bitno kod sr¢anog i mozdanog udara.

Slika 2.1.5.7. Caj od borovnice
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Caj od jabuke sa cimetom

Jabuka je plod drvenastih biljaka iz porodice ruza (lat. Rosaceae). Jabuka je bogata
pektinima, taninima i vo¢nim kiselinama. Koristi se za uspostavlja normalnog funkcionisanja
creva, kao i za uspostavljanje elektroliticke ravnoteze (Bushway i sar., 2002).

Cimet uspeva u tropskoj Aziji, Indiji i Indoneziji, a prvi put je pomenut 2800 godina
pre nove ere. Sadrzi hranljive materije 1 lekovite sastojke: biljna vlakna, vosak, gvozde,
kalcijum, mangan, minerale i tanine. Jaca srce, Zeludac i zivce, osvezava krv, pomaze kod
slabe probave, ima znacajno antioksidativno dejstvo, pomaze varenje hrane.

Caj od jabuke je u sustini crni aj sa aromom jabuke (Slika 2.1.5.8.). lzuzetno je
popularan u Turskoj gde se smatra nacionalnim napitkom. Caj od jabuke u svom sastavu ima
antioksidante (katehin i kvercetin), minerale (magnezijum, natrijum, kalijum,...),

aminokiseline i vitamine B, C i E (http://cajeviza.net/caj-od-jabuke/).

Slika 2.1.5.8. Caj od jabuke sa cimetom

Caj od nara

Nar je plod grma ili drveta koje uspeva u krajevima sa toplijom klimom. Biljka ima
uspravne i razgranate grane, cvetovi su zvonoliki, a plod velic¢ine jabuke je zuckasto-crvene
boje. Unutar ploda nalaze se jestive, slatke i sofne semenke koje imaju po jednu
ovalnu kosticu.

Caj od nara je bogat fosforom, kalijumom, kalcijumom i gvozdem, a sadrzi i vitamin
B3 (niacin) i vitamine B1, B2, B6 i B5 (slika 2.1.5.9.) (www. herbateka.eu/node/2542).
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Slika 2.1.5.9. Caj od nara

Caj od ananasa

Ananas je plod monokokotiledonih biljaka iz porodice bromelija (lat. Bromeliaceae).
Ananas se uvrstava medu najlekovitije biljke. Kod ananasa je sve upotrebljivo i korisno za
ljudski organizam.

List ananasa se moze koristiti kao ¢aj. Osim listova i kora ananasa je takode jako bitna
i lekovita. Caj od ananasa §titi organizam od negativnih posledica stresa. Njegovi sastojci,
pogotovo bromelain, uticu na rad creva i uniStavaju bakterije u njima (slika 2.1.5.10.)

(www.zdravlje-bilje.com/srp/voce-i-povrce.36/ananas-egzoticna).

Slika 2.1.5.10. Caj od ananasa
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Caj od juZnog voéa

Juzno voce (nar, mango, grejpfrut...) je lekovito bilje koje se u kombinaciji sa
plodom kafe tradicionalno koristi za poboljSanje op$teg stanja organizma.

Cajna mesavina je obogadena sa 10 vitamina, koji dodatno podsti¢u mehanizam
odbrane organizma. Plod kafe je veoma snazan antioksidans jer sadrzi hlorogensku,
ferulinsku i kafeinsku Kiselinu, kao i visok sadrzaj polifenola koji pozitivno uti¢u na
metaboli¢ke procese u organizmu, oslobadajuci ga Stetnih slobodnih radikala (slika 2.1.5.11.)

(www.zdravlje-bilje.com/srp/voce-i-povrce.36/ananas-egzoticna).

Slika 2.1.5.11. Caj od juznog voca

Caj od aronije

Aronija je listopadno zbunje koje pripada grupi porodice ruza (lat. Rosaceae).

Naucnici Sirom sveta su se poc¢etkom 90-tih godina proslog veka zainteresovali za ovu
biljku i od tada pocinje veliki broj studija u SAD, Poljskoj i Rusiji o njenim lekovitim
svojstvima, tako da ubrzo dobija status lekovite biljke (Bran, 2010).

Zreli plodovi aronije sadrze velike koli¢ine biofenola, tanina, katehina, flavonida,
antocijanina, folne kiseline, vitamina A, C, E, B2, B6, B9 i veoma redak vitamin P. Od
minerala tu su kalijum, kalcijum, gvozde, mangan, molibden, jod 1 fosfor. Pored toga sadrzi i
vocni Secer sorbitol.

Caj od aronije zadrzava sve osobine ovog lekovitog bobitastog vo¢a. Kod nas je u
Sirokoj upotrebi ¢aj od lista aronije, dok se u nekim zemljama pravi i ¢aj od bobica. Caj od

lista aronije se koristi za stomacne i probavne smetnje, kao i za podsticaanje zarastanja rana.
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Takode, ¢aj od aronije se moze koristiti i za leCenje zdravstvenih problema koji su
vezani za oksidativni stres: kardiovaskularne bolesti, arteroskleroza, artritis i odredene

neuroloske bolesti.

/

“ I wowwd
Slika 2.1.5.12. Caj od aronije

2.2. Polifenolna jedinjenja

Polifenolna jedinjenja su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog metabolizma
biljaka i antioksidativnho delovanje biljnih ekstrakata uglavnom se vezuje za njihovo
prisustvo. Poznato je vise od 8000 polifenolnih jedinjenja, koja se po svojoj strukturi veoma
razlikuju, od jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline do visoko polikondenzovanih
jedinjenja kao $to su tanini. Zajednicka karakteristika polifenolnih jedinjenja je da sadrze
aromati¢ni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa koje mogu biti metilovane ili
esterifikovane. Do danas je identifikovano vise od hiljadu razli¢itih prirodnih polifenola, u
slobodnom obliku ili ¢es¢e u obliku glikozida (Leucuta i sar., 2005).

Postoje razlicite klasifikacije polifenolnih jedinjenja i veéina je zasnovana na
hemijskoj strukturi. Ova jedinjenja se mogu podeliti u slede¢e grupe (Hurtado-Fernandez i
sar., 2010):

1. Prosti polifenoli

» fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline),

»  kumarini.
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2. Polifenoli

» flavonoidi (flavanoni, flavoni, flavonoli, katehini, antocijani ),

> tanini (hidrolizabilni i kondenzovani).

Takode postoji podela na osnovu broja C-atoma koji ¢ine skelet polifenolnih
jedinjenja (tabela 2.2.1.) (Robards i sar., 1999). Najzastupljenija polifenolna jedinjenja su:
fenolne kiseline (derivati benzoeve i cimetne kiseline), flavonoidi i dihidrohalkoni. U tabeli

2.2.1. data je podela polifenolnih jedinjenja po klasama.

Tabela 2.2.1. Podela polifenolnih jedinjenja

Broj C-atoma skeleta Grupa Odabrani predstavnik grupe
benzohinoni
Ce-Cy fenolne kiseline p-hidroksibenzeova kiselina
Cs-Co fenilsircetne kiscline p-hidroksifenilsircetna
cimetne kiseline kafena kiselina, ferulna kiselina
fenilpropeni eugenol, miristicin
CoCs kumarini umbeliferon,eskuletin, skopolin
hromoni eugenin
Ce-C4 naftohinoni juglon
Cs-C1-Cq ksantoni mangostin, magniferin
Cs-C,-Cq stilbeni razveratrol
antrahinoni
fmodini
flavonoidi
flavoni apigenin, luteolin, sinensitin, nobiletin,
izosinensitin, tangeretin, diosmin
flavonoli kvercetin, kemferol
flavonol glikozidi rutin
Colele flavanoli dihidrokvercetin i dihidrokemferol glikozidi
flavanoni hesperidin, naringenin
flavanon hesperidin, neohesperidin, narirutin, naringinin,
glikozidi eriocitrin
antocijani glikozidi peralgonidina, peonidina, delfinidina,
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petunidina, cijanidina

katehini katehin, epikatehin, galokatehin, epigalokatehin
halkoni floridzin, arbutin, halkonarigenin
(Cs-Cs), lignini pinorezinol
(Cs-C3-Ce): biflavonoidi agatisflavon, amentoflavon

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljenija grupa fenolnih jedinjenja u biljkama, ¢ija osnovna
struktura je difenilpropan (Cs-C3-Cg). Poznato je oko 4000 - 5000 raznih vrsta flavonoida
(Mili¢ i sar., 2000). Ugljenikov skelet flavonoida sadrzi dva benzenova prstena (A i B)
medusobno povezana tro¢lanim ugljeni¢nim nizom, koji sa atomom kiseonika formira

heterocikli¢ni prsten C.

Slika 2.2.1.1. Osnovni skelet flavonoida

Osnovno jedinjenje, po kojem je Citava grupa dobila ime, izolovao je 1985. godine
Kostanesku i nazvao ga flavon po latinskoj reci flavus, $to znaci zut.
U tabeli 2.2.1.1. data je podela flavonoida, a u tabeli 2.2.1.2. njihovo prisustvo u

namirnicama.

Tabela 2.2.1.1. Podela flavonoida

Polozaj i vrsta
Klasa Ime - Struktura
substitucije
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Tabela 2.2.1.2. Prisustvo flavonoida u namirnicama

Klasa Ime Nalazenje u namirnicama
Krizin ljuska voca
apigenin perSun, celer, zeleni ¢aj, zelena salata
Flavoni celer, zelena paprika, Sargarepa, majcina
luteolin dusica, kamilica, ruzmarin, nana, maslinovo
ulje, origano, pomorandza
naringin citrusno voce, grejpfrut
naringenin citrusno voce
taksifolin citrusno voce
Flavanoni
eriodiktiol limun
hesperidin pomorandza
isosakuranetin citrusno voce
kamferol praziluk, brokoli, grejfrut, crni ¢aj
crni luk, zelena salata, brokoli, paradajz, ¢aj,
kvarcetin
Flavonoli jabuke, maslinovo ulje
] heljda, citrusno voce, crvena paprika, crveno
futin vino, kozica paradajza
engeletin belo grozde
Flavononoli astilbin belo grozde
genistin soja
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taksifolin voce
genistin soja
Izoflavoni daidzin soja
daidzein soja
) zeleni i crni ¢aj, kakao, kafa, crno vino,
(+)-katehin
¢okolada
) (+)-galokatehin crni 1 zeleni ¢aj, kakao
Flavanoli i i _ — :
(-)-epikatehin crni 1 zeleni ¢aj, kakao, crno vino, ¢okolada
(-)-epigalokatehin crni i zeleni ¢aj, kakao
(-)-epikatehin galat crni i zeleni ¢aj, ¢okolada
o jagoda, brusnica, borovnica, §ljiva, kupina,
pelargonidin . -
ribizla, aronija
cijanidin vi$nja, malina, jagoda
. sveza brusnica, borovnica, §ljiva, grozde,
L peonidin N
Antocijani viSnja, sirovi crni pirinac
delfinidin borovnica, crna ribizla, aronija, kupina
o pasulj, borovnica, visnja, crno grozde, crno
malvidin _
vino
petunidin borovnica, vi$nja, crno grozde, crno vino

U zavisnosti od stepena oksidacije centralnog piranovog prstena, kao i od
pozicije sekundarnog aromati¢nog prstena flavonoidi su podeljeni u vise klasa i potklasa:
1. Fenilhromoni (pravi flavonoidi)
» flavoni, flavonoli (monomerni i dimerni),
» flavanoni i dihidroflavonoli,
» izoflavoni i izoflavononi,
2. Fenilhromani (gradivne jedinice tanina)
» flavani,
» flavan-3-oli i flavan-3,4-dioli,
3. Halkoni i dihidrohalkoni

4. Auroni i antocijani.
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2.2.2. Antocijani

Antocijani su glikozidovani antocijanidini. Re¢ antocijani, potice od grcke reci antho,
Sto znaci cvet i kyanos, $to znaci plav. To su prirodni pigmenti koji daju jarke boje razli¢itim
biljkama. Konjugovane veze u njihovoj strkturi uzrokuju apsorpciju svetlosti na oko 500 nm,
Sto je osnova pojave boja kao Sto je plava, crvena ili ljubicasta.

Potklasa flavonoida su antocijanidini, koji strukturno predstavljaju aglikone, dakle
neglikozidovane molekule. To su biljni pigmenti rastvorljivi u vodi koji cvecu, voéu i povréu

daju plavu, purpurnu i crvenu boju (Mili¢ i sar., 2000) Sastoje se od aromati¢nog prstena,

kondenzovanog sa heterociklusom sa kiseonikom, koji je vezan za tre¢i aromati¢ni prsten

(slika2.2.2.1.).

Slika 2.2.2.1. Struktura antocijanidina

U prirodi je poznato Sest antocijanidina: pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin i malvidin (tabela 2.2.1.1.). Razlikuju se po broju i polozaju hidroksilnih grupa, kao
1 broju metilovanih hidroksilnih grupa. Varijacije u strukturi poticu i od glikozidnih delova,
kao i zbog acilovanja Secernih grupa razlicitim kiselinama. Najzastupljeniji u prirodi su
glikozidni derivati cijanidina, delfinidina i pelargonidina. Smatra se da ¢ine 80% pigmenata u
lis¢u, 50% pigmenata u cvetovima.

Glavni izvori antocijana u jestivim biljkama su porodice biljaka Vitaceae (grozde),
Rosaceae (visnja, sljiva, jagoda, malina, kupina), Saxifragaceae (crvena i crna ribizla) i
Ericaceae (borovnica i brusnica). Antocijani su vazni zbog svoje antioksidativne aktivnosti,
ali se sve vise koriste i kao prirodne boje u prehrambenoj industriji. Vrlo su nestabilni i brzo

se razlazu do bezbojnih derivata, a na kraju do nerastvornih braon pigmenata.
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Veliki je broj faktora koji uti¢u na stabilnost antocijana, ukljuc¢ujuéi pH, svetlost,
kiseonik, enzime, askorbinsku kiselinu, Secere, metalne jone i kopigmente. Temperaturna
obrada je najces¢i nacin konzervisanja hrane. To je ujedno i najznacajniji faktor koji uti¢e na
stabilnost antocijana, a time i na njihovu boju i nutritivne osobine. Sto se ti¢e uticaja pH,
antocijani reverzibilno trpe strukturne promene sa promenom pH, $to se najviSe odrazava na
boju. Pojavu i promenu boja je prvi objasnio Poling, navodeci da je rezonantna struktura
flavijum katjona odgovorna za boju. Flavijum Kkatjon je stabilan jedino na niskoj pH
vrednosti. Kako pH vrednost raste do pH=4-5 boja flavijum katjona (crvena) prelazi u
bezbojnu (hromenol). Na pH=6-7 boja je ljubicasta a na pH=7-8 je tamnoplava. Nakon pH=8,
dobija se halkon zute boje. Na visim pH vrednostima, boja se moze stabilizovati
viSevalentnim katjonima (AI**, Fe*"). Takode je utvrdeno da povecanje broja hidroksilnih
grupa vodi ka plavoj boji, a gradenje glikozida i metilovanje ka crvenoj.

Mnoge in vivo studije pokazuju da unos flavonoida smanjuje rizik nastanka raka
zeluca, debelog creva i dojke. Istrazivanja pokazuju da flavonoidi maskiraju mesta vezivanja
kancerogenih agenasa na DNK, Stite¢i na taj nacin nasledni materijal ¢elije od moguceg

uticaja kancerogenih agenasa.

2.2.3. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su sekundarni metaboliti rasprostranjeni isklju¢ivo u biljnom svetu.
Ova jedinjenja su zasluzna za jedinstven ukus i aromu povréa i vo¢a (Tomas-Barberan i sar.,
2001). Fenolne kiseline su jedinjenja koja obuhvataju veliku gupu Siroko rasprostranjenih
hidroksi-derivata cimetne i benzoeve kiseline (slike 2.2.3.1. 1 2.2.3.2.) (Robbins, 2003).

Hidroksicimetne kiseline se u biljkama mogu na¢i u slobodnom obliku ili u obliku
mnogobrojnih estara, kao na primer sa hinskom kiselinom (hlorogenska kiselina), vinskom
kiselinom (kaftarna kiselina), glukozom (1-O cinamoilglukoza), holinom (sinapin) i drugim.
Galna kiselina ulazi u sastav mnogih tanina (galotanini, kao Sto je pentagaloilglukoza),
jedinjenja nadenih ubiljkama, a kori§¢enih od davnina za Stavljenje koze.

Od ukupne koli¢ine unetih polifenolnih jedinjenja, jedna treéina su fenolne kiseline
(slika 2.2.3.1.), a preostale dve trec¢ine su flavonoidi. U tabeli 2.2.3.1. je prikazana podela
fenolnih kiselina (Robards i sar., 1999).
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Rl R1
R, COOH R,
i : N\ cOooH
R3

R3

a) b)

Slika 2.2.3.1. Fenolne kiseline: a) derivati benzoeve kiseline, b) cimetne kiseline

Tabela 2.2.3.1. Podela fenolnih kiselina

Derivati benzoeve kiseline

Ry
R, @7 COOH
R3

Kiselina Ri Rz Rs
p-hidroksibenzoeva kiselina 4-hidroksi-benzoeva kiselina H OH H
protokatehinska kiselina 3,4-dihidroksi-benzoeva kiselina OH OH H
vanilinska kiselina 4-hidroksi-3-metoksi-benzoeva kis. OCH; OH H

siringinska kiselina 3,5-dimetoksi-benzoeva kiselina  OCH; OH OCHj;
galna kiselina 3,4,5-trihidroksi-benzoeva kiselina OH OH OH

Derivati cimetne kiseline

Ry
R,
N\ COooH

Rs3
Kiselina Ry R, R;
p-kumarna kiselina 4-hidroksi-cimetna kiselina H OH H
kafena kiselina 3,4-dihidroksi-cimetna Kkiselina OH OH H
ferulinska kiselina 4-hidroksi-3-metoksi-cimetna kiselina OCH; OH H

sinapinska kiselina  4-hidroksi-3,5-dimetoksi-cimetna kiselina OCH3; OH OCHj;
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U tabelama 2.2.3.2 1 2.2.3.3. je dato nalazenje fenolnih u namirnicama.

Tabela 2.2.3.2. Nalazenje fenolnih kiselina (derivata benzoeve kiseline) u namirnicama

Kiselina NalaZenje u namirnicama
p-hidroksibenzoeva kiselina akai, zeleni ¢aj, pivo
protokatehinska kiselina akai, zeleni Caj, pivo, pecurke
vanilinska kiselina akai, crveno vino, sir¢e
siringinska kiselina akai, crveno vino, sir¢e
galna kiselina vino, pivo, crna ¢okolada, zeleni ¢aj, kupina,
mango

Tabela 2.2.3.3. Nalazenje fenolnih kiselina (derivata cimetne kiseline) u namirnicama

Kiselina Nalazenje u namirnicama

p-kumarna Kiselina kikiriki, paradajz, vino, Sargarepa, beli luk,
pasulj, sirée, pivo
kafena kiselina ¢aj, pivo, vino
ferulinska kiselina kafa, jabuka, artiCoka, kikiriki, pomorandza,
ananas, akai, pasulj, pirina¢, zob, pSenica

sinapinska kiselina seme sladice, sirce

2.3. Metali u ljudskoj ishrani

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 zemlji$tu i u vodi, a odatle
dospevaju u biljni i Zivotinjski organizam. Zivi organizmi ih ne stvaraju sami, te ih moraju

unositi putem ishrane.
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Biljke se snabdevaju mineralnim materijama iz zemljiSta, a Zzivotinje 1 ljudi
raznovrsnom ishranom. Kod odrasle osobe minerali ¢ine ¢ak oko 4% telesne mase. Najvise ih
ima u kostima.

Danas je poznato da mineralne materije imaju sledece uloge:

» odrzavaju koncentraciju vodonikovih jona na odredenom nivou,

» izgraduju skelet i kostano tkivo,

» ucestvuju u izgradnji gotovo svih ostalih ¢elija organizma, ukljuc¢ujuéi tu i izgradnju
telesnih te¢nosti: krvi, limfe, citoplazme, protoplazme,

» odrzavaju osmotski pritisak, od koga zavisi normalan mehanizam ishrane celije i
ravnoteze tenosti u organizmu,

» reguliSu metabolizam vode,

» 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 znacaja koji imaju za ljudski organizam
dele u tri grupe:

» esencijalni elementi,

> elementi koji su najverovatnije esencijalni i

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

Prema Danicicu (2012), minerali se dele na:

» esencijalne ili glavne: kalcijum, magnezijum, fosfor, natrijum, kalijum, hlor,

» esencijalne u tragovima: gvozde, bakar, hrom, cink, jod, selen, fluor, kobalt,

mangan, molibden,

» verovatno esencijale u tragovima: silicijum, nikl, kalaj, vanadijum i

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

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

Nedostatak, kao i povisene koncentracije neesencijalnih 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.
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Koji metal, odnosno metali su prisutni u ¢ajevima obi¢no zavisi od tipa (zeleni ili
crni) 1 geoloSkog porekla. Do kontaminacije ¢aja teSkim metalima moze do¢i tokom gajenja
biljnih vrsta (utiCe sastav zemljiSta, veStacka dubriva), kao i tokom procesa proizvodnje i
pakovanja.

Odredivanje sadrzaja metala u ¢ajevima je veoma vazno da bi se odredilo da 1i se
njihova koncentracija nalazi u okviru dozvoljenih vrednosti, odnosno da li je kvalitet ¢aja
zadovoljavajuci, tako da ne uti¢e negativno na zdravlje ljudi koji ga konzumiraju (Peric-
Gruji¢, 2009).

2.3.1. Mikro i makroelementi u éajevima

Caj je bogat kako organskim, tako i neorganskim komponentama. Odli¢an je izvor
kalijuma, magnezijuma i gvozda.

Pored ovih metala u ¢aju se mogu naci i teski metali. Zbog svoje postojanosti, visoke
toksi¢nosti i sklonosti da se akumuliraju u ekosistemu, teski metali su opasni za Zive
organizme. TeSki metali koji najeS¢e kontaminiraju cajeve su: nikl, olovo, kobalt i
kadmijum.

Maksimalno dozvoljene vrednosti (MDK) ovih elemenata u hrani regulisani su
Pravilnikom o kolicinama metala, metaloida i drugih otrovnih supstanci, hemioterapeutika,
anabolika i drugih supstanci koje se mogu naci u namirnicama (Sl. gl. RS 25/2010 i
28/2011). Dozvoljene koncentracije za Pb i As u ¢aju i domaéem caju date su u tabeli
2.3.1.1,, dok za Cd, Hg, Zn, Sn, Cu i Fe nisu propisane dozvoljene koncentracije. Takode,
MDK vrednosti za teSke metale u cCajevima nisu propisane evropskim i svetskim
regulativama. Sa druge strane, prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, 1998) i
Americkoj administraciji za hranu i lekove (US FDA, 2001), maksimalno dozvoljena
koncentracija olova u biljnom materijalu je 10 mg/kg. Takode, prema Americkoj
administraciji za hranu i lekove (US FDA, 2001), maksimalno dozvoljene koncentracije Cd i
As u biljnom materijalu su 0,3 mg/kg i 10 mg/kg, a prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji
(WHO, 1998), MDK vrenost za Cd u hrani je 0,3 mg/kg.
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Tabela 2.3.1.1. Dozvoljene koncentracije (mg/kg) metala u ¢aju

Pb Cd Hg Zn Sn As Cu Fe

5

Caj 2 - - - - 1 - -

Domaci ¢aj 5 - - - - 1 - -

2.4. Antioksidativna aktivnost

2.4.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali predstavljaju jone, atome i molekule koji imaju jedan ili vise
nesparenih elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i
neselektivne aktivnosti i nestabilnosti. Elektroni mogu biti neutralni, ali i negativno (radikal-
anjon) i pozitivno (radikal-katjon) naelektrisani. Slobodni elektronski par se moze nalaziti na
atomima razlicitih elemenata pa se slobodni radikali dele na radikale (slobodnoradikalske
vrste) kiseonika, hlora, azota itd (Cekovic¢, 2000).

Reaktivne vrste se dele na reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske (oksidaciona
sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale). Najvaznije reaktivne vrste kiseonika date su
u tabeli 2.4.1.1.

Tabela 2.4.1.1. Najvaznije reaktivne vrste kiseonika

Slobodnoradikalske vrste Neradikalske vrste
superoksid anjon radikal, O," vodonik peroksid, H,0,
hidroksil radikal, OH’ hipobromna kiselina, HOBr
hidroperoksil radikal, HOO’ hipohlorna kiselina, HOCI
peroksil radikal, ROO’ ozon, O3
alkoksil radikal, RO’ singletni kiseonik, O,
karbonatni radikal, CO3’ organski peroksid, ROOH
ugljenoksidni radikal, CO,’ peroksinitrit, ONOO
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U normalnim uslovima, nastajanje toksi¢nih i drugih slobodnih radikala u ravnotezi je
sa antioksidativnim sistemom odbrane organizma. Stanje u kome je ravnoteza izmedu
oksidanata i antioksidanata pomerena u stranu oksidanata, naziva se oksidativni stres
(Halliwel i sar., 2004, Zirojevi¢ i sar., 2002). Nastajanje reaktivnih vrsta kiseonika i drugih
slobodnih radikala u bioloskim sistemima moze biti indukovano razliitim endogenim
(prooksidativni enzimski sistemi, proces Celijske respiracije, fagocitoze, itd) i egzogenim
(zraCenje, kontaminiran vazduh, itd) faktorima. Oksidativni stres dovodi do oksidativnih
ostecenja primarnih biomolekula i nastanka mnogih oboljenja, kao Sto su: arteroskleroza,
kancer, kardiovaskularna oboljenja, astma artitis, gastritis, dermatitis, dijabetes, bolesti jetre,
bolesti bubrega, zapaljenski procesi, Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest itd (slika
2.4.1.1).

-

Ravnoteza
(AOX = ROS)

Oksidativni stres
(visak ROS)

Oksidativni stres
(osiromaseni AOX)

Antioksidansi Oksidansi

Slika 2.4.1. 1. Oksidativni stres

Neki slobodni radikali nastaju i u toku normalnog metabolizma. Preko 90% kiseonika
iz vazduha u organizmu sisara redukuje se do vode primanjem Cetiri elektrona od
transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu mitohondrija (Acworth, 2003).

Superoksid anjon radikal (O,") odnosno njegov protonovani oblik, perhidroksilni
radikal (HO;"), nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika, a moze se

dobiti i jednoelektronskom oksidacijom vodonik peroksida.
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Hidroksil radikal, (OH) je najreaktivniji od svih ROS i najodgovorniji za citotoksi¢ne
efekte kiseonika. U ¢elijama se stvara kada postoje uslovi za:
1. Haber-Vajsovu reakciju:
O, +H,0, >0, +0OH +0OH"
2. Fentonovu reakciju:
H,O0, + Fe* - OH +OH ™ +Fe*
Ovaj radikal moze nastati i dejstvom vy-zraCenja na molekul vode, u procesu
fagocitoze, troelektronskom redukcijom iz molekulskog kiseonika u respiratornom lancu

mitohondrija, kao i iz hipohloraste kiseline (Mimié, 1999):
HOCI+0O; —» HO +Cl~ +0,

Vodonik peroksid nije slobodni radikal, ali se ubraja u reaktivne vrste kiseonika (Wu i
Cederebaum, 2003). Nastaje dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika,
jednoelektronskom redukcijom superoksid anjon radikala, ili njegovom enzimskom
mutacijom, dejstvom superoksid dismutaze:

20* +2H" - H,0, +0,

Singletni kiseonik (*O,) je izrazito reaktivan, nastaje enzimskim putem u prisustvu
mieloperoksidaza i laktoperoksidaza, kao i u procesu fagocitoze.

Peroksil i alkoksil radikali (RO, i RO) nastaju u lan¢anoj, slobodnoradikalskoj
reakciji lipidne oksidacije (Mimi¢-Oka i sar., 1999).

Oksidativni stres dovodi do oSteCenja primarnih biomolekula: proteina, lipida,
nukleinskih kiselina 1 ugljenih hidrata, Sto moze biti uzrok ¢itavog niza poremecaja u
metabolizmu i izazvati disfunkciju i smrt ¢elija.

Lipidna oksidacija predstavlja i najvazniji proces koji dovodi do kvarenja masti i ulja,
Sto dovodi do smanjenja nutritivne vrednosti, pojave neprijatnog ukusa i mirisa i nastajanja
toksi¢nih proizvoda. Lipidna oksidacija je proces u kome slobodnoradikalske i neradikalske
vrste kiseonika reaguju sa lipidima izazivaju¢i oksidativnu destrukciju nezasicenih,
polinezasi¢enih masnih kiselina. Mehanizam kompleksne lancane reakcije lipidne oksidacije
koja se odvija u tri faze, kao i mehanizam delovanja antioksidanata, prikazani su na slici
2.4.1.3. (Wright i sar., 2001).
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> Inicijacija Fe’ +H,0, > Fe* + HO +OH~
L-H+HO —»L +H,

» Propagacija L +0, > LOO
LOO +L-H —-LOOH +L

» Terminacija L +L —>L-L (dimerizacija)
LOO +L ->L-L+0,
2LOO" — neradikalski proizvodi
2C,H; ->C,H, + C,H, (disproporcionisanje)

redukovano oksidovano

Slika 2.4.1.3. Sema lipdne oksidacije

2.4.2. Antioksidansi

Prvi stepen Celijskog odgovora na oksidativni stres je antioksidativna odbrana i
aktiviranje sistema za reparaciju Celijskih struktura oSte¢enih dejstvom slobodnih radikala.
Antioksidansi predstavljaju supstance koje su u organizmu prisutne u malim koncentracijama
u odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje i znacajno usporavaju ili sprecavaju
oksidaciju tog supstrata. Antioksidansi mogu da deluju kao "hvatac¢i" slobodnih radikala, tj.
deluju kao donori elektrona ili H-atoma peroksil ili hidroksil radikalima ili kao akceptori
elektrona ili H-atoma ugljenikovih slobodnih radikala, pri ¢emu se slobodni radikali
stabilizuju. Mogu da deluju i tako Sto kompleksiraju jone metala ¢ime sprecavaju katalizu
reakcije stvaranja inicijatora oksidacije lipida (npr. ‘OH radikal) (Vaya i Aviram, 2001),
razgraduju hidroperokside, eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika.

Prema nacinu delovanja u ljudskom organizmu antioksidansi su podeljeni na:

1. Preventivne antioksidanse — antioksidansi koji spreavaju nastanak slobodnih
radikala 1 iniciranje lancane reakcije peroksidacije dekompozicijom vodonik
peroksida i lipidnih hidroperoksida, kompleksiranjem jona metala i eliminacijom
ROS.
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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 "prekidaci" lan¢anih radikalskih reakcija.
Prema rastvorljivosti ovi antioksidansi dele se na:

» hidrosolubilne - rastvorljive u vodi (vitamin C, mokraé¢na kiselina, bilirubin,
albumin, glutation, neki polifenoli) i

> liposolubilne - nerastvorljive u vodi a rastvorljive u lipidima (vitamini E i A,
karotenoidi, neki polfenoli) (Vaya i Aviram, 2001).

3. "Reparacione” antioksidanse — antioksidansi posebnim mehanizmima,
obnavljaju¢i ili uklanjajuéi oStecene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima
oksidativnog stresa.

Antioksidansi znacajni 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),
mokracna 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) i polifenolna jedinjenja (flavonoidi, fenolne kiseline, proantocijanidoli) (Percival,
1998).

2.4.3. Mehanizam delovanja antioksidanasa

Mehanizam delovanja antioksidansne zastite aerobnih organizama obuhvata:

primarnu i sekundarnu antioksidativnu zastitu.

2.4.3.1. Primarna antioksidativna zastita

Primarnu antioksidativnu zastitu ¢ine enzimi 1 neenzimski molekuli.

1. Enzimi
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Primarnu ulogu u antioksidativnoj zastiti, kod zivih organizama, imaju enzimi.
Enzimi mogu direktno da reaguju sa prooksidativnim vrstama, a mogu i da regeneriSu
molekule antioksidanata malih molekulskih masa.

Enzimi koji sa¢injavaju primarnu antioksidativnu zastitu su:

> Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji razgraduje superoksid anjon radikal
(O3¢-) uz formiranje H,0, i Oy, sprec¢avajuci na taj nacin gradenje hidroksi radikala (OH"):

20 +2H" - H,0, +0,

> Katalaza (CAT) je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi. Osnovna
bioloska uloga katalaze zasnovana je na razlaganju, odnosno redukciji, toksicnog
vodonikperoksida:

2H,0, > 2H,0+0,

> Peroksidaza (Px) je enzim koji katalizuje oksidaciju razli¢itih supstrata u

prisustvu H,0,:
SH, +H,0, S +2H,0
» Glutation peroksidaza (GSH-Px) predstavlja selen-zavistan enzim ¢ija je uloga da

katalizuje reakcije redukcije vodonik-peroksida (H,O;) i hidroperoksida (ROO') masnih

kiselina u prisustvu redukovanog glutationa (GSH). GSH-Px se nalazi u citosolu, gde Stiti
fosfo- i sfingolipide membrana od oksidativne destrukcije:
H,O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

2RO0O" +2GSH — 2ROH + 0O, + GSSG

2. Neenzimski biomolekuli

U neenzimske biomolekule, koji takode predstavljaju primarnu antioksidatnu zastitu,

spadaju:

» Redukovani glutation (GSH), enzim koji ima ulogu u sprecavanju oksidacije
tiolnih grupa enzima, proteina i peptidnih hormona, pri ¢emu prelazi u oksidovani
oblik (GSSG).

» Apoceruloplazmin, apotransferin i apoferitin, proteini koji ograni¢avaju put
slobodnog gvozda i1 sprecavaju njegovo ukljucivanje u Fentonovu reakciju,

odgovornu za produkciju hidroksilnog radikala (Koracevié i sar., 2003):

H,0, + Fe? —Fe® +OH' +OH"
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2.4.3.2. Sekundarna antioksidativna zastita

Sistem sekundarne antioksidativne zastite Cine brojna niskomolekularna jedinjenja
koja mogu biti enzimske i neenzimske prirode.

1. Enzimski antioksidansi

U sekundarnu antioksidansnu zastitu ubrajaju se enzimi koji ucestvuju u
“popravljanju” nastalog oksidativnog oStecenja nukleinskih kiselina, proteina i lipida. To su
prvenstveno proteoliticki enzimi, fosfolipaza A2 (fosfolipid-nezavisna i fosfolipid zavisna),
glikozilaze, endo- i egzo- nukleaze, DNK ligaze, DNK polimeraze, itd. Ovi enzimi
“popravljaju” oSte¢ene molekule DNK, odstranjuju oksidovane masne kiseline membranskih
lipida i kroz procese degradacije i resinteze obnavljaju oksidovane aminokiseline, odnosno
proteine.

2. Neenzimski antioksidansi

U neenzimske antioksidanse spadaju brojna niskomolekulska jedinjenja, hidrofilnog
ili lipofilnog karaktera. Najznacajniji prirodni antioksidansi koji se koriste su tokoferoli
(vitamin E), askorbinska kiselina (vitamin C), karotenoidi, ubihinon (koenzim Q), fenoli i
njihove kiseline, flavonoidi, derivati hidroksicinamata. Posto je struktura ovih jedinjenja
veoma razlicita, tako su razli€iti i mehanizmi kojima ona ostvaruju svoju aktivnost u sistemu
antioksidativne zastite. Ve¢inom deluju tako $to uklanjaju ve¢ stvorene slobodne radikale i
predstavljaju “’hvatace’’ slobodnih radikala, zatim sluZe kao donori elektrona, razgraduju
lipid-perokside nastale u fazi propagacije, vezuju metalne jone, a neki od njih inhibiraju i
enzimske sisteme koji produkuju reaktivne vrste kiseonika (ROS) (Bozin i sar., 2008).

a-Tokoferol, ili vitamin E (2,5,7,8-tetrametil-2-(4’,8°,12’-trimetil-tridecil)-6-
hromanol) predstavlja grupu od osam prirodnih lipofilnih molekula, od kojih je najvazniji a-
tokoferol. U membranama, na svakih 2000 do 3000 molekula dolazi 1 molekul a-tokoferola
koji deluje kao antioksidans 1 zaustavlja lananu reakciju peroksidacije lipida, deluje kao
“hvatac” singletnog kiseonika, a reaguje i sa superoksid anjon radikalom (Ha i Csallany,
1992). Tokoferoli reaguju sa alkil, hidroperoksil, peroksinitrit i hidroksil radikalima.
Prekidanje propagacije lanCane reakcije lipidne oksidacije odigrava se reakcijom otpustanja
protona tokoferola lipidnim peroksil radikalima (LO,") koji tako prelaze u stabilnije produkte,
lipidne hidroperokside (LOOH). Tokom ove reakcije tokoferol prelazi u slobodnoradikalski
oblik — tokoferil radikal (slika 2.4.3.2.1.).
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CH3 CH3
HO PTTE =
i CH3
H3C H3C
') R o R
CH3 2H* +2e” CH3
T'okoferol -H20 Tokoferoksil (tokoferil) radikal
+H20,
-H}-e”
CH3 CH3
HO JH* 2¢” Q
HO |CH3 ——= HO | CH3
i OH R H3C o R
CH3 CH3

Tokoferil hidrohinon Tokoferil hinon

Slika 2.4.3.2.1. Mehanizam nastajanja tokoferil radikala

L-askorbinska kiselina ili vitamin C je najefikasniji redukujuéi hidrosolubilni
antioksidans. Pri pH=7,4 ¢ak 99,95% vitamina C je u obliku monoanjona AscH" (askorbat),
0,05% kao AscH, i 0,004% kao dianjon AscH, . Monoanjon AscH  je donorski antioksidans
koji predaje vodonikov atom reaktivnim slobodnim radikalima R® sa visokim vrednostima
redukcionog potencijala (OH’, RO", LOQ"), formiraju¢i stabilan askorbil radikal, koji u
bioloSkim sistemima nije protonovan (AscH), ve¢ je prisutan u formi anjona
semidehidroaskorbil radikala ili askorbil anjon radikala (Asc™). Unosom velikih doza ovog
vitamina i u uslovima povecane koncentracije metala, odnosno u procesu destrukcije tkiva i
oslobadanja metala iz kompleksa sa proteinima, vitamin C moZe delovati prooksidativno
redukujuc¢i Fe(IIT) u Fe(Il), uslovljavaju¢i Fentonovu reakciju i nastajanje hidroksil radikala
(slika 2.4.3.2.2.):

Fe(lll) + L — askorbinskakiselina — Fe(11) + dehidroksiaskorbinskakiselina

Fe(Il) + H,0, —>OH" + OH ™ + Fe(lll)

R o) R o) R O
o g+ o O
—_— S R* S
h = 3 H p HY +R-H
— +H7 — H+ —
HO OH -O OH *O OH
askorbinska kiselina askorbat askorbil radikal

Slika 2.4.3.2.2. Mehanizam nastajanja askrobil radikala
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Karotenoidi predstavljaju grupu pigmenata koja se sintetiSe u biljnim organizmima,
medu kojima je najzastupljeniji B karoten — prekursor vitamina A, za koga se smatra da je
najefikasniji u neutralizaciji singletnog kiseonika.

Koenzim Q (ubihinon) se sintetiSe u svim Zzivotinjskim ¢elijama i sluzi kao nosac
elektrona i protona u respiratornom lancu u mitohondrijama. Ubihinon direktno sprecava fazu
inicijacije (redukcijom perferil radikala) i propagacije (redukcijom lipidnog peroksil radikala)
reakcije peroksidacije lipida. Postoji 10 vrsta koenzima Q od kojih je za ¢oveka od najveceg
znacaja koenzim Q10. Smatraju ga “eliksirom mladosti”, jer usporava proces starenja, upravo
zbog sposobnosti neutralisanja radikala.

Fenolna jedinjenja su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog metabolizma
biljaka i antioksidativnho delovanje biljnih ekstrakata uglavnom se vezuje za njihovo
prisustvo.

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 (slika 2.4.3.2.3.). Ovako nastali slobodni radikali stabilizovani

rezonancijom i nemaju dovoljno energije da pokrenu lan¢anu reakciju sa supstratom:
ROO'’ + Flavonoid —OH — ROOH + Flavonoid — O’
OH" + Flavonoid —OH — H,O + Flavonoid — O

OH
OH R* RH

t : OH

O*
OH R* RH

~N A ;

Slika 2.4.3.2.3. Mehanizam delovanja flavonoida
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Flavonoidi pokazuju slede¢a dejstva antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno,
diureticko,  antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, antikoagulirajuce,
spazmoliticko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno, analgetsko, antimalari¢no,
hipoglihemijsko i antioksidativno (Eastwood, 1999; Hollman i Katan, 1999).

Flavonoidi su sekundarni metaboliti, §to znac¢i da predstavljaju organske spojeve koji
nemaju direktnog uticaja na rast 1 razvoj biljaka, ali su mo¢ni antioksidansi koji odstranjuju
slobodne radikale. Slobodni radikali uzrokuju oSte¢enje naslednog materijala (DNA),

ubrzavaju proces starenja i ué¢estvuju U razvoju mnogih bolesti.

2.4.4. Metode odredivanja antioksidativnog potencijala

Metode koje se Kkoristite za odredivanje antioksidativne mo¢i mogu se podeliti u tri
velike grupe:
1. Metode koje ukljucuju reakcije prenosa H-atoma
ROO' + AH —- ROOH + A’
ROO’' + LH —-ROOH + L
U ovu grupu metoda spadaju:
» ORAC (Oxygen Radical Obsorbance Capacity),
» TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter),
Crocin test izbeljivanja,
IOU (Inhibited Oxygen Uptake) i
Inhibicija oksidacije linoleinske kiseline.

YV V V

2.

m

T (elektron-transfer) — metode
M, +& (iZAH) > AH' + M
U ovu grupu metoda spadaju:
» TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
» DPPH (difenil-1-pikrilhidrazil),
» FRAP (Ferric lon Reducing Antioxidant Parameter),
» Cu(ll) redukcioni kapacitet i

» QOdredivanje ukupnih fenola Folin—Ciocalteu (FC) reagensom.
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3. Ostale metode
» TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity) i

» Hemiluminiscencija (CL).

2.4.4.1. ABTS metod

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) ili ABTS (slika 2.4.4.1.1.) je
organsko jedinjenje koje se dosta koristi u enzimskoj kinetici kao supstrat. Takode, ABTS se
koristi 1 za odredivanje antioksidativne aktivnosti prirodnih proizvoda, a test je poznat kao

ABTS eksperiment.

Slika 2.4.4.1.1. Struktura ABTS-a

Formalni potencijal redukcije ABTS-a je visok tako da on reaguje kao donor
elektrona u reakciji redukcije fenolnih jedinjenja i uopste kiseoni¢nih jedinjenja kao §to su
molekulski kiseonik i vodonik peroksid.

U bioloskim sistemima reakcija redukcije se odvija u neutralnoj sredini pri ¢emu

dolazi do deprotonacije sulfonskih grupa u molekulu:

ABTS +e~ —> ABTS ™ E° =108V

ABTS +e” —ABTS*> E° =067V
Kada se ABTS koristi za odredivanje antioksidativne aktivnosti prirodnih proizvoda
ovo jedinjenje se pomoc¢u natrijum-persulfata (Na,S,0sg) konvertuje u radikal jon (ABTS™).
ABTS radikal jon je plavo-zeleno obojen sa maksimumima apsorpcije na 645, 734 i
815 nm (slika 2.4.4.1.2.) (Re i sar., 1999). Stabilan je oko dva dana ako se ¢uva na sobnoj
temperaturi u mraku. Veoma je reaktivan. Reaguje sa fenolima, tiolima, vitaminom C,
Trolox-om, bilirubinom, mokra¢nom kiselinom, i td.
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U reakciji sa radikalima dolazi do obezbojavanja, odnosno ABTS radikal katjon se
redukuje i vraca u svoj neutralni, bezbojni oblik tj. ABTS (Campos i Lissi, 1997):
ABTS ™ + PhOH — ABTS + PhO’
ABTS ™ + PhO" — PhO — ABTS
PhO — ABTS + PhO" — PhO — PhO + ABTS ™"
Reakcija obezbojavanja se prati na 734 nm (slika 2.4.4.1.2.). Smanjenje apsorbance je
u funkciji koncentracije antioksidanasa, odnosno Trolox-a kao referentnog standarda.
ABTS test se uspe$no primenjuje za odredivanje kako vodeno-rastvornih, tako i

lipidno-rastvornih antioksidanasa.

1.6 4
1.4 1

1.2 1

0.8 1
0.6 +
0.4 1

0.2 /\
0 .

380 480 580 680 780 880 A

Slika 2.4.4.1.2. Absorpcioni spektar ABTS radikal katjona

2.4.4.2. DPPH metod

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH) je stabilan radikal sa maksimumom
apsorpcije na 515 nm (Brand-Williams i sar., 1995). Antioksidanti, donori vodonika, kao i
slobodni radikali u reakciji sa DPPH radikalom vrSe njegovu redukciju do zuto obojenog
difenilpikrilhidrazina, $to dovodi do smanjenja apsorbance na 515 nm.

Prior i sar. (2005) su predlozili dva moguc¢a mehanizma uklanjanja DPPH radikala:
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» prenosom vodonika (Hydrogen Atom Transfer, HAT)
DPPH*® + AH — DPPH —H + A®

» prenosom elektrona (Single Electron Transfer, SET).

DPPH +R* — DPPH —R

Mehanizam uklanjanja DPPH radikala zavisi od energije veze i jonizacionog
potencijala (IP) reaktivnih funkcionalnih grupa u antioksidantima.

HAT reakcije zavise od prirode rastvaraca i pH. Vreme njihovog odigravanja je od
nekoliko sekundi do nekoliko minuta. Prisustvo redukujuéih jedinjenja, ukljucujuéi i metale,
ima za posledicu nesto vecée vrednosti za antioksidativnu, DPPH, aktivnost.

SET reakcije zavise od pH. Sa povecanjem pH rastvora, vrednosti za jonizacioni
potencijal opadaju. To ima za posledicu deprotonovanje reaktivnih grupa. SET reakcije su
obi¢no spore i antioksidativna aktivnost se zasniva na merenju procenta smanjenja DPPH’
koncentracije. Procenat neizreagovalog DPPH radikala izra¢unava se na osnovu jednacine:

DPPH
%DPPH r.em = Wl_lre'm XlOO

gde je
%DPPH

+m - (€NQg. remaining) procenat neizreagovalog DPPH radikala.

Procenat neizreagovalog DPPH" (DPPH'n) je proporcionalan koncentraciji
oksidanata. Koncentracija antioksidanata koja je potrebna za inhibiranje 50% DPPH radikala
naziva se "efektivna koncentracija” (“efficiency concentration™) i obelezava se ECsp. Vreme
potrebno da se dostigne ECsp obelezava se kao Tecso.

Sanchez-Moreno i sar. (1998) su uveli i pojam ™"antiradikalska efikasnost"
("antiradical efficiency") u cilju definisanja antioksidativne aktivnosti:

AE =1/EC,Te.

Kao i kod HAT metode i kod SET metode, redukujuca jedinjenja i metali interferiraju
prenos elektrona.

Literaturni podaci (Ou i sar., 2005; Wright i sar., 2001) ukazuju na ¢injenicu da se

metoda uklanjanja DPPH radikala bazira na SET mehanizmu (slika 2.4.4.2.1).
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Slika 2.4.4.2.1. Sema procesa na kojima se zasniva odredivanje antioksidativne aktivnosti

DPPH matodom

Smanjenje apsorbance na 515 nm je u funkciji koncentracije antioksidanata, odnosno
Trolox-a kao referentnog standarda. Kalibraciona kriva je linearna u intervalu koncentracija

do 2 reda velié¢ine.

2.4.4.3. FRAP metod

FRAP - metod se zasniva se na sposobnosti antioksidanasa da redukuju gvozde-2,4,6-
tripiridil-S-triazin kompleks [Fe(111)-(TPTZ),]** do intenzivno plavo obojenog kompleksa
[Fe(1)-(TPTZ),]*. FRAP vrednosti se izratunavaju merenjem rasta apsorpcije i
uporedivanjem istih sa standardnim rastvorom obojenih jona, ili standardnim rastvorom

antioksidansa (npr. askorbinska kiselina).

62



Jovana Krstic Doktorska disertacija

N
O\H/N\W/(j N N

N N
N

Fe ") + antioxidant Fe(ll)
N | \N N -e N™ N . °N
N ! >
_N | N z j / N N
e x

[FeID-(TPTZ)2F" [Fe(D-(TPT22T*

Slika 2.4.4.3.1. Redukcija kompleksa [Fe(I11)-(TPTZ)2]** do kompleksa [Fe(ll)-(TPTZ),]**

Reakcija se odvija u kiseloj sredini, pri pH=3,6 kako bi se zadrzala dobra
rastvorljivost gvozda (slika 2.4.4.3.1). Pri nizim pH vrednostima smanjuje se jonizacioni
potencijal koji omogucava prenos elektrona, a ujedno se povecava redoks potencijal, koji
dodatno omogucéuje pomeranje ravnoteze U smeru transfera elektrona (Hagerman i sar.,
1998). Svako jedinjenje sa redoks potencijalom nizim od redoks potencijala para
Fe(I11)/Fe(ll), teorijski moze redukovati Fe(IIl) do Fe(ll) i usloviti lazno visoke rezultate
FRAP vrednosti. Sa druge strane, mnogi antioksidansi ne mogu dovoljno brzo redukovati
Fe(III) 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 ponasSanjem su: kvercetin, feruminska kiselina, kofeinska kiselina, taninska kiselina.

FRAP-metoda odreduje redukcionu mo¢ na osnovu redukcije jona gvozda. Produkcija
Fe(ll) 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 1 izazvati
precenjivanje FRAP vrednosti. Neobi¢no visoke vrednosti za bilirubin (duplo vise od
askorbinske kiseline 1 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. Uprkos niskim pH vrednostima koje se primenjuju kada
se porede sa fizioloSkim uslovima (pH=7,4), sposobnost redukcije gvozda indirektno izrazava

antioksidativni kapacitet.
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2.4.4.4. Redukciona sposobnost (Reducing Power, RP)

Za odredivanje redukcione sposobnosti koristi se metoda po Oyaizu (1986).
Ova metoda se zasniva na gradenu obojenog produkta KFe[Fe(CN )6] poznatog kao
"prusko plavo".
Ovaj produkt nastaje u reakciji Fe*" ili Fe(CN)s* jona sa antioksidantima:
Fe®" + antioksidant — Fe*" + antioksidant
Fe?" + Fe(CN)> — Fe[Fe(CN),]
ili
Fe(CN); + antioksidant — Fe(CN),~ + antioksidant
Fe(CN): + Fe* — Fe[Fe(CN), |
Reakcija nastajanja obojenog produkta se prati merenjem apsorbance rastvora na 700
nm u puferskom rastvoru (HZPO;/HPO;) pri pH=6,6. Kao referentna supstanca koristi se
rastvor butilovanog hidroksi-anizola (BHA) ili askorbinska kiselina.
Fe®* joni reaguju sa askorbinskom kiselinom u slabo kiseloj sredini (pH~6) prema
reakciji (Hsieh i Hsieh, 2000):
2Fe* + H,A—2Fe®" + A+2H"
a gradenje obojenog produkta dalje te€e prema reakciji:
Fe® + Fe(CN)Z — Fe[Fe(CN),]
Redukciona sposobnost povezana je sa antioksidativnom aktivno$¢u i1 moze da sluzi

kao znacajan indikator antioksidativne aktivnosti (Oktay i sar., 2003).

2.5. UVIVis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija je spektroskopska metoda koja proucava apsorpciju
elektromagnetnog zraCenja u oblasti izmedu 200 nm i 800 nm (slika 2.5.1). Taj deo je
podeljen na blisku ultraljubic¢astu (200-400 nm) i vidljivu oblast (400-800 nm). Na nizim
talasnim duzinama (<200 nm) nalazi se vakuumska ultraljubicasta oblast, koja nije od

interesa za strukturna odredivanja zbog apsorpcije kiseonika iz vazduha.
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1nm

Slika 2.5.1. Spektar elektromagnetnog zracenja

Kako veliki broj jedinjenja ne apsorbuje u ovom delu spektra, to UV/Vis
spektrofotometrija, u poredenju sa drugim strukturnim metodama (IC, NMR, MS), ima
daleko manju primenu za strukturna odredivanja i uglavnom se koristi kao komplementarna
metoda za identifikaciju delova molekula koji apsorbuju u navedenoj oblasti, takozvanih
hromofora. U tim slucajevima dobijeni UV/Vis spektri mogu da pruze veoma korisne
informacije o strukturi ispitivanog jedinjenja i ona je ¢esto nezamenljiva pomoc¢na (a Cesto 1
glavna) metoda za identifikaciju prirodnih polikonjugovanih jedinjenja, kao §to su: biljni
pigmenti (karotenoidi), poliacetileni, porfirini, flavonoidi itd.

Po nacinu nastanka spektri mogu biti emisioni i apsorpcioni, a prema nosiocu zracenja
spektri se dele na atomske i molekulske. Molekulski spektri najées¢e se posmatraju kao
apsorpcioni spektri.

Pored primene za identifikaciju organskih jedinjenja (kvalitativna analiza), UV/Vis

spektrofotometrija se danas dosta primenjuje u kvantitativnoj analizi.

2.5.1. Apsorpcija UV/Vis zracenja

Apsorpcione metode se zasnivaju na merenju inteziteta elektromagnetnog zracenja

usled apsorpcije pri prolasku kroz ispitivanu supstancu. Apsorbovano zrac¢enje dovodi do
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energetskih promena u atomima, molekulima i jonima ispitivane supstance. Apsorpcija
vidljivog i ultraljubicastog zra¢enja dovodi do elektronskih prelaza, koji su u molekulima i
njihovim jonima kombinovani sa nizom vibracionih i rotacionih prelaza. Apsorpcijom
zraenja molekul moze preci iz osnovnog stanja na neki od mnogobrojnih vibracionih i
rotacionih nivoa odredenog pobudenog stanja. Energije fotona koji se tom prilikom apsorbuju
vrlo se malo razlikuju tako da se apsorpcioni spektar molekula sastoji iz stotine pa i hiljade
linija, koje su tako blizu jedna drugoj, da se javljaju kao kontinualne apsorpcione trake.

Energetski sadrzaj zracenja u oblasti od 200 nm do 800 nm nalazi se izmedu 600
kJ/mol i 150 kJ/mol, $to je dovoljno za pobudivanje elektrona i njihov prelazak iz osnovnih u
pobudena stanja. Zbog toga S§to UV/Vis zraCenje apsorbuju elektroni, ova vrsta
spektrofotometrije naziva se jos i elektronska spektroskopija.

UV/Vis spektrofotometrija se najcesc¢e koristi za kvalitativna i kvantitativna
odredivanja prelaznih metala ili konjugovanih organskih molekula. Prolaskom zracenja iz
vidljivog dela spektra kroz obojeni rastvor, joni prelaznih metala apsorbuju deo svetlosti pri
¢emu se pobuduju elektoni iz d-orbitale, dok se kod organskih molekula najcesce pobuduju -
elektroni. NajceS¢e se snimaju spektri razblazenih rastvora, a mogu se snimati 1 spektri
gasova ili para.

Kvantitativna spektrofotometrijska analiza zasniva se na Beer-ovom zakonu (A =
e'1-c), koji kaZe da je apsorbanca rastvora direktno proporcionalna koncentraciji apsorbujuce
vrste i debljini sloja kroz koje zraCenje prolazi. Za kvantitativnu analizu je bitno da se
merenja apsorbance vrSe sa najveCom mogucom tacnosc¢u i1 osetljivos¢u. Da bi se to postiglo
bitan je izbor talasne duZine na kojoj se merenje vrsi. Ona mora da ispuni nekoliko uslova
(Todorovié, 1997):

» da se merenjem postize maksimalna osetljivost,

» da mala promena talasne duzine ne utice na reproduktivnost i

» da vazi Beer-ov zakon.

Intenzitet apsorpcije zracenja definisan je Lambert-Beer-ovim zakonom:
I
A= Iog(TO) =g l-c

gde je:
¢ - molarna apsorptivnost

| - debljina sloja (cm)
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¢ - koncentracija apsorbujuée supstance (mol/l)
A - apsorbanca
lp - intenzitet upadnog zraka

| - intenzitet zraka po prolasku kroz uzorak

o

_ PE——
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ol >

Slika2.5.1.1. Prolazak zracenja kroz uzorak

Prilikom prolaska elektromagnetskog zracenja kroz uzorak (slika 2.5.1.1.) dolazi do
smanjenja intenziteta upadnog snopa zracenja. Fizicki procesi koji dovode do slabljenja
intenziteta zraCenja su: apsorpcija, rezonancija, fluorescencija (fosforescencija), refleksija i
rasipanje svetlosti. Primenjujuci zakon o odrZanju energije, moze Se napisati:

lo=1,+1,+21,
gde je:
lo - intenzitet upadnog zracenja
I - intenzitet apsorbovanog zracenja
I, - intenzitet propustenog zracenja
21, - oznaCava zbir intenziteta reflektovanog, rasutog, rezonantnog i
fluoroscentnog (fosforescentnog) zracenja.

U rastvoru koji sadrzi viSe komponenti koje apsorbuju elektromagnetno zracenje, a

koje medusobno ne reaguju, apsorbanca ratvora jednaka je zbiru pojedinacnih apsorbanci

svih komponenti

A=2A=A+A +A +..... + An

tj. pod ovim uslovima apsorbancija je aditivna veli¢ina.
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2.5.2. Snimanje UV/Vis spektara

Spektrofotometar (slika 2.5.2.1) se sastoji iz svetlosnog izvora iz koga se svetlost deli
na dva jednaka zraka (referentni i analiticki), monohromatora, detektora i uredaja za
pojacavanje, merenje 1 beleZzenje signala. Kao izvor zracenja Kkoristi se kombinacija
volframove (za vidljivu oblast, A>375 nm) i deuterijumske lampe za blisku ultraljubicastu

oblast. Kao detektor se najc¢esce koristi fotomultiplikator.

Monohromator Detektor

/ Uzorak
' Izlazni razrez
perzioni element

® Ulazni razrez

Izvor zracenja

Slika 2.5.2.1. Osnovni delovi UV/Vis spektrometra

Koncentracija uzorka zavisi od intenziteta apsorpcije 1 podeSava se tako da vrh
apsorpcionog maksimuma bude u oblasti najvece tacnosti, Sto odgovara vrednostima izmedu
0,2 i 0,7 jedinica apsorbancije. Najbolje je napraviti koncentrovaniji rastvor od kojeg se
postupnim razblazivanjem dobija rastvor koncentracije pogodan za snimanje. Pripremljeni
rastvor se prebacuje u analitiCku celiju (standardne debljine od 1 c¢cm) od kvarca (sistem
propustljiv za blisku UV) ili stakla (sistem propustljiv samo za vidljivu oblast). Takode se
priprema 1 istovetna referentna Celija sa Cistim rastvaraCem. Za vreme kontinualne promene
talasne duzine porede se intenziteti referentnog (lp) i analiti¢kog (1) signala. Spektar se belezi
kao zavisnost apsorbancije (A) od talasne duzine (1) (Milosavijevié, 1994).

Svaki apsorpcioni maksimum okarakterisan je talasnom duzinom (inax) Na kojoj se

nalazi i molarnom apsorptivnos$cu (&) na toj talasnoj duzini.
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Prilikom opisivanja spektra nekog jedinjenja ove vrednosti se obavezno navode za
svaki maksimum. Pored toga, zbog moguceg uticaja na izgled spektra, uvek se navodi i
rastvara¢. Zbog veoma velike osetljivosti detekcije rastvara¢i moraju biti izuzetno Eisti

("spektroskopske Cistoce").

2.6. HPLC hromatografija

Hromatografija je naziv za grupu laboratorijskih tehnika za odvajanje i odredivanje
komponenti smesa (Synder i sar., 2011, Milovanovié, 1985).

Hromatografske metode ukljucuju kretanje smese koja se ispituje i koja je rastvorena
u mobilnoj fazi i krece se kroz stacionarnu fazu. Hromatografija moze biti analiti¢ka i
preparativna. Preparativne hromatografske metode se bave razdvajanjem komponenti smese
radi dalje analize i smatraju se i metodom precisCavanja. Sa druge strane, analiticke
hromatografske metode odreduju kvantitativni sastav uzorka.

Hromatografske metode se dele prema fizickom stanju faza, prema fizicko-hemijskim
procesima koje se deSavaju prilikom razdvajanja komponenti ili mehanizmu razdvajanja
(tabela 2.6.1.).

Tabela 2.6.1. Podela hromatografskih metoda

Pokretna faza  Nepokretna faza Tehnike Fizi¢ko-hemijski
procesi
gasna cvrsta hromatografija gasne faze u adsorpcija

koloni i kapilarnoj koloni

gasna tecna hromatografija gasne faze u  podela, reverzno-fazna
koloni i kapilarnoj koloni podela
teCna cvrsta kolona, hromatografija na adsorpcija, jonska
tankom sloju i na hartiji izmena, gel filtracija
tecna tecna Kolona podela, reverzno fazna
podela
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U zavisnosti od prirode smese supstanci zavisi koja ¢e se hromatografska metoda

primeniti za razdvajanje smeSe. Orijentaciono se moze koristiti tabela 2.6.2.

Tabela 2.6.2.Vrsta hromatografije za razdvajanje smese

Razdvajanje supstanci Vrsta hromatografije
gasovi i isparljive supstance gasna hromatografija
supstance sliénog hemijskog sastava podeona hromatografija i reverzno-fazna

podeona hromatografija
supstance razli¢itog hemijskog sastava adsorpciona hromatografija
neorganske i jonske supstance jonska izmena, hromatografija na tankom
sloju i na hartiji
jonske od nejonskih supstanci jonska izmena i gel hromatografija
bioloski materijali i jedinjenja velike gel hromatografija

molekulske mase

Na slici 2.6.1. je prikazana Sema sistema za HPLC hromatografiju.

Slika 2.6.1. Sematski prikaz uredaja za HPLC: (1) rezervoar mobilne faze (2) degasifikator
mobilne faze (3) ventil (4) ventil za doziranje mobilne faze (5) pumpa (6) ulazni ventil za
nadzor (6) izlazni ventil za nadzor (7) petlja za injektiranje uzorka (8) filter (9) kolona (10)
detektor (11) racunar (12) kolektor otpada
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Vazan deo HPLC (te¢na hromatografija visokih performansi (High Performance
Liquid Chromatography)) sistema je pumpa koja moZe stvarati pritisak do 10° Pa, §to
omogucava kontinualnu promenu brzine mobilne faze. Uzorak se ubacuje u injekcioni blok,
nakon ¢ega prelazi u mobilnu fazu pod visokim pritiskom, podleze razdvajanju na koloni, a
zatim detekciji. Registrovanje ispitivanih supstanci vrsi se detektorom koji na izlazu daje
signal prporcionalan koncentraciji analita. Upotrebljavju se detektori visoke osetljivosti,
najces¢e UV/Vis 1 fluorescentni, a u novije vreme se sve vise koriste maseni, infracrveni,
atomsko-apsorpcioni, elektrohemijski detektori (Lough i Wainer, 1995).

Mobilnu fazu predstavlja rastvarac ili smesa rastvaraca. Izbor rastvaraca je slican kao
i kod drugih podeonih hromatografija. Ako se koristi UV detektor za detekciju razdvojenih
jedinjenja rastvaraci bi trebalo da budu S$to je vise UV transparentni, mada ni znacajnija
apsorpcija mobilne faze ne bi trebalo da znacajnije uti¢e na kvalitet razdvajanja. Mnogo je
bitnije da se odredi optimalan protok mobilne faze. Protok mobilne faze se krece u opsegu od
0,1-2,0 cm®min™.

Kolona predstavlja srce HPLC sistema. Dimenzije kolona su standardne 3-4 mmx30
cm, ali 1 specificne 8§ mmx10 cm (pogodne za visoke pritiske mobilnih faza). Kolone su
najcesce ispunjene silika Cesticama (nosac), a na njihovoj povrsini je hemijski vezan tanak
film, molekulskih dimenzija, koji igra ulogu te¢ne stacinarne faze. Cestice silika gela imaju
vrlo razudenu povrSinu: 30-800 m?g™. Njihova povrSina je pokrivena polarnim silanolnim
grupama koje lako reaguju sa polarnim komponentama smeSe (klasi¢na adsorpciona
hromatografija). Silanolne grupe se tretiraju hemijski sa jedinjenjima koja sadrze kraéi ili
duzi ugljovodoni¢ni lanac da se dobije supstituisana povrSina sa pretezno nepolarnim
karakteristikama (ugljovodoni¢ni sloj se vezuje na silika Cestice-pokriva ih). Nepolarne
komponente smese ¢e regovati sa takvom povrSinom— hromatografija obrnutih faza (eng.
Reversed Phase Liquid Chromatography - RPLC). Maksimalni prinos vezivanja
ugljovodoni¢nog sloja na silika cestice je 70-80% (20-30% silanolnih grupa ostaje
nepokriveno). Prema tome, razdvajanje na tipicnoj HPLC koloni je rezultat ukupnih polarnih
1 nepolarnih interakcija. Vezani ugljovodoni¢ni sloj sadrzi uglavnom 18 C atoma i takve
kolone se zovu C-18 kolonama. Koriste se i druge kolone. Neke su prikazane u tabeli 2.6.3.
(Markovié i sar., 1996, Misovi¢, 1981).
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Tabela 2.6.3. Kolone koje se koriste za HPLC

Organska grupa Polarnost Primene
CH3(CH2)z1- ekstremno nepolarna lipidi, jodoamino kiseline
CH3(CH2)17- ekstremno nepolarna sve klase jedinjenja
CH3(CHy)21- nepolarna peptidi, proteini

CH3CH,- srednje polarna aminokiseline
CH30O- srednje polarna proteini, ugljeni hidrati
CH,OH-CH(OH)- polarna molekulska sita
NH,- polarna ugljeni hidrati
R3N*- anjonski izmenjivaé nukleotidi
OHsS- katjonski izmenjivac peptidi i proteini

2.6.1. 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 vrSi poredenjem standarda sa
nepoznatom komponentom ispitivanog uzorka. Uporeduje se vreme zadrzavanja standarda i
izdvoene komponente u hromatografskoj koloni. Vreme zadrzavanja se naziva retenciono
vreme (lat. retentio - zadrzavanje) meri se od trenutka kada se uzorak injektije u kolonu do
izlaska, odnosno pojave na detektoru.

Za identifikaciju komponeni metodom standardnog dodatka, retenciono vreme
standardnog dodataka i izdvojene komponente mora da se poklapa. Pricemu dolazi do

povecanja visine pika izdvojene komponente.
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v

T @ 03 (min)

Slika 2.6.1.1. Kvalitativha HPLC analiza

2.6.2. Kvantitativnha HPLC analiza

Visina pika izdvojene komponente direktno je proporcionalna koncentraciji (slika
2.6.2.1.). Kada se radi o simetricnom piku tada se najceS¢e koristi 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 i za standard i

za uzorak greska od 6% se poniStava, a dobijeni rezultati potpuno zadovoljavaju.

A
C

h/2

>

bazna linija

|

v

— f, —>
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Slika2.6.2.1. Kvantitativna HPLC analiza
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Treba voditi racuna da izra¢unate 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= 1(S), prikazan na Slici 2.6.2.1, 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 povr$ina za
dati pik, sa kalibracionog dijagrama procita se odgovarajuca vrednost apsorbancije A na
ordinati, a odatle se preko Beer-ovog zakona (A = abc) izracuna i tacna koncentracija
(Misovi¢, 1981).

2.7. Atomska emisiona spektrometrija — ICP spektrometrija

Metode analize teSkih metala u uzorcima namirnica i uzorcima iz zivotne sredine se
zasnivaju na razli¢itim spektrometrijskim analitickim tehnikama kao §to su: plamena atomska
apsorpciona spektrometrija (FAAS), elektrotermalna atomska apsorpciona spektrometrija
(ETAAS), atomska fluorescentna spektrometrija (AFS), atomska/opticka emisiona
spektometrija sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-AES ili ICP-OES) i induktivno
spregnuta plazma-masena spektrometrija (ICP-MS) (Peri¢-Grujic 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 ta da se zbog visoke temperature plazme metoda u
principu moze Kkoristi za odredivanje svih elemenata periodnog sistema, osim za argon.
Upotrebom hidridne tehnike mogu se odrediti niske koncentracije elemenata koji grade
hidride (arsen, bizmut, germanijum, selen, kalaj i telurijum). Medutim, u praksi se primenjuje
za odredivanje nekih elemenata koji zahtevaju posebne uslove (npr. radioaktivnih) ili
posebnu optiku (kao Sto su hlor, bor i1 fluor) ili se odreduju sa manjom osetljivos¢u 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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» mogucénost izvodenja viSelementne analize: moze da se odredi 20-60 elemenata u
probi za manje od dva minuta zavisno od tipa aparata, sa tacnos¢u koja je istog reda
veli¢ine ili ve¢a nego u drugim instrumentalnim metodama;

» Siroka dinamicka oblast: kao posledica malog efekta samoapsorpcije u posmatranoj
zoni plazme, analiticka kriva je linearna u intervalu koncentracija od nekoliko redova
veli¢ine, tako da podjednako mogu da se odreduju i mikro i makro elementi;

» analiza uzoraka u obliku rastvora: prevodenje analita u rastvor, uz eventualno
prethodno topljenje, razaranje i slicno, znatno uproS¢ava analizu, posebno
heterogenog materijala i redukuje efekte matriksa;

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

a time 1 osetljivosti odredivanja.

Izgled plazme
Zbog visokih temperatura u ICP izvorima dobijaju se dosta slozeni spektri koji se
potom analiziraju pomocu spektrometra (Montaser i Golightly, 1988). Tipi¢na plazma ima

vrlo intenzivno, blistavo belo jezgro prekriveno repom slicnoplamenu (slika 2.7.1).

RF kalem

Gas za hladenje

Pomocni gas

Nebulajzer
gas

Slika 2.7.1. Plazmenik
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U plazmi mogu da se razlikuju tri oblasti razli¢itih spektralnih osobina (slika 2.7.2.):
visoko temperatursko jezgro u ¢ijem centralnom delu (kanalu plazme) uzorak podleze
efikasnom isparavanju i atomizaciji; analiticka zona koja se nalazi 15-20 mm iznad
indukcionog kalema, u kojoj se pobuduje vecina elemenata i, niskotemperaturni deo — rep

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

T (K) h

6000
6200
6500

8000

10000

Slika 2.7.2. Tempraturne zone u plazmi

Uvodenje analita u plazmu

ICP-spektrometrija se uspesno koristi za analizu razli¢itih 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

precniku kapilare.

Tacnost i osetljivost metode

Tacnost metode je istog reda veli¢ine kao i RSD i krece se od 1-10% u zavisnosti od
koncentracije odredivanog elementa. U tabeli 2.7.1. su date granice detekcije za veéi broj
elemenata (ICP spektrometrija) u vodenim rastvorima postignute primenom pneumatskih
rasprsivaca, kao i za neke druge apsorpcione i emisione tehnike. U praksi, sa komercijalnim

aparatima namenjenim analitiCkim potrebama, LD (limit detekcije) mogu da budu vece za
76



Jovana Krstic Doktorska disertacija

faktor 10 i vise, posto zavise u velikoj meri od kvaliteta (mo¢i razlaganja i svetlosne jacine)
spektrometra i tipa rasprsivaca.
Tabela 2.7.1. Granice detekcije (LD, ng/cm®) za neke elemente postignute metodama

atomske spektrometrije”

Element FAAS ETAAS FAES AES/OES (ICP) FAFS
Al 30 0,005 5 2 5
As 100 0,002 0,0005 40 100
Ca 1 0,002 0,1 0,02 0,001
Cd 1 0,0001 800 2 0,01
Cr 3 0,01 4 0,3 4
Cu 2 0,002 10 0,1 1
Fe 5 0,005 30 0,3 8
Hg 500 0,1 0,0004 1 20
Mg 0,1 0,0002 5 0,05 1
Mn 2 0,002 5 0,06 2
Mo 30 0,005 100 0,2 60
Na 2 0,0002 0,1 0,2 -
Ni 5 0,02 20 0,4 3
Pb 10 0,002 100 2 10
Sn 20 0,1 300 30 50
\ 20 0,1 10 0,2 70
Zn 2 0,00005 0,0005 2 0,02

"FAAS - plamena atomska apsorpciona spektrometrija; ETAAS - elektrotermalna atomska apsorpciona
spektrometrija; FAES - plamena atomska emisiona spektrometrija; FAFS - plamena atomska
fluorescentna spektrometrija; AES/OES — atomska/opticka emisiona spektrometrija; ICP - induktivno

spregnuta plazma.

Ako se uporede LD navedene u tabeli 2.7.1., lako se uocava da je ICP spektrometrija
superiornija u detekciji elemenata sa ve¢om energijom pobudivanja, dok su LD-ovi za
alkalne metale znatno nizi u plamenoj spektrometriji.

Najmanja koncentracija koja se moze odrediti LQ (limit kvantifikacije) nekom
analiticCkom metodom je 5-10 puta manja od LD. Limit detekcije moze biti i do 10 puta veci

od onog koju su propisali proizvodaci u zavisnosti od uslova rada u laboratoriji.
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Postoji mnogo razloga za to, kao $to su starost i tehni¢ko stanje aparata, intenzitet
lampi u slucaju AAS, efekat matriksa itd. Tipi¢ne granice detekcije koje se mogu ocekivati
primenom nekih analitickih metoda date su na slici 2.7.3. Vece granice detekcije su dobijene
u slozenim matriksima. Povecanjem kompleksnosti matriksa dolazi do smanjenja preciznosti
u svim koracima (priprema uzorka, rasprSivanje i na kraju detekcija). Manja preciznost
dovodi do manje osetljivosti i vece vrednosti LQ. U mnogim sli¢ajevima kada su

koncentracije daleko iznad LQ, osetljivost nije primarni Kriterijum.

| FAAS
[ | ETAAS
[ | ICP-OES
I | ICP-MS
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
—— ug/L
B
| XRF
[ ] INAA
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Limit detekcije (mg/kg)

Slika 2.7.3. Limit detekcije nekih analitickih metoda
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2.7.1. Smetnje u ICP spektrometriji

Emisija analita u plazmi manje je podlozna smetnjama nego u bilo kom drugom
izvoru pobudivanja. Nespecificne smetnje prouzrokovane su problemima rasprsivanja koji
dovode do promene koli¢ine rasprSivanjem unetog rastvora u plazmu, a time i do promene
intenziteta analitickih linija. Zbog visoke temperature plazme, duzeg vremena boravka ¢estica
u plazmi, hemijskih interferencija u ICP spektrometriji prakticno nema. Na primer, poznata
smetnja fosfatnog jona i aluminijuma pri odredivanju kalcijuma u plamenu, u ICP
spektrometriji se ne zapaza. Zbog visoke koncentracije elektrona u plazmi, jonizacione
smetnje su takode manje izrazene nego u drugim izvorima, posebno u plamenovima.
Medutim, ni ove, ni hemijske smetnje ne mogu da se ignorisu u svim sluc¢ajevima, posebno u
plazmama nize snage tako da, kada se efekti utvrde, treba teziti njihovoj redukciji.
Najznacajnije smetnje u ICP-spektrometriji su spektralne smetnje, kao posledica pojave
spektara bogatih linijama u UV i Vis oblasti, koje se ne javljaju u drugim izvorima
pobudivanja.

Ove smetnje su prouzrokovane preklapanjem linije analita sa linijom prisutnog
elementa bliske talasne duzine; preklapanjem sa krilom prosirene susedne linije ili
preklapanjem sa kontinualnim zrac¢enjem neke osnovne komponente ili rasutim zracenjem u
aparatu. Ovaj tip smetnji u tesnoj je vezi sa karakteristikama koris¢enog spektrometra

(disperzijom i mo¢i razlaganja).

2.7.2. Nacini pripreme uzoraka

Odredivanju sadrzaja makro i mikroelemenata u uzorcima prethodi mineralizacija
uzorka. Dve tehnike koje se najduze 1 jo§ uvek najceS¢e primenjuju, baziraju se na suvom
spaljivanju na definisanoj temperaturi i vlaznoj digestiji sa oksidansima u otvorenim i
zatvorenim sistemima (Lamble i Hill, 1995; Fernandez-Cacers i sar.; 2001;

http://www.cecra.dh.pmf.uns.ac.rs/pdf/drugiseminar/priprema_Maletic.pdf).
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Suva mineralizacija

Suva mineralizacija se primenjuje za uzorke koji sadrze veliku koliCinu organske
materije 1 analiziraju se na nevolatilne elemente. Najces¢e su to uzorci hrane (nutritivni
elementi u hrani), biljni materijali, bioloski materijali, itd. Metoda podrazumeva spaljivanje
uzoraka na temperaturama od 450-500 °C 16 sati, u porculanskim ili platinskim posudama
(lonci¢ima). Zatim, sledi rastvaranje dobijenog pepela koncentrovanom azotnom kiselinom,
filtriranje kroz kvantitativni filter parir u normalnim sudovima i dopunjavanje istih do crte
razblazenim rastvorom azotne kiseline. Prednosti suve mineralizacije jesu: mogucénost
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

Mokra mineralizacija sluZi za prevodenje komponenata iz kompleksnog matriksa u
jednostavne hemijske forme. Uzorci se tretiraju azotnom kiselinom i vodonik peroksidom.
Potom, sledi filtracija kroz mikrofilter i dopunjavanje normalnog suda do odredene
zapremine. To je relativno brza i jeftina tehnika (primenjuje se oprema koja se koristi u
rutinskoj analizi), a njeni nedostaci su: niske temperature mineralizacije (temperature
klju¢anja kiseline ili primenjene smese), rizik od kontaminacije iz laboratorijskog vazduha,

potrebna veca koli¢ina reagenasa, veliki gubici elemenata u tragovima.

Mineralizacija u mikrotalasnoj pecénici

Mineralizacija u mikrotalasnoj pecnici je savremeni postupak mineralizacije uzoraka i
mnogo efikasniji 1 brzi od konvencionalnog zagrevanja, jer zagrevanje se vrsi unutar uzorka,
primenom mikrotalasne energije. Moguc¢a je automatizacija postupka. Potrebna je manja

koli¢ina uzoraka i manje vreme pripreme u odnosu na ostale tehnike.
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2.8. Voltametrija

Voltametrijske metode se zasnivaju na promeni potencijala stacionarne radne
elektrode sa vremenom i merenju odgovarajue struje koja se javlja kao posledica
redukciono-oksidacionih procesa, a ispitivana vrsta na elektrodu dospeva procesom difuzije.

Dobijeni voltamogram predstavlja ,elektrohemijski spektar, koji pokazuje
potencijale na kojima se deSavaju oksidacioni ili redukcioni procesi; uce$¢e homogenih

reakcija u ukupnom elektrohemijskom procesu i adsorpciju elektroaktivnih vrsta.

2.8.1. Ciklicna voltametrija

Snimanje cikli¢nih voltamograma se zasniva na reversnoj promeni potencijala od
vrednosti E; do vrednosti E; i ponovo do vrednosti E; odgovaraju¢om brzinom skeniranja
(slika2.8.1.1.).

5

Potencijal

o

Vreme

Slika 2.8.1.1. Promena potencijala sa vremenom kod ciklicne voltametrije

U nekom rasponu potencijala od katodne do anodne granice najpre se registruje neka
konstantna struja, ¢esto zanemarljivo mala. Kada se postigne izvesna vrednost E, dovoljna da
se aktivira neki elektrodni porces, da faradejsku struju merljive jacine, struja pocinje naglo da
se povecava. Tada se ostvaruju uslovi za elektrohemijsku polarizaciju. U nekom trenutku

povecanje struje se ublazava, dobija se strujni maksimum, posle koga struja naglo ili manje
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naglo opada na pocetnu vrednost. Ovo moze viSe puta da se ponavlja, kad god potencijal
dostigne vrednost za iniciranje nekog elektrodnog procesa (Miti¢, 2008).
Elektrodni potencijal u odredenom trenutku ima vrednost:

E, =E, +vt

()

Nakon postizanja konacne vrednosti elektrodnog potencijala koja se za primer
oksidacije obi¢no postavlja na vrednost nesto manju od potencijala oksidacije rastvaraca ili
osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal se vraca na pocetnu vrednost, a elektrodni
potencijal u odredenom trenutku ima vrednost:

En=E —vt

Brzina promene potencijala v, odnosno brzina polarizacije ili brzina skeniranja, kao i
kod linearne voltametrije, zahteva upotrebu mikroelektroda i posebnih instrumenata, kao i

Faradejevih kaveza. Cikli¢ni voltamogram za reverzibilni proces dat je na slici 2.8.1.2.

—— e e e e e e e e

m\

————— e DN

Slika 2.8.1.2. Ciklicni voltamogram reverzibilnog procesa

Uobicajeno je da redukcionom procesu odgovara pozitivna struja, a oksidacionom
negativna. Sa slike 2.8.1.2. moze se videti da je u prvom ciklusu koli¢ina naelektrisanja
povezana sa anodnim procesom manja u odnosu na redukcioni proces. Uzrok ovome je sto
tokom redukcionog procesa, elektroaktivna vrsta difunduje ka unutrasnjosti rastvora usled

postojanja koncentracionog gradijenta. Na taj nacin, izvesna koli¢ina elektroaktivne vrste se
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ne moze oksidovati tokom ograni¢enog trajanja eksperimenta, a otud i nejednakost
naelektrisanja pri katodnom i anodnom procesu (Miti¢, 2008).
Eksperimentalni parametri koji karakteriSu cikli¢ne voltametrijske krive su: struja

pika (Ip), potencijal pika (Ep) i polusirina pika (Ep — Epr).

Reverzibilni (Nernstovski) sistemi

Ovo su sistemi kada se na pocCetku u rastvoru nalazi samo vrsta na viSem
oksidacionom stanju, a reakcija je tako brza u oba smera da se na elektrodi sve vreme
odrzava ravnotezni potencijal, tako da struju odreduje brzina dolaska reaktanata iz dubine
rastvora i odlaska produkata reakcije (difuziona ograni¢enja). Razmatranjem jednostavne
reverzibilnu reakciju redukcije oksidovane vrste A u redukovanu vrstu B, koja se moze

predstaviti jednacinom:

A+ne” <B
Polazi se od drugog Fikovog zakona difuzije za oksidovani i redukovani oblik
elektroaktivne vrste. Krajnje reSenje diferencijalnih jednadina daje izraz za krivu struja-

potencijal:

Il =k-n

p
gde je I, struja pika izrazena u amperima, A povrSina pika izrazena u cm?, D difuzioni
koeficijent (cm?%s), v brzina promene potencijala izrazena u V/s i ¢ koncentracija
oksidovanog oblika izrazena u mol/l. Struja pika je proporcionalna koncentraciji ispitivane
vrste, a zavisi od svih parametara u izrazu (Bard i sar., 2000).

Povecanjem brzine polarizacije povecava se i struja pika. Od interesa za odredivanje
su dva merna parametra: intenzitet struje, tj. odnos intenziteta pikova struje lp/lyc i razlika
potencijala pikova Epa-Epc.

Odnos Ilya/lyc za reverzibilni iznosi 1 i nezavistan je od brzine polarizacije i
koeficijenta difuzije, a sama struja pika se povecava sa poveCanjem brzine polarizacije.
Intenzitet struje povratnog pika (l,a) ne meri se u odnosu na osu potencijala, ve¢ u odnosu na
Smanjenu katodnu struju. Razlog tome je Sto redukovana vrsta, koja nastaje u toku
redukcionog procesa, difunduje ka unutrasnjosti rastvora usled postojanja koncentracionog
gradijenta, pa se izvesna koli¢ina ne moZze oksidovati u povratnom procesu. Ako se promena

potencijala zaustavi u trenutku obrtanja polarizacije i dozvoli da struja padne, dobijena
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anodna kriva ima identi¢an oblik kao katodna kriva, samo se nalazi na drugoj 0si potencijala i
tada se intenzitet pika racuna u odnosu na osu potencijala. Ovo se deSava zbog toga Sto sa
opadanjem struje u difuzionom sloju dolazi do potpunog smanjenja koncentracije oksidovane
vrste 1 povecanja koncentracije redukovane vrste do koncentracije koja je priblizna vrednosti
pocetne koncentracije oksidovane vrste pre pocetka snimanja, tako da je anodno snimanje
prakticno isto kao da se snima u rastvoru u kome je prisutna samo redukovana vrsta. Ukoliko
osnovna linija za merenje I, ne moze da se odredi, odnos Ip/lpc moze da se izraCuna iz
neta¢nog anodnog pika (Ipa)o dobijenog u odnosu na E-osu i struje na potencijalu promene
polarizacije (lsp)o (slika 2.8.2.2.)

Kao 1 kod svih elektrohemijskih metoda, tanost odredivanja je ograni¢ena
kapacitivnom strujom (Bard i sar., 2000). Kapacitivna struja poti¢e od pada napona zbog
otpora osnovnog elektrolita i pada napona zbog kapacitivnog otpora dvojnog elektricnog
sloja i najbolje se meri u odsustvu elektroaktivnih vrsta. Ako se u sistemu nalazi redoks par,
faradejska struja se sabira sa kapacitivnom. Nepovoljna osobina kapacitivne struje je ta $to je
direktno proporcionalna brzini polarizacije za razliku od faradejske struje koja je
proporcionalna korenu brzine polarizacije. Stoga, pri velikim brzinama polarizacije i malim
koncentracijama oksidovane vrste dolazi do izobliCavanja talasa. Ovaj efekat Cesto postavlja
ograni¢enja za maksimalnu brzinu polarizacije 1 minimalnu koncentraciju. Zbog nepouzdane
korekcije kapacitivne struje, merenje intenziteta pika ima malu tacnost tako da cikli¢cna
voltametrija nije idealna metoda za kvantitativno odredivanje.

Potencijal katodnog pika E,c se moze predstaviti izrazom:

c, g, LORT

pc 1
> nk

E, = E% —% (na 25 °C)
gde je Ey, polutalasni potencijal polarografskog talasa istog elektronemijskog procesa.
Odredivanje Ep iz eksperimentalne krive je neprecizno, jer je pormena struje u blizini
vrha pika minimalna, pa se Cesto kao referentna tacka uzima potencijal koji odgovara
polovini visine pika Epp. Epp je definisan kao potencijal na kojem struja postize polovinu
svoje maksimalne vrednosti, a koji je jednak:
E —E, + 1,09RT

p
2 2 NF
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2 2

E, =E, +% (na 25 °C)

Polusirina pika:

E,-E, = 2,20RT
5 nF

e —g, 565
5 hmV

Izrazi za karakteristi¢ne potencijale anodnih pikova su analogni navedenim izrazima
za katodne pikove osim $to se uzimaju suprotni predznaci drugih sabiraka u jednac¢inama.

Osnovni kriterijumi reverzibilnosti elektrodnog procesa su:

» razlika potencijala katodnog i anodnog pika je konstantna na t=25 °C bliska 59
mV/n ,

» prilikom uzastopnih snimanja uspostavlja se stacionarno stanje pri kome je
razlika potencijala 58 mV/n,

> apsolutna vrednost razlike E, i Ep, je jednaka 56,5 mV/n

» struje katodnog i anodnog pika su posle izvesnog broja uzastopnih snimanja
(viSestrukih ciklusa) jednake,

> struja pika je proporcionalna v'/2,

A\

potencijal pika je nezavistan od brzine promene potencijala i

> pri potencijalima iza Ep, kvadratni koren reciprocne vrednosti struje je srazmeran

vremenu.

Ciklicna voltametrija je veoma dobra metoda za proucavanje Kkinetike
elektrohemijskih procesa. Prethodno opisane karakteristike cikli¢nih voltamograma odnose se
na elektrohemijske reakcije ograni¢ene samo difuzijom (tzv. reverziblini), dok cikli¢ni
voltamogram za ireverzibilni (potpuno ograni¢en kinetikom prenosa naelektrisanja) i

kvazireverzibilni (delimi¢no ograni¢en) imaju nesto drugaciji izgled.

Ireverzibilni sistemi

Kada je brzina prenosa elektrona nedovoljna da omoguci ravnotezno stanje i oblik
cikli¢nih voltamograma se menja. Pri tom oblik voltamograma zavisi od brzine polarizacije.
Pri nizim vrednostima brzine polarizacije, prenos elektrona je brzi od transporta mase

elektroaktivne vrste, §to se manifestuje dobijanjem ciklicnog voltamograma za reverzibilni
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proces. Medutim, sa porastom brzine polarizacije raste i brzina transporta mase, tako da ove

dve veli¢ine postaju uporedive i dolazi do remecenja ravnoteze na povrSini elektrode.

katodnog i anodnog pika sa povecanjem brzine polarizacije.

i, MLA -3 v=0,01V/s
_2 —-
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Slika 2.8.1.3 Ciklicni voltamogrami ireverzibilnog procesa za razlicite brzine promene

potencijala

Struja pika ireverzibilnog procesa na 25 °C data je izrazom:

1 1

1
.a2-A-D?%2.v2.c

N

Il =k-n

p
Pokazalo se da potencijal pika zavisi od brzine promene potencijala. Ta zavisnost nije
velika s obzirom da pri promeni brzine promene potencijala za deset puta dolazi do promene
potencijala pika od svega 30 mV.
Moguce je da se isti elektrodni proces pri nizim brzinama potencijala ponasa kao
reverzibilni, a da pri ve¢im brzinama postaje ireverzibilni. Izmedu ta dva slucaja postoji
oblast u kojoj se elektrohemijski proces odvija kao kvazireverzibilni. Kvazireverzibilni

procesi se javljaju kada postoji ograni¢enje u brzini prenosa naelektrisanja.
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Ovaj prelaz od reverzibilnog preko kvazireverzibilnog do potpuno ireverzibilnog se

moze zapaziti sa dijagrama koji daje zavisnost I, od V2 (slika 2.8.2.4.).

reverzibilan P
/
v
oA
74
7/
// Z 7
/ P 4
Z ,
7 ®
7
*
7 7 . . .
, ireverzibilan

>
B

V]/Z

Slika 2.8.1.4. Dijagram zavisnosti struje pika od kvadratnog korena brzine promene

potencijala

Najsigurnija identifikacija ireverzibilnosti nekog elektrohemijskog procesa je
odsustvo reverzibilnog pika na cikliénom voltamogramu (Miti¢, 2008).

Medutim, u nekim slu€ajevima pik se moZe izgubiti kao posledica neke naknadne i
vrlo brze hemijske reakcije, te ne treba odmah i bez drugih provera odsustvo pika pripisati
ireverzibilnosti elektrohemijskog procesa. Danas, na osnovu Matsudinih parametara postoje
opste prihvaceni uslovi koje moraju da ispunjavaju vrednosti standardne konstante brzine
prenosa elektrona k° (izrazene u cm/s) i brzine promene potencijala v, da bi se elektrodni

proces svrstao u jednu od grupa reverzibilnosti:

Za reverzibilne procese k- >0,3-v?2
1 1
Za kvazireverzibilne 2.-0°.v2<k®<0,3-v?2
1
Za ireverzibilne k® <2.107°.v2
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Kod elektrohemijskih ireverzibilnih procesa, povratna reakcija je toliko spora da se
moze zanemariti. U ovom slucaju sa opadanjem konstante brzine elektrodne reakcije dolazi
do pomeranja pika struje, ali je jaCina struje kao 1 kod reverzibilnih procesa proporcionalna

kvadratnom korenu brzine polarizacije.

2.9. Multivarijantna statisticka analiza

Multivarijantna statisti¢ka analiza je prisutna u nauci gotovo jedan vek. Ova tehnika
moze da analizira medusobne odnose izmedu viSe varijabli (vise od dve), i to simultano
prema odgovarajuéem modelu na kojem se bazira ta tehnika. Vecéina metoda ove
tehnike identifikuju Sablone (obrasce) podudarnosti ili odnosa izmedu mnogo varijabli,
ocenjuju relativnu vaznost svake varijable 1 predvidaju ili objasnjavaju moguce ishode. Sve
multivarijantne statisticke metode mogu da se podele u dve grupe:

» metode koje analiziraju zavisnost i

» metode koje analiziraju meduzavisnost.

Kod metoda koje analiziraju zavisnost cilj je da se jedna zavisna varijabla objasni i
predvide njene varijacije na osnovu ostalih, nezavisnih varijabli. Kod metoda koji analiziraju
meduzavisnost, sve pojave u modelu se posmatraju na isti nacin, a cilj je da se utvrdi obrazac
ponasanja varijabli, odnosno koje varijable su medusobno sli¢ne, a koje ne.

Na osnovu podele metoda multivarijantne analize na metode zavisnosti i
meduzavisnosti, konkretni metodi mogu da se klasifikuju u svaku od navedenih grupa
(Kovacic¢, 1994).

Metodi zavisnosti

1. Multivarijantna regresija. Ovo je najpoznatiji metod multivarijantne analize. U
njegovom nazivu se koristi izraz multivarijantna da bi se na taj nacin razlikovala
dva slucaja. Prvi, koji se bavi analizom zavisnosti jedne promenjljive (zavisna
promenljiva) od skupa drugih promenljivih (nezavisne promenljive). Ovaj metod
analize poznatiji je pod nazivom metod viSestruke regresije. Drugi slucaj je kad
skup zavisnih promenljivih sadrzi viSe od jednog ¢lana. Za ovaj slucaj se kaze da

predstavlja opstiji model multivarijantne regrsije. Kod oba modela zadatak je
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ocenjivanje ili predvidanje srednje vrednosti zavisne, odnosno srednjih vrednosti
zavisnih promenljivih na bazi poznatih vrednosti nezavisnih promenljivih.

2. Kanonicka korelaciona analiza. Ova analiza se moZe smatrati uopStenjem
viSestruke regresione analize. Naime, njome Se uspostavlja linearnu zavisnost
izmedu skupa nezavisnih i1 skupa zavisnih promenljivih. Kod izracunavanja
kanonicke korelacije formiraju se dve linearne kombinacije, jednu za skup
nezavisnih, a drugu za skup zavisnih promenljivih. Koeficijent ovih linearnih
kombinacija odreduje se tako da koeficijent korelacije izmedu njih bude
maksimala.

3. Diskriminaciona analiza. Bavi se problemom razdvajanja grupa i alokacijom
opservacija u ranije definisane grupe. Primena diskriminacione analize
omogucava indentifikaciju promenljive koja je najvise doprinela razdvajanju
grupa kao i predvidanje verovatno¢e da ¢e objekat pripasti jednoj od grupa na
osnovu vrednosti skupa nezavisnih promenljivih.

4. Multivarijantna analiza varijanse (MANOVA). Multivarijantna analiza varijanse
je odgovarajuc¢i metod analize kada je cilj ispitivanje uticaja razli¢itih nivoa jedne
ili viSe eksperimentalnih promenljivih na dve ili viSe zavisnih promenljivih. U
tom smislu ona predstavlja uopstenje jednodimenzione analize varijanse
(ANOVA). Od posebne je koristi u situaciji kada je moguce sprovesti kontrolisani
eksperiment (manipuliSu¢i sa nekoliko tretmana). Osnovni cilj je testiranje
hipoteze koja se tice varijanse efekta grupe dve ili vise zavisnih promenljivih.

5. Logit analiza. Kada je u regresionom modelu zavisna promenljiva dihromatnog
tipa, tada se takav model naziva regresioni model sa kvalitativnom zavisnom
promenljivom. Kod njih zavisna promenljiva, tzv. logit funkcija logaritam
koli¢nika verovatnoce da ¢e dihromatna zavisna promenljiva uzeti jednu ili drugu

vrednost. Model ovog tipa se naziva i modeli logisticke regresione analize.
Metodi medusobne zavisnosti

1. Analiza glavnih komponenti. Analiza glavnih komponenti je metod za redukciju

veceg broja promenljivih koje se razmatraju, na manji broj novih promenljivih
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(nazivaju se glavne komponente). Najces¢e manjim brojem glavnih komponenata
se razmatraju pretezano deo varijanse originalnih promenljivih, §to omogucava
lakSe razumevanje informacije sadrzane u podacima. Osnovni zadatak jeste
konstruisanje  linearne  kombinacije  originalnih  promenljivih  (glavnih
komponenata) uz uslov da obuhvate S§to je moguée veci iznos varijanse
originalnog skupa promenljivih.

Sukcesivne glavne komponente izdvajaju se uz ograni¢enje da su medusobno
nekorelisane i da obuhvataju u maksimalnom iznosu preostali deo ukupne
varijanse koji nije obuhvacen prethodno izdvojenim komponentama.

2. Faktorska analiza. Sli¢na je metodu glavnih komponenti po tome $to se koristi za
opis varijacija izmedu promenljivih na osnovu manjeg broja promenljivih
(nazivaju se faktori). Medutim, za razliku od nje, pretpostavlja postojanje
odgovarajuceg statistickog modela kojim originalnu promenljivu iskazuje kao
linearnu kombinaciju faktora plus greSka modela, odnosno veli¢ina koja odrazava
stepen nezavisnosti posmatrane promenljive od svih ostalih. Na taj nain se
celokupna kovarijansa ili korelacija objasnjava zajedni¢kim faktorima, a
neobjasnjeni deo se pridruzuje gresci (naziva se specifi¢an faktor). Dakle, kod
faktorske analize, za razliku od glavnih komponenata gde je cilj objasnjenje
varijanse, cilj je usmeren ka objas$njenju kovarijanse, odnosno onog dela ukupne
varijanse koji promenljiva deli sa ostalim promenljivim iz posmatranog skupa
promenljivih.

3. Analiza grupisanja. Analiza grupisanja je metod za redukciju podataka. Za
razliku od prethodna dva metoda koji su orijentisane ka kolonama (promenljivih),
on je orijentisan ka redovima (objektima) matrice podataka. Ovom analizom
kombinuju se objekti u grupi relativno homogenih objekata. Zadatak u mnogim
istrazivanjima upravo je identifikovanje manjeg broja grupa, tako da su elementi
koji pripadaju nekoj grupi u izvesnom smislu sli¢niji jedan drugom, nego $to su to
elementi koji pripadaju drugim grupama.

4. Visedimenziono proporcionalno prikazivanje. Pripada klasi metoda koja je
orijentisana ka objektima, a koristi meru sli¢nosti, odnosno razlike izmedu njih u
cilju njihovog prostornog prikazivanja. lzvedena prostorna prezentacija sadrzi

geometrijski raspored tacaka na mapi, gde se svaka tacka odnosi na jedan od
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objekata. Ukoliko se za ovo proporcionalno prikazivanje koristi mera bliskosti
dobijena na osnovu merljivih (kvantitativnih) promenljivih nazivu metode dodaje
se pridev kvantitativno, a ako se za racunanje mere sli¢nosti koriste kvalitativne
promenljive, tada se nazivu metode dodaje pridev kvalitativno.

Linearni modeli. Ovi modeli omogucavaju ispitivanje medusobne zavisnosti
kvalitativnih promenljivih koje formiraju viSedimenzionu tabelu kontigenacije.
Ukoliko se jedna promenljiva u tabeli kontigenacije moze smatrati zavisnom, tada
se na osnovu ocenjenih loglinearnih modela moze izvesti, ranije spomenuti logit
modeli. Medutim, kod tabela kontingenacije logit funkcija se izrazava preko
¢elijskih frekvencija, za razliku od modela logisticke regresije gde logit funkciju

iskazuje preko skupa nezavisnih promenljivih koje mogu biti kvantitativne ili

kvalitativne.

Tabachnick i Fidell (1989) su dali podelu multivarijatnih metoda koja se zasniva na

zadanim ciljevima istrazivanja (tabela 2.9.1.).

Tabela 2.9.1. Metodi multivarijatne analize (Tabachnick i Fidell, 1989) i autori koji su dali

najveci doprinos njihovoj razradi i primeni (Cooley i Lohnes, 1971)

Cilj

Metodi

Nivo povezanosti

visestruka korelacija i regresija (Pearson, 1901; Fisher, 1928; Cattell,
1949)
kanonicka korelacija (Hotelling, 1936)

visestruka analiza frekvencija (diskretne varijacije)

Znacajnost razlika

izmedu grupa

faktorska ANOVA (Fisher i Mackenzie, 1923)

faktorska ANCOVA (Cochran, 1957)

faktorska MANOVA (Wilks, 1932)

faktorska MANCOVA

jednosmerna MANOVA ili Hotelling’s T2 (Hotelling, 1936)
profilna analiza - PA (Cronbach, 1953)

Predvidanje

pripadnosti grupa

jednosmerna diskriminantna analiza — DA (Fisher, 1936)

faktorska diskriminantna funkcijska analiza — DFA
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Struktura veze: analiza glavnih komponenata — PCA (Hotelling, 1933)

- empirijska faktorska analiza — FA (Harman, 1960; Cattell, 1965)
- teoretska

2.9.1. Metod glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA)

Analiza glavnih komponenata je prvi i klasi¢ni metod kojim se pokusava redukovati
dimenzionalnost tako da se stvore latentne promenljive koje su medusobno nezavisne (nisu
medusobno u korelaciji) a onda se zadrzavaju samo one koje su “dovoljno informativne”.
Razvio ju je Hotelling, 1933. godine.

Da bi se redukovao broj promenljivih, odnosno dimenzija prostora, potrebno je
pronaci kriterijum za odbacivanje “malo informativnih” novih promenljivih, odnosno pronaci
kriterijum za zadrZzavanje onih promenljivih koje nose najveéi deo informacija sadrzanih u
polaznom sastavu promenljivih. Postoji niz kriterijuma, a neki od njih su:

» Kaiserov kriterijum (Kaiser, 1960) prema kojem se uzimaju samo one glavne
komponente kojima odgovaraju svojstvene vrednosti vece od 1;

» uzimaju se samo one glavne komponente kojima odgovaraju svojstvene vrednosti
vece od proseka svih svojstvenih vrednosti;

» uzimaju se samo one glavne komponente koje nose odnosno zadrzavaju svaki
posebno, unapred zadani deo informacija;

» uzimaju se samo one glavne komponente koje nose odnosno zadrzavaju (ukupno
kao sastav) unapred zadani deo informacija;

» broj komponenata se odreduje proizvoljno.

Nema pravila koja bi diktirala izbor jednog od navedenih kriterijuma. Jedino ¢ime se
treba rukovoditi jeste cilj da broj zadrzanih promenljivih ne bude prevelik i da gubitak
informacija iz polaznog sastava bude §to manji.

U interpretaciji novodobijenih varijabli koristi se matrica strukture ¢iji su elementi

linearne korelacije originalnih promenljivih i novodobijenih promenljivih ili faktora.
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2.9.2. Faktorska analiza

Faktorska analiza je metodoloski temelj istrazivanja u razli¢itim podruc¢jima mnogih
drustvenih nauka, a primjenjuje se i u istrazivanjima na podrucju prirodnih nauka.

Faktorska analiza je generi¢ko ime dato klasi multivarijantni statisticki metodi - ¢ija je
primarna svrha definisanje osnovne strukture u matrici podataka. UopSteno govoreci, ona se
bavi problemom analiziranja strukture meduodnosa (korelacija) medu velikim brojem
varijabli, putem definisanja seta zajednickih osnovnih dimenzija, poznatih kao faktori.

Kod faktorske analize, istraziva¢ moze prvo da identifikuje odvojene dimenzije
strukture, 1 onda determiniSe obim u kom je svaka varijabla objasnjena pomocu svake
dimenzije. Kada se determiniSu ove dimenzije i objas$njenje svake varijable, mogu se ostvariti
dve primarne upotrebe faktorske analize — sumiranje i redukcija podataka. U sumarizaciji
podataka, faktorska analiza izvodi osnovne dimenzije, koje kada se interpretiraju i shvate,
opisuju podatke u mnogo manjem broju koncepata nego originalne individualne varijable.
Redukcija podataka se moze ostvariti izraCunavanjem skorova za svaku osnovnu dimenziju i

njihovom zamenom umesto originalnih varijabli.

Ciljevi faktorske analize

PolaziSte u faktorskoj analizi, kao 1 kod drugih statistickih tehnika, je problem
istrazivanja. Opsta svrha faktorsko analitickih tehnika je da se pronade nacin da se saZmu
informacije sadrZane u velikom broju originalnih varijabli, u manji set novih, kompozitnih
dimenzija ili varijanti (faktora), uz minimalni gubitak informacija tj. da se traze i definisu
fundamentalne dimenzije za koje se pretpostavlja da su u osnovi originalnih varijabli.
Konkretnije, tehnike faktorske analize mogu ostvariti jedan od dva cilja:

» identifikovanje strukture kroz sumiranje podataka ili

» redukcija podataka.

Selekcija varijabli

Redukcija podataka i sumiranje se mogu izvrsiti ili sa prethodno postojecim setovima
varijabli, ili sa varijablama koje je stvorilo novo istrazivanje. Kada koristi postojeéi set
varijabli, istrazivac treba ipak da razmotri konceptualne varijable i koristi ocenu adekvatnosti

varijabli za faktorsku analizu. Upotreba faktorske analize za redukciju podataka, postaje
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narocito kriti¢na kada se zahteva uporedivost tokom vremena, ili u visestrukim okruzenjima.
Kada se koristi novi istrazivacki pokusaj, faktorska analiza takode moze da determiniSe
strukturu i/ili stvori nove kompozitne skorove iz originalnih varijabli. Npr. jedan od prvih
koraka u konstruisanju sumirane skale je proceniti njenu dimenzionalnost i adekvatnost

odabranih varijabli, kroz faktorsku analizu.

Kriterijumi za broj faktora za ekstrakciju

Kako se odlucuje o broju faktora za ekstrakciju? Kada se faktoriSe veliki set varijabli,
ovaj metod prvo ekstrahuje kombinacije varijabli koje objasnjavaju najveci obim varijanse, i
onda produzava na kombinacije koje objasnjavaju sve manje i manje obime varijanse. U
odlucivanju kada zaustaviti faktorisanje (tj. koliko faktora ekstrahovati), istraziva¢ generalno
pocinje sa nekim unapred determinisanim Kriterijumom, kao §to je procenat varijanse ili
kriterijum latentnog korena, da bi se dobio specifican broj faktora za ekstrakciju. Nakon $to je
inicijalno reSenje izvedeno, istraziva¢ izracunava nekoliko dodatnih probnih reSenja — obi¢no
jedan manje faktor od inicijalnog broja, i dva ili tri faktora vise nego S$to je inicijalno
izvedeno. Onda, na bazi informacija dobijenih iz probnih analiza, ispituju se faktorske
matrice, a najbolja reprezentacija podataka se koristi kao pomo¢ u determinisanju broja
faktora za ekstrakciju. Po analogiji, odabir broja faktora koje treba interpretirati je nalik
fokusiranju mikroskopa. Previsoko ili prenisko podeSavanje, ¢e u€initi nejasnom strukturu
koja je oligledna kada je podeSavanje ispravno. Stoga, putem ispitivanja broja razliCitih
faktorskih struktura izvedenih iz nekoliko probnih resenja, istraziva¢ moze da ih poredi i
suprotstavlja, da bi doSao do najbolje reprezentacije podataka. Tacna kvantitativna osnova za
odlu¢ivanje o broju faktora za ekstrakciju, nije razvijena. Medutim, trenutno se koriste

slede¢i kriterijumi zaustavljanja, za broj faktora za ekstrakciju.

Kriterijum latentnog korena

Najcesce koriS¢ena tehnika je kriterijum latentnog korena. Ova tehnika je jednostavna
za primenu ili u komponentnoj analizi ili faktorskoj analizi u uzem smislu. Obrazlozenje za
kriterijum latentnog korena je da bilo koji individualni faktor treba da objasni varijansu bar
jedne varijable, ako ga treba zadrzati za interpretaciju. Svaka varijabla doprinosi vrednost 1
ukupnoj karakteristi¢noj vrednosti. Stoga, samo se faktori koji imaju latentne korene ili

karakteristicne vrednosti vece od 1, smatraju znacajnim; svi faktori sa latentnim korenima
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manjim od 1, se smatraju neznaCajnim i oni se izostavljaju. KoriS¢enje karakteristicne
vrednosti za utvrdjivanje prekida (grani¢ne vrednosti), je najpouzdanije kada je broj varijabli
izmedu 20 1 50. Ako je broj varijabli manji od 20, postoji tendencija da ovaj metod ekstrahuje
konzervativan broj faktora (premalo); dok, ako je ukljueno vise od 50 wvarijabli, nije

neuobicajeno da se ekstrahuje previse faktora.

A priori Kriterijum

A priori Kkriterijum je jednostavan, a ipak razuman Kriterijum pod izvesnim
okolnostima. Kada ga primenjuje, istraziva¢ ve¢ zna koliko faktora da ekstrahuje, pre
upotrebe faktorske analize. IstraZiva¢ jednostavno daje instrukcije kompjuteru da zaustavi
analizu kada se ekstrahuje Zeljeni broj faktora. Ovaj pristup je koristan kada se testira teorija,
ili hipoteza o broju faktora koje treba ekstrahovati. On takode moze biti opravdan u pokusaju
repliciranja rada drugog istrazivaca i ekstrahovanja istog broja faktora koji je prethodno

pronaden.

Kriterijum procenta varijanse

Kriterijum procenta varijanse je pristup baziran na ostvarenju kumulativnog procenta
ukupne varijanse, ekstrahovane uzastopnim faktorima. Svrha je osigurati prakti¢nu
znacajnost za izvedene faktore, putem obezbedenja da oni objasnjavaju bar obim varijanse.
Nije usvojen apsolutni prag za sve aplikacije. Medjutim, u prirodnim naukama, proceduru
faktorisanja obi¢no ne treba zaustavljati dok ekstrahovani faktori ne objasne bar 95%

varijanse, ili dok poslednji faktor ne objasni samo mali deo (manje od 5%).

Kriterijum skri (scree) testa

Kod faktorskog modela komponentne analize, kasniji ekstrahovani faktori sadrze i
zajednicku 1 jedinstvenu varijansu. lako svi faktori sadrze bar neku jedinstvenu varijansu,
srazmera jedinstvene varijanse je znatno visa u kasnijim nego u ranijim faktorima. Skri test se
koristi da identifikuje optimalni broj faktora koji se mogu ekstrahovati pre no §to obim
jedinstvene varijanse po¢ne da dominira strukturom zajednicke varijanse. Skri test se izvodi
ucrtavanjem latentnih korena, u odnosu na broj faktora po njihovom redosledu ekstrakcije, a
oblik rezultujuce krive se koristi za evaluaciju tacke prekida (grani¢ne vrednosti). Pocevsi sa

prvim faktorom (slika 2.9.2.1.), dijagram u poc¢etku ima strmi silazni nagib, a onda polako

95



Jovana Krstic Doktorska disertacija

postaje priblizno horizontalna linija. Za tacku u kojoj kriva prvo pocinje da se ispravlja, se
smatra da indicira maksimalan broj faktora za ekstrakciju. Prvih 10 faktora bi se
kvalifikovalo. Preko 10, bila bi uklju¢ena prevelika srazmera jedinstvene varijanse pa npr.
ovi faktori ne bi bili prihvatljivi.

Opaza se da u upotrebi kriterijuma latentnog korena, samo osam faktora bi bilo
razmotreno. Nasuprot tome, upotreba skri testa obezbeduje jo$ dva faktora. Kao opste
pravilo, skri test rezultira u tome da se za ukljucenje razmatra bar jedan, a ponekad i dva ili tri

viSe faktora, nego kod kriterijuma latentnog korena.

6

Karakteristicna vrednost
w
T

1 Kriterijum latentnog korena
Skri test kriterijum T _\,25\_
——————

| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | ]

0 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Redni broj faktora

Slika 2.9.2.1. Dijagram karakteristicne vrednosti za kriterijum skri testa (x-0sa — broj

faktora, y-osa — latentni koren (karakteristicna vrednost))

Heterogenost varijabli

Deljena varijansa medu varijablama je osnova i za komponentne faktorske modele 1
one sa zajednickim faktorom. Osnovna pretpostavka je da se deljena varijansa proteze preko
¢itavog uzorka. Ako je uzorak heterogen u pogledu bar jednog podskupa varijabli, onda ce
prvi faktori predstavljati one varijable koje su homogenije preko ¢itavog uzorka. Varijable
koje su bolji diskriminatori izmedu podgrupa uzorka, ¢e opteretiti kasnije faktore, mnogo
puta one koji nisu odabrani pomocu kriterijuma o kojima je gore diskutovano. Kada je cilj
identifikovati faktore koji vrSe diskriminaciju medu podgrupama uzorka, istraziva¢ treba da
ekstrahuje dodatne faktore preko onih indiciranih od strane metoda gore navedenih, i da ispita
sposobnost tih dodatnih faktora. Ako se oni pokazu kao manje korisni u diskriminaciji,

reSenje moze ponovo da se pregleda, a ovi kasniji faktori eliminiSu.
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Rezime kriterijuma za selekciju faktora

U praksi, ve€ina istrazivaca retko koristi samo jedan kriterijum u determinisanju
koliko faktora da ekstrahuje. Umesto toga, oni inicijalno koriste kriterijum kao $to je latentni
koren, kao smernicu za prvi pokusaj u interpretaciji. Nakon §to se faktori interpretiraju,
procenjuje se prakti¢nost faktora.

Jedno upozorenje pri selekciji finalnog seta faktora: postoje negativne posledice, ako
se odabere previSe ili premalo faktora da predstavljaju podatke. Ako se koristi premalo
faktora, onda nije otkrivena ispravna struktura i vazne dimenzije mogu biti izostavljene. Ako
se zadrzi previSe faktora, onda interpretacija postaje teza kada se rezultati rotiraju. Iako su

faktori nezavisni, moze se lako imati previse kao i premalo faktora.

2.9.3. Klaster analiza

Klaster analiza je naziv za grupu multivarijacionih tehnika ¢ija je primarna svrha
grupisanje objekata bazirano na karakteristikama koje poseduju. Termin klaster dolazi od
engl. re¢i cluster (skupina "istovrsnih stvari", grozd, skupiti u hrpu). Klaster analiza
klasifikuje objekte (ispitanike, proizvode ili druge objekte) tako da je svaki objekat veoma
slican drugima u klasteru uz poStovanje nekog unapred odredenog kriterijuma selekcije.
Nastale skupine objekata bi trebalo da pokazu visoki interni homogenitet (sli¢nost), unutar
klastera, i visoku eksternu (izmedu klastera) razli¢itost.

Postoji vec¢i broj metoda za kombinovanje objekata u klastere.

U nacelu se razlikuju hijerarhijske i nehijerahijske metode klasterizacije. Hijerarhijske
metode se dalje mogu podeliti na tzv. "aglomerativne", "gomilajuc¢e" i "divisive" odnosno
dele¢e. Prve polaze od pojedinih objekata koje povezuju u sve vece klastere, dok druge

polaze od svih objekata udruzenih u jedan klaster, pa ih zatim dele do pojedinih objekata.

2.9.3.1. Hijerarhijski postupak klasterovanja

Hijerarhijski postupci podrazumevaju izgradnju jedne hijerarhijske strukture nalik
drvetu. U osnovi postoje dve vrste hijerarhijskog grupisanja podataka — aglomerativni i

podele. U aglomerativnim postupcima, svaki objekat ili jedinica posmatranja pocinje kao
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sopstveni klaster. U narednim koracima, dva najbliza klastera (ili individue) se kombinuju u
novi klaster, smanjujuc¢i broj klastera za jedan u svakom narednom koraku. U nekim
slucajevima, tre¢ina jedinica posmatranja se prikljucuje u prva dva klastera. U drugom
slu¢aju, dve grupe individualnih jedinica koje su formirane u nekom ranijem koraku se mogu
udruziti u novi klaster. Na kraju, svi pojedinci su grupisani u jedan veliki klaster (grupu); iz
tog razloga, aglomerativne procedure se ponekad nazivaju i metodama izgradnje. Vazna
karakteristika hijerarhijskih procedura je da se raniji rezultati uvek svrstavaju medu kasnije
rezultate.

Kod "aglomerativnih™ metoda svaki objekt tretira se na prvom koraku kao zaseban
klaster. Zatim se udruZuju dva najbliZza objekta u prvi klaster. U tre¢em koraku ili se tom
klasteru dodaje neki pojedini objekt ili se dva pojedina objekta povezuju u drugi klaster. Pri
svakom sledec¢em koraku ili se pojedini objekti kombinuju u nove klastere ili se ve¢ postojeci
klasteri medusobno povezuju.

Jednom formirani klaster se, kod hijerahijskih metoda klasterovanja, vise ne moze
deliti, ve¢ se samo moze povezivati s drugim klasterima. Mogu se podeliti u 3 grupe: metode
povezivanja (linkage), metoda greske sume kvadrata ili metoda varijanse, i centroidne
metode. Sve metode se zasnivaju na matricama udaljenosti ili sli¢nosti medu objektima (k x
k). Metode se razlikuju prema nacinu na koji se procenjuje udaljenost izmedu Klastera u
sukcesivnim koracima.

Na formiranje klastera mogu uticati i postupci odredivanja udaljenosti / slicnosti
medu objektima. Dominantno se u istrazivanjima Koristi spomenut hijerarhijski
"aglomerativni” metod.

Neke karakteristike ovog metoda su:

» polazi se od matrice slicnosti medu objektima k X k,

» sukcesivno formiranje klastera moze se prikazati graficki dijagramom u obliku

stabla, koji se naziva dendrogram (gr¢. dendros - stablo),

» metod zahteva k-1 koraka u formiranju klastera, budu¢i da se na prvom koraku

svi pojedinacni objekti tretiraju kao zasebni klasteri. Konac¢no se dobija jedan
Klaster koji sadrzi sve objekte i

» relativno je lako razumljiva Sirem krugu potencijalnih korisnika.
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Prosto povezivanje (Single linkage, "*Nearest neighbour')

Postupak prostog povezivanja je zasnovan na minimalnoj udaljenosti. Koris¢enjem
ovog metoda, pronalaze se dva odvojena objekta putem najkrace udaljenosti i smeStaju se u
prvi klaster. Zatim se pronalazi slede¢a najkraca udaljenost, pa se trecina objekta pridruzuje i
sa prva dva formira klaster, ili se formiraju nova dva klastera. Proces se nastavlja sve dok se
svi objekti ne nadu u jednom klasteru. Ovaj proces se naziva jo$ i pristup najblizeg suseda.
Rastojanje izmedu bilo koja dva klastera je najkraca udaljenost izmedu bilo koje tacke u
jednom u odnosu na bilo koju tacku u drugom klasteru. Dva klastera su spojena najkracom,
ili najjacom vezom medu njima. Problemi se javljaju, medutim, kada su klasteri loSe
obeleZeni. U takvim slu€ajevima, prosta povezanost se moze formirati u duge, zmijolike
lance 1 na kraju su svi pojedinci smesteni u okviru jednog. Oni koji se nalaze na krajevima tih
lanaca, mogu biti veoma razli¢iti izmedu sebe.

Potpuno povezivanje (Complete linkage, *"Furthest neighbour’)

Postupak potpunog povezivanja je slian prostom povezivanju, stim §to se formiranje
klastera zasniva na kriterijumu maksimalne udaljenosti. Zbog toga se ponekad i naziva
pristup najudaljenijeg suseda, ili metod prec¢nika. Maksimalna udaljenost izmedu entiteta
(objekta) u svakom klasteru predstavlja najmanju sferu koja moze da objedini sve entitete u
oba klastera. Ovaj metod je nazvan kompletnim zato Sto su svi entiteti u okviru klastera
povezani ili maksimalnom udaljenos¢u ili minimalnom slicno§¢u. Moze se re¢i da sli¢nost
unutar grupe je jednaka precniku grupe. Ova tehnika eliminise tzv. zmijoliki problem koji je
identifikovan pojedinaénim metodom povezanosti.

Prose¢no povezivanje izmedu grupa (Upgma-Unweighted Pair-Group Method
using arithmetic Averages)

DefiniSe udaljenost izmedu dva klastera kao prosek udaljenosti izmedu svih parova
koji se mogu definisati izmedu dva objekta. Ovaj metod uzima u obzir informacije o svim
parovima objekata izmedu dva klastera, zbog ¢ega se vise koristi u odnosu na prethodna dva
metoda.

Prosecno povezivanje u okviru grupa (Average linkage within groups)

Ovaj metod kombinuje klastere tako da prose¢na udaljenost izmedu ¢lanova novog
klastera bude $to manja. Tako se udaljenost izmedu dva klastera definiSe kao prose¢na
udaljenost izmedu svih objekata koji bi sacinjavali novi klaster, nastao kombinacijom dva

postojeca.
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Ward-ov (Ward's) metod

Za svaki klaster izraCunavaju se aritmeticke sredine za svaku varijablu. Zatim se za
svaki objekt rac¢una kvadratna euklidska udaljenost do aritmeti¢ke sredine klastera. Sumiraju
se ove udaljenosti za sve Clanove klastera. Spajaju se oni klasteri za koje je ukupna
(zajednicka) suma ovih odstupanja najmanja. Kori§éenjem ovog metoda razdaljina izmedu
dva klastera je ustvari suma kvadrata izmedu svih promenljivih koje su sumirane u dva
klastera. U svakoj fazi procesa klasterovanja, unutar grupna suma kvadrata je minimizirana
nad svim podelama (potpun set razudenih ili razdvojenih klastera) koja se izvodi
kombinacijom dva Kklastera iz prethodne faze. Ovaj postupak zahteva kombinaciju klastera sa
malim brojem posmatranja. Takode je bazirana na pracenju razvoja klastera sa skoro istim
brojem posmatranja.

Centroidni klaster metod (Centroid clastering method)

Odreduje udaljenost izmedu klastera kao udaljenost izmedu aritmetickih sredina oba
klastera (njihovih centroida). Jedan od nedostataka centroidnog metoda jeste u tome $to se
pocetna udaljenost dva klastera moze smanjiti izmedu dva sukcesivna koraka analize.
Klasteri spojeni u kasnijim fazama su vise razli¢iti nego oni spojeni u ranijim koracima. U
centroidnoj metodi udaljenost izmedu dva klastera je udaljenost (tipi¢no kvadratna Euklidova
ili prosta Euklidova metoda) izmedu njihovih centroida. Centroidni klaster znaci srednju
vrednost posmatranih varijabli u klaster promenljivima. Po ovom metodu, svaki put kada su
pojedinci grupisani, centroid je preraunat. Postoji promena u klaster klaster centroidu svaki
put kada se jedinka ili grupa jedinki doda postoje¢em klasteru. Ovaj metod je najpopularniji
kod biologa, ali moze da napraviti nered i da da ¢esto zbunjujuce rezultate. Konfuzija nastaje
zbog inverzije koja se javlja kada izmerena udaljenost izmedu jednog para centroida je manja

u odnosu na neko ranije merenje.

2.9.3.2. Nehijerarhijski postupak klasterovanja

Nasuprot hijerarhijskom metodu, nehijerarhijske procedure ne podrazumevaju stablo
kao graficki prikaz podataka. Umesto toga, namenjuju entitete jednom broju klastera kako bi
se formirala jedna specifi¢na. Dakle, dobijenih Sest klastera nije samo prosta kombinacija dva
od postoje¢ih sedam solucija, ali je bazirana na pronalazenju najboljih Sest reSenja.

Najjednostavnije, to funkcionise na sledeci nacin: Prvi korak je odabrati seme kao pocetni
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klaster centar, i svi objekti (individue) unutar njega su kao neka norma ukljuceni u
rezultiraju¢em (kona¢nom) klasteru. Zatim se bira drugi klaster i grupisanje se nastavlja dok
se sve individue ne dodele odgovaraju¢im. Objekti se tada mogu rasporediti ako su blizi
drugom Klasteru od onog prvobitnog. Razlikuje se sedam pristupa pri izboru klastera i
dodeljivanju objekata njima. Nehijerarhijske procedure klasterovanja se cesto pominju kao
K-grupisanje 1 oni obi¢no koriste jedan od sledeca tri pristupa dodeljivanje pojedinih
zapazanja u jedan od klastera.

Paralelan metod

Nasuprot prethodnom, ovaj metod vrsi selekciju nekoliko klaster semena istovremeno
1 dodeljuje objekte na osnovu praga udaljenosti od najblizeg semena. Kako se proces razvija,
prag udaljenosti moze biti prilagoden tako da se ukljuc¢i manje ili vise objekata u klastere.
Takode, varijante ovog metoda mogu biti i neklasterovanje objekata ako im je prag
udaljenosti izvan bilo kog klaster semena.

Optimizacija

Tre¢i metod, koji je naveden kao proces optimizacije, je poput druga dva nehijerhijska
postupka, osim s§to dozvoljava ponovno dodeljivanje posmatranja. Ako, u postupku dodele
posmatranja, objekat postaje blizi drugom klasteru kome nije prvobitno dodeljen, tada ih
optimizirajuci postupak prebacuje sli¢nijem klasteru.

Nehijerarhijske procedure su dostupne velikom broju racunarskih programa,
ukljucuju¢i i sve glavne statisticke pakete. Metod sekvencijalnog praga je primer
nehijerarhijskog grupisanja velikog broja podataka. Nakon $to istraziva¢ utvrdi maksimalan
broj klastera, proces pocinje odabirom praga klastera koji se koristi kao inicijalni prosek u
klasterima. Prvi prag je prvo posmatranje podataka bez nedostajucih vrednosti. Drugi prag je
slede¢i set podataka koji je odvojen od prvog specificnim minimumom udaljenosti.
Podrazumevana opcija je nula kao minimalna udaljenost. Nakon §to su svi pragovi
selektovani, program dodeljuje svako posmatranje onom klasteru kome je najblizi.

Glavni problem sa kojim su suoceni svi nehijerarhijski postupci klasterovanja je kako
odrediti prag klastera. Na primer, sa pragom sekvencijalnih mogucénosti, pocetni i krajnji
rezultati klastera zavise od redosleda zapazanja podataka kao i to da neadekvatan redosled
podataka uti¢e na konacan rezultat. Odredivanje poCetnog klastera moze reSiti ovaj problem.

Ali ¢ak odabir takvog klastera nasumicno moze dovesti do razlicitih rezultata za svaki skup
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slu¢ajnih promenljivih. Dakle, istraziva¢ mora biti svestan uticaja odabranog klastera na

konacéne rezultate.
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3.1. Aparati

U postupku odredivanja sadrzaja polifenolnih komponenti, mineralnog sastava |
ispitivanja antioksidativne sposobnosti analiziranih uzoraka cajeva koriS¢ena je sledeca
oprema:

1. HPLC Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Tecnologies, USA) opremljen
pumpom (G1354A), automatskim injektorom (G1329A), termostatiranim
kolonskim delom (G1316A), UV/Vis detektorom (G1315D), i fluorescentnim
detektorom (G1321A) (slika 3.1.1);

2. UV/Vis spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA) sa duzinom
optickog puta 1 cm (slika 3.1.2);

3. ICP-OES spektrometar iCAP 6000 (Thermo Scientific, Cambridge, UK) (slika
3.1.3);

4. Cikliéni voltmetar CHI760B (CHInstruments, USA). Celija za snimanje je
opremljena elektrodom od staklastog ugljenika (glassy carbon,V-25 SPI),
platinskom elektrodom (CHI221) i srebro-srebrohloridnom elektrodom
(Ag/AgCI) kao referentnom elektrodom (CHI111);

5. Dejonizator (MicroMed high purity water system) (TKA
Wasseraufbereitungsszstem GmbH, Thermo Fisher Scientific Inc, Nemacka);

6. Termostat, Julabo MP 5A (JULABO, USA);

7. Analiticka vaga AB-204-S (Mettler Toledo, Nemacka);

8. pH metar (Hanna Instruments, USA);

9. Varijabilne automatske pipete (Lab Mate®, PZ HTL S.A., Warszawa, Poljska);

10. Elektri¢ni blender;

11. Elektri¢na pe¢ za zarenje (VIMS, Srbija);

12. Ultrazvucno kupatilo, (Bandelin SONOREX®, Sigma, USA).
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Slika 3.1.1. Tecni hromatograf visokih performansi (HPLC)

Slika 3.1.2. UV-Vis spektrofotometar
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Slika 3.1.4. Ciklicni voltametar

3.2. Reagensi

» 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);
» 2,2 azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Nemacka);
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» K3S,0g (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);

» katehin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);

» ferulna kiselina, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);

» kafena kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);

» etanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» aceton (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» metanol (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

> etil acetat (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» mravlja kiselina (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» acetonitril (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» sircetna kiselina (J. T. Baker, Deventer, Holandija);

» galna kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» protokatehinska kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» kafena kiselina (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» procijanidin By (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» (-)-epigalokatehin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» (+)-katehin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» procijanidin B, (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» (-)-epikatehin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» (-)-epigalokatehin galat (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» procijanidin B3 (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» rutin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» morin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» cijanidin-3-O-glukozid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» delfinidin-3-O-sambubiozid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» delfinidin-3-O-glukozid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» cijanidin-3-O-glukozid (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka);

» kvercetin (Sigma Aldrih, Steinheim, Nemacka).

» ICP multi standard 20,00 = 0,10 mg /I (koncentracije 20,00+0,10 pug/ml za Al, Sb,
As, Ba, Cd, Ca, Cr, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn, Hg, Mo, Ni, Se, Na, Sr, Sn, V, Zn;
100,0+0,5 pg/ml za P, K i Si i 5,000+0,025 pg/ml za Ag). Sadrzaj elemenata je
verifikovan u skladu sa ULTRA's 1ISO 9001 registrovanim sistemom, poredenjem
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sa standardima za kalibraciju nezavisno pripremljenim koris¢enjem NIST SRM-
ova ("Certified Reference Material from the National Institute of Standards and
Technology"), a primenom ICP-MS-a. Matriks multistandarda je 2% HNO3 sa
tragovima vinske kiseline u dejonizovanoj vodi (u=0,055 pS/cm), niske vrednosti
TOC-a (ukupni organski ugljenik) <50 ppb (Ultra-scientific, USA).

» Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna  kiselina)  (Acros
Organics, Geel, Belgija);

» 2,4,6-tris-2-piridil-1,3,5-triazin (TPTZ) (Acros Organics, Geel, Belgija);

» vitamin E (Acros Organics, Geel, Belgija);

» Folin-Ciocalteu reagens (FC) (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» dimetilsulfoksid (DMSO) (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» 2,9-dimetill-1,10-fenantrolin (neokuproin) (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» Na,COs3 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

NaNO, (Merck, Darmstadt, Nemacka);

NaOH (Merck, Darmstadt, Nemacka);

FeSO,4-7H,0 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

HCI (Merck, Darmstadt, Nemacka);

koncentrovana HCI (Merck, Darmstadt, Nemacka);

CH3;COONa-3H,0 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

ledena siréetna kiselina (Merck, Darmstadt, Nemacka);

FeCl3-6H,0 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

CCl4 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

Na;HPO4 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

NaH,PO,4 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

K>S,0g (Merck, Darmstadt, Nemacka);

NaCl (Merck, Darmstadt, Nemacka);

Ks[Fe(CN)e¢] (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» FeCl; (Merck, Darmstadt, Nemacka);

vV V V V V V V V V VYV VY

vV Vv Y

» askorbinska kiselina (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» trihlorsiréetna kiselina (TCA) (Merck, Darmstadt, Nemacka);
» KCI (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» CH3COONa-H,0 (Merck, Darmstadt, Nemacka);
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» HNOj3; (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» HCIO4 (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» AICI; (Merck, Darmstadt, Nemacka);

» H,0,(30%) (Fluka, Buchs, Switzerland).

Svi rastvori, koji nisu primarni standardni rastvori, standardizovani su poznatim
metodama.

Sudovi koji su koriS¢eni prani su rastvorom HCI (1:1), isprani Cesmenskom,
destilovanom i dejonizovanom vodom. Rastvori su pripremani sa dejonizovanom vodom

specifi¢ne provodljivosti 0,05 uS/cm’.

3.3. Uzorci

U tabelama 3.3.1. i 3.3.2. dati su komercijalno dostupni crni, zeleni, biljni i voéni

filter ¢ajevi i njihov sastav:

Tabela 3.3.1. Komercijalno dostupni biljni filter ¢ajevi i njihov sastav

Vrsta ¢aja Sastav filter Caja
Crni ¢aj (Camellis sinensis) List
Zeleni ¢aj (Camellis sinensis) List
Caj od uve (Arctostaphylos) List
Caj od kantariona (Hypericum perforatum) cela biljka
Caj od hibiskusa (Hibiscus) cvet
Caj od majéine dusice (Thymus serpyllum) cvet i list
Rtanjski ¢aj (Satureja montana) list Cubrice
Caj od koprive (Urtica dioica) List
Caj od $ipaka (Rosa canina) plod Sipka i cvet hibiskusa
Caj od zova (Sambucus nigra) cvet
Caj od lipe (Tilia L.) cvet
Caj od zalfije (Salvia officinalis) Llist
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Caj od mente (Mentha piperita) list
Caj od hajducke trave (Achillea millefolium) cela biljka
Caj od kamilice (Matricaria chamomilla) cvet

Tabela 3.3.2. Komercijalno dostupni voéni filter ¢ajevi i njihov sastav

Vrsta caja

Sastav filter ¢aja

Caj od visnje (Prunus cerasus)

Caj od jagode (Fragaria)

Caj od maline (Rubus idaeus)

Caj od sumskog voca

Caj od kajsije (Prunus
armeniaca)

Caj od divlje tresnje (Cerasia)

Caj od borovnice (Vaccinium
myrtillus)

Caj od jabuke sa cimetom
(Malus)

Caj od nara (Punica granatum)

Caj od ananasa (Ananas
COmOosus)

Caj od juznog voca
Caj od aronije (Aronia)
(A1-A6)

aroma visnje, cvet hibiskusa, plod jabuke, ploda Sipka,
kora narandze, plod zove
aroma jagode, cvet hibiskusa, plod Sipka,plod divlje
jabuke, kora narandze, kora limuna, kora cimeta

aroma maline, crni ¢aj

cvet hibiskusa, plod divlje jabuke, plod Sipka, list
kupine, plod zove, plod trnjine
aroma kajsije, cvet hibiskusa, plod divlje jabuke, plod
Sipka, kora narandze, kora limuna, kora cimeta

plod Sipka,cvet hibiskusa, plod divlje jabuke

aroma borovnice, cvet hibiskusa, plod divlje
jabuke,plod $ipka, plod zove, kora cimeta, kora slatkog
drveta, limunska kiselina
cvet hibiskusa, plod divlje jabuke, plod Sipka, kora
narandze, kora cikorije, kora cimeta
aroma nara, cvet hibiskusa, plod Sipka, kora cimeta,
plod divlje jabuke
aroma ananasa, cvet kamilice, plod Sipka, list
mati¢njaka, list nane,cvet zove, plod komorace, kora
slatkog drveta, kora narandze
cvet hibiskusa, plod Sipka, plod jabuke
plod aronije, cvet hibiskusa, plod Sipka,
plod divlje jabuke
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3.4. Priprema uzoraka

3.4.1. Opste karakteristike filter Cajeva

Relativna gustina ispitivanih filter ¢ajeva je odredena piknometrom po metodu SRPS
EN 1131:2005, poredenjem gustine filter ¢ajeva i gustine vode na 20 °C.

pH filter cajeva je meren pH metrom koji je prethodno Kkalibrisan puferskim
rastvorima (pH 4,00 i pH 7,00).

Procenat vlage je odreden suSenjem uzoraka u susnici (135 £ 2) °C pod atmosferskim
pritiskom do konstantne mase (AOAC, 1990).

3.4.2. Postupak ekstrakcije uzoraka za HPLC i UV/Vis analizu

Biljna droga je izvadena iz filter kesica i dobro uUsitnjena trljanjem tucka o avan.
Nakon toga je odmereno po 2 g (sa tatnos¢u na Cetiri decimale) od svakog uzorka ¢aja.
Polifenoli i flavonoidi su ekstrahovani iz analiziranih uzoraka filter cajeva

dejonizovanom vodom, metanolom, etanolom i acetonom.

Ekstrakcija vodom

Odmereni uzorak ¢aja je preliven sa 200 ml kljucale vode i rastvor je na magnetnoj
mesalici meSan uz zagrevanje na 90 °C 10 minuta. Rastvor je proceden kroz filter papir i
ostatak je ispran dejonizovanom vodom (3%10 ml). Nakon hladenja, rastvor je prenet u
normalni sud od 250 ml i dopunjen dejonozovanom vodom do crte. Isti postupak je ponovljen

za svaku vrstu ¢aja. Dobijeni ekstrakti su ¢uvani na hladnom i tamnom mestu.

Ekstrakcija metanolom

Odmereni uzorak caja je ekstrahovan sa 20 ml 80% (v/v) metanola kome je dodata
koncentrovana HCIl. Nakon meSanja na magnetnoj mesSalici oko 5 minuta, rastvor je
odekantovan, a ¢vrsti ostatak je jo$ Cetiri puta ekstrahovan na opisan nacin. Ekstrakti su
profiltrirani i dopunjeni do crte u normalnom sudu od 100 ml 80% (v/v) metanolom. Dobijeni

ekstrakti su ¢uvani na hladnom i1 tamnom mestu.
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Ekstrakcija etanolom

Odmereni uzorak ¢aja je ekstrahovan sa 20 ml 75% (v/v) etanola. Nakon meSanja na
magnetnoj mesalici oko 5 minuta, rastvor je odekantovan, a Cvrsti ostatak je joS Cetiri puta
ekstrahovan na opisan nacin. Ekstrakti su profiltrirani, a zatim dopunjeni do crte u
normalnom sudu od 100 ml, 75% (v/v) etanolom. Dobijeni ekstrakti su ¢uvani na hladnom i

tamnom mestu.

Ekstrakcija acetonom

Odmereni uzorak ¢aja je ekstrahovan sa 20 ml 70% (v/v) acetona. Nakon mesSanja na
magnetnoj mesalici oko 5 minuta, rastvor je odekantovan, a ¢vrsti ostatak je jo§ Cetiri puta
ekstrahovan na opisan nacin. Ekstrakti su profiltrirani i dopunjeni do crte u normalnom sudu

od 100 ml 70% (v/v) acetonom. Dobijeni ekstrakti su cuvani na tamnom i hladnom mestu.

3.5. Spektrofotometrijski metodi

3.5.1. Odredivanje sadrZaja ukupnih polifenolnih jedinjenja (TP)

Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u ispitivanim uzorcima ¢ajeva koriscen je
Folin-Ciocalteu metod (Prior i sar., 2005; Singleton i sar., 1999; Stratil i sar., 2006). Metod
se zasnhiva na oksidaciji polifenolnih jedinjenja pomoc¢u Folin-Ciocalteu reagensa. Rastvor
Folin-Ciocalteu sadrzi smesu fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline. Ovaj reagens
oksiduje fenolna jedinjenja, a sam se redukuje u smesu volfram-oksida i molibden-oksida.
Rastvor postaje izuzetno plave boje Ciji je intezitet srazmeran koncentraciji polifenolnih
jedinjenja. Intezitet boje meri se spektrofotometrijski, na talasnoj duzini od 760 nm.

Na,WO,
Na,MoO,

MO(\/I )(z“utaobojer) +e - MO(\/)(plavooboje)

+ Fenol — (Fenol — MoW,,0,,)*

Reagensi:
1. 20% Na,COs,
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2. Folin-Ciocalteu reagens i

3. standardni rastvor galne kiseline koncentracije 5 mg/ml.

Postupak odredivanja:

5 ml uzorka preneto je u normalni sud od 25 ml i dopunjeno dejonizovanom vodom
do crte. Zatim je 0,4 ml razblazenog uzorka preneto u normalni sud od 10 ml i dodato je 0,5
ml Folin-Ciocalteu i 2 ml 20% rastvora Na,COs.

Sud je dopunjen dejonizovanom vodom do crte i nakon dva sata je merena
apsorbancija na 760 nm, u odnosu na vodu kao referentni rastvor. Na osnovu izmerenih
apsorbanci, iz jednacine kalibracione prave odredena je koncentracija (mg/ml) ukupnih
polifenolnih jedinjenja. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktima izrazen kao milligram

ekvivalent galne kiseline po gramu ¢aja (mg GAE/g).

Kalibraciona prava:

Standardni rastvor galne Kiseline pripremljen je na slede¢i nacin: rastvoreno je 50 mg
galne kiseline u 10 ml etanola i dopunjeno dejonizovanom vodom do crte u normalnom sudu
od 100 ml. Od ovog rastvora razblazivanjem je dobijen rastvor koncentracije 0,05 mg/ml i od
njega je pripremljena serija standardnih rastvora pomocu kojih je konstruisana kalibraciona
prava. Dobijena prava je bila linearna u intervalu koncentracija galne kiseline od 1 mg/l do 5

mg/l.
3.5.2. Odredivanje sadriaja ukupnih flavonoida (TF)

Koncentracija flavonoida odredena je primenom AICl3 kao reagensa,

spektrofotometrijskim metodom (Yang i sar., 2004; Zhishen i sar., 1999).

OH o/AI

\
H OH +3COsZ +2AI3% —= O OH *+ 3 HCOgy
o

o o :
OH O o®
OH

HO HO

HO

Slika 3.5.2.1. Reakcija AI** sa izokvercetinom (molekuli vode u kompleksu sa AI** su

izostavljent)
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Reagensi:
1. 5% NaNO;,
2. 1% AICI;
3. 1M NaOH
4. standardni rastvor katehina koncentracije 0,5 mg/ml.

Postupak odredivanja:

Reakciona smesa je pripremljena mesanjem 0,25 ml uzorka, 3 ml dejonizovane vode i
0,3 ml 5% NaNO,. Nakon 5 minuta dodato je 3 ml AICls, nakon 5 minuta jos 2 ml NaOH i
dejonizovana voda do 10 ml. Apsorbancija je merena na 510 nm. Na osnovu vrednosti
apsorbancije, sa kalibracione krive odredena je koncentracija (mg/ml) flavonoida u
ekstraktima. Sadrzaj flavonoida je izrazen kao milligram ekvivalent katehina po gramu c¢aja
(mg CE/qg).

Kalibraciona prava:

Standardni rastvor katehina pripremljen je na sledeé¢i nacin: 5 mg katehina rastvoreno
je u5 ml etanola i dopunjeno dejonizovanom vodom do crte u normalnom sudu od 10 ml. Od
ovog rastvora je pripremljena serija standardnih rastvora pomocu kojih je konstruisana

kalibraciona prava.

3.6. Metodi antioksidativne aktivnosti

3.6.1. TEAC metod (Total Equivalent Capacity Assay)

Antioksidativna/antiradikalska aktivnost ispitivanih uzoraka je odredena ABTS
metodom (Re i sar., 1999; Arts i sar., 2004). U tu svrhu napravljen je osnovni rastvor ABTS-
a koncentracije 7x10° mol/I (0,0360 g je rastvoreno u 10 ml metanola) i rastvor K,S,0g
koncentracije 2,4x10° mol/l (0,0649 g je rastvoreno u 100 ml H,0). Radni rastvor, koji je
pripremljen mesanjem standardnih rastvora u odnosu 1:1 (10+10 ml), ostavljen je da stoji na
sobnoj temperaturi i u mraku 12-16 sati. Nakon toga je 14,8 ml radnog rastvora razblazeno

sa 240 ml metanola i apsorbanca rastvora je merena na 734 nm (Azzsnm = 0,700 % 0,020).
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Osnovni rastvor Trolox-a koncentracije 4x10 mol/l dobijen je rastvaranjem 0,0515 g

97% Trolox-a u 50 ml metanola.

Reagensi:
1. standardni rastvor Trolox-a,
2. rastvor ABTS-a,

3. metanol.

Postupak odredivanja:
Slepa proba
3,9 ml radnog rastvora ABTS-a preneto je u normalni sud od 10 ml i dodato je 0,1 ml

metanola. Apsorbanca rastvora je merena nakon 6 minuta na 734 nm.

Uzorak
2 ml uzorka preneto je u normalni sud od 10 ml i dodato je 2 ml radnog rastvora

ABTS-a. Apsorbanca rastvora je merena nakon 6 minuta na 734 nm.

Kalibraciona prava:

Kalibraciona prava je dobijena merenjem apsorbance na 734 nm, serije standardnih
rastvora u kojima je varirana zapremina Trolox-a od 0,2 ml do 1 ml (koncentracija 2-10x10°
mol/l). Odmereno je po 0,1 ml standardnog rastvora Trolox-a (koncentracija 2-10x10® mol/l)
i dodato je 3,9 ml radnog rastvora ABTS-a. Aspsorbanca je merena nakon 6 minuta. Slepa
proba, od c¢ije apsorbance su oduzimane apsorbance serije standarda, je pripremljena
odmeravanjem 3,9 ml radnog rastvora ABTS-a i 0,1 ml metanola. Kalibraciona prava je data

kao :
AA = f(CTrolox) , AA= AO o ASt

%inhibicije = f (), %inhibicije = [(A, — A,)/ A,]x100.
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3.6.2. DPPH metod (Scavengig of 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil Radical
Assay)

Antioksidativna/antiradikalska aktivnost ispitivanih uzioraka je odredena DPPH
metodom (Brand-Williams i sar., 1995; Karori i sar., 2007). U tu svrhu napravljen je osnovni
rastvor DPPH-a koncentracije 1x10° mol/l tako §to je 0,0197 g DPPH rastvoreno u 50 ml

metanola.

Reagensi:
1. standardni rastvor Trolox-a,
2. osnovni rastvor DPPH,

3. metanol.

Postupak odredivanja:
Slepa proba
5 ml DPPH rastvora koncentracije 1x10™ mol/l preneto je u normalni sud od 10 ml i

dopunjeno metanolom do crte. Apsorbanca rastvora je merena nakon 30 minuta na 520 nm.

Uzorak
0,1 ml uzorka preneto je u normalni sud od 10 ml, dodato je 5 ml rastvora DPPH
koncentracije 1x10™ mol/l i dopunjeno metanolom do crte. Apsorbanca rastvora je merena

nakon 30 minuta na 520 nm.

Kalibraciona prava

Radni rastvor koncentracije 1x10™ mol/l je dobijen razblaZivanjem 10 ml osnovnog
rastvora DPPH do 100 ml. Osnovni rastvor Trolox-a koncentracije 4x10° mol/l dobijen je
rastvaranjem 0,0515 g 97% Trolox-a u 50 ml metanola. Radni rastvor koncentracije 1x10™
mol/l je dobijen razblazivanjem 1,25 ml osnovnog rastvora Trolox-a do 50 ml. Kalibraciona
prava je dobijena merenjem apsorbance na 515 nm, serije standardnih rastvora u kojima je
varirana zapremina Trolox-a od 0,2 ml do 1 ml (koncentracija 2-10x10° mol/I). Odredenoj
zapremini Trolox-a je dodano je 5 ml DPPH i dopunjeno metanolom do 10 ml. Aspsorbanca

je merena nakon 30 minuta i data je kao srednja vrednost tri merenja. Slepu probu, od ¢ije
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apsorbance su oduzimane apsorbance serije standarda, ¢ini 5 ml DPPH dopunjeno metanolom
do 10 ml. Kalibraciona prava je data kao:

AA = T (Cro00) » Pricemu je AA=A — A,
ili

%inhibicije = [(A, — A,)/ A, ]x100

3.6.3. FRAP metod (Ferric lon Reducing Antioxidant Power Assay)

Metod se bazira na sposobnosti ekstrakta da redukuje Fe*" jone u Fe?* jone u
rastvoru 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizem pH (Benzie i sar., 1999). Reakcija
redukcije je praena merenjem promene apsorbance na 595 nm. Rezultati su izrazeni kao

umol Fe * ekvivalenta na 1 g uzorka (mmol FE/g).

Reagensi:

1. 40 mmol/l vodeni rastvor HCl-a
Priprema: 330 pl 12 mol/l HCI je razblazeno u normalnom sudu od 100 ml
dejonizovanom vodom do crte.

2. 0,3 mol/l acetatni pufer, pH 3,6
Priprema: 1,5500 g natrijum-acetata trihidrata je rastvoreno u 8 ml glacijalne
sir¢etne kiseline u normalnom sudu od 500 ml i dopunjeno dejonizovanom
vodom do crte.

3. 20 mmol/l rastvor FeCls-a
Priprema: 0,1352 g FeCl3x6 H,O je rastvoreno u 25 ml dejonizovane vode.
Rastvor je pripreman svez.

4. 10 mmol/I rastvor 2,4,6-tripiridil-s-triazin-a (TPTZ)
Priprema: 0,0780 g TPTZ-a je rastvoreno u normalnom sudu od 25 ml sa 40
mmol/l HCI i sa istom HCI dopunjeno do crte. Rastvor je pripreman svez.

5. 20 mmol/l rastvor FeSO4%x7H,0.
Priprema: 0,5560 g FeSO,x7H,0 je rastvoreno u normalnom sudu od 100 ml.

Rastvor je pripreman svez. Od ovog rastvora pripremljen je rastvor
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koncentracije 1 mmol/l, odmeravanjem 2,5 ml osnovnog rastvora u normalni
sud od 50 ml.

Za pripremu FRAP reagensa pomesano je se 200 ml acetatnog pufera, 20 ml TPTZ
reagensa i 20 ml FeCl; (10:1:1).

Postupak odredivanja:

U normalni sud od 10 ml otpipetirano je redom: 0,38 ml dejonizovane vode, 20 pl
uzorka i 3 ml FRAP reagensa (ukupna zapremina 3,4 ml). Zatim su rastvori dobro promesani
i termostatirani 5 minuta na 37 °C. Slepa proba je sadrzala sve osim uzorka.

Nakon termostatiranja 5 minuta na 37 °C, apsorbanca je merena na 595 nm.

Kalibraciona prava:

Za dobijanje kalibracione prave pripremljeni su standardni rastvori FeSO4x7H,0,
slede¢ih koncentracija: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 i 100 umol/l. Postupak
odredivanja je bio isti kao i za uzorke, s tim Sto su umesto uzorka dodavane razli¢ite
koncentracije rastvora FeSO4x7H,0.

Kalibraciona prava je data kao A= f(Cqgo.sm0), 9de je C koncentracija

FeSO4x7H,0 u mmol/l.

3.6.4. Redukciona sposobnost (Reducing Power, RP)

Redukciona sposobnost ispitivanih uzoraka prac¢ena je merenjem promene apsorbance
na 700 nm (Oyaizu, 1986).

Reagensi:

1. 1% rastvor Ks[Fe(CN)g]

Priprema: 1,0000 g K3[Fe(CN)g] je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode.
2. Pufer NaH,PO4/Na,HPQO, (0,2 mol/l, pH = 6).

Priprema: 2,7598 g NaH,PO, je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode;

3,5598 g Na,HPO, je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode.
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3. 10% trihlorsir¢etna Kiselina
Priprema: 10,0000 g trihlorsiréetna kiselina je rastvoreno u 100 ml destilovane
vode.

4. 0,1% FeCl;
Priprema: 0,1000 g FeCls je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode.

5. 200 pg/ml askorbinske kiseline

Priprema: 0,0200 g je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode.

Postupak odredivanja:

U normalni sud od 10 ml je otpipetirano 0,1 ml uzorka, dodato je 1,5 ml fosfatnog
pufera (pH=6,6) i 1,5 ml 1% rastvora K3[Fe(CN)g]. Rastvor je inkubiran 30 minuta na
temperaturi od 50 °C. Nakon toga je dodato 1,5 ml 10% trihlorsiréetne kiseline. 1,5 ml
rastvora preneto je u normalni sud od 10 ml, dodato je 1,5 ml dejonizovane vode i 0,3 ml
0,1% FeCls (ukupna zapremina 3,3 ml). Apsorbanca tako dobijenog rastvora merena je na
700 nm.

Kalibraciona prava:
Postupak odredivanja je isti kao i za uzorke, s tim §to je umesto uzorka odmeravano
0,1;0,2;0,3; 0,4;0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 i 1,0 ml askorbinske kiseline koncentracije 200 pg/ml.

Kalibraciona prava je linearna u opsegu koncentracija od 0,0 - 54,5 pg/ml.

3.6.5. Elektrohemijsko odredivanje antioksidativne aktivnosti primenom

cikli¢ne voltametrije

Cikli¢ni voltamogrami analiziranih uzoraka su belezeni na cikli¢cnom voltametru. Sva
merenja su vrSena na sobnoj temperaturi. Pre svakog merenja, povrSina elektrode od
staklastog ugljenika je brusena aluminijumskim prahom, koji je prethodno odmascen u
etanolu u ultrazvucnom kupatilu i ispran destilovanom vodom. Voltamogrami su snimani u
intervalu od 0 mV do 800 mV. Brzina skeniranja je bila 100 mV/s. Cikli¢ni voltamogrami su
snimljeni i za Trolox i vitamin E kao standarde, u opsegu koncentracija od 2 pmol/l do 80
pmol/l (Piljac-Zegarac i sar., 2010).
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Kalibraciona kriva je data kao zavisnost povrSine ispod anodnog pika (Qggo) 0d

koncentracije Trolox-a kao ekvivalenta.

3.6.6. Odredjivanje sadriaja antocijana (“Singl” pH i pH diferencijalni

metod)

Sa vremenom, kao 1 pod uticajem razliCitih faktora, dolazi do degradacije
monomernih antocijana, ili do njihove medusobne kondenzacije ili sa drugim prisutnim
jedinjenjima. Kvantitativnho odredivanje ukupnih antocijana (nedegradiranih monomera i
proizvoda njihove degradacije) zasniva se na osobini antocijana, da pri promeni pH sredine,
reverzibilno menjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi do promena apsorpcionog spektra.
Sadrzaj ukupnih antocijana odreduje se “singl” metodom, po kome je izmerena apsorbanca
rastvora antocijana pri pH 1,0, proporcionalna sadrzaju ukupnih antocijana. Odredivanje
sadrzaja monomernih antocijana izvodi se pH diferencijalnim metodom, koji se zasniva na
osobini monomernih antocijana da su pri pH 1,0 u obliku oksonijum jona (crveno obojeni),
dok su pri pH 4,5 u poluketalnom obliku (bezbojni) (Giusti i Wrolstad., 2001) (slika 3.6.6.1.).

2.0
1.8
1.6
1.4+
1.2
1.01
0.8 1
0.6
0.4
0.2

'D'.O T T T L 1
260 360 460 560 660 mm zen

Slika 3.6.6.1. Apsorpcioni spektar antocijana
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Reagensi:
1. Rastvor KCl-a (pH=1,0)
Priprema: 1,8600 g KCI je rastvoreno u 980 ml vode. pH je podesen na pH=1
koncentrovanom HCI. Rastvor je prebacen u normalni sud od 1 | i dopunjen
dejonizovanom vodom do crte.
2. Rastvor CH3;COONa-a (pH=4,5)
Priprema: 54,4300 g CH3COONaxH,0 je rastvoreno u 960 ml dejonizovane
vode. pH je podesen na pH=4,5 koncentrovanom HCI. Rastvor je prebacen u

normalni sud od 1l i dopunjen dejonizovanom vodom do crte.

Postupak odredivanja:

Odmereno je po 0,5 ml uzorka u dva normalna suda od 10 ml i dodato je po 5 ml
rastvora pH=1,0, odnosno pH=4,5. Nakon 15 minuta stajanja na sobnoj temperaturi, izmerena
je apsorbanca oba rastvora na dve talasne duzine: A=520 nm i A=700 nm (zbog korekcije
zamucenja).

Sadrzaj ukupnih, nedegradiranih, monomernih antocijana izracunat je kao ekvivalent

cijanidin-3-O-glukozida (mg(cy-3-gly)/l, mg CGE/l) prema formuli:

mg(cy ~3—gly) _ Aun-Mr-Df
| &1

gde je:
Amon = (Aszo - Amo) pH=10 — (Aszo - A7oo) pH4,5
Mr(cy-3-gly) = 449,2 g/mol

& = 26900 dm*/mol-cm, molarni apsorpcioni koeficijent
| =1 cm, debljina kivete
Ds - faktor razblaZenja

Zatim je sadrzaj preracunat na 100 g uzorka (mg CGE/100g).
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3.7. HPLC analiza

Teéna  hromatografija  visokih  performansi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) sa UV/Vis i fluorescentnim detektorom visoke rezolucije
primenjena je za razdvajanje, kvali i kvanti odredivanje polifenolnih jedinjenja u
pripremljenim uzorcima.

Retenciona vremena ispitivanih polifenolnih jedinjnja i talasne duzine na kojima su
snimani hromatogrami dati su u tabeli 3.7.1., a uslovi snimanja su prikazani u tabeli 3.7.2. i
3.7.3. Metoda je malo modifikovana (acetonitril-mravlja kiselina gradijent) u odnosu na
postupke dostupne u literaturi (Luximon-Ramma i sar., 2005; Naczk i sar., 2004).

Tabela 3.7.1. Retenciona vremena i talasne duzine komponenata

Komponenta Retenciono vreme (min) Talasna duzina (nm)
galna kiselina 2,725 280
protokatehinska kiselina 5,389 280
procijanidin B; 5,172 FLD (Ex 275, Em 322)
(-)-epigalokatehin 5,438 FLD (Ex 275, Em 322)
(+)-katehin 7,153 FLD (Ex 275, Em 322)
procijanidin B; 8,662 FLD (Ex 275, Em 322)
kafena kiselina 11,192 280 (320)
(-)-epikatehin 13,016 FLD (Ex 275, Em 322)
(-)-epigalokatehin galat 18,021 FLD (Ex 275, Em 322)
procijanidin Bs 19,340 FLD (Ex 275, Em 322)
Rutin 37,132 360
Morin 47,888 360
kvercetin 48,835 360
delfinidin-3-O-sambubiozid 21,235 520
delfinidin-3-O-glukozid 22,349 520
cijanidin-3-O-sambubiozid 23,879 520
cijanidin-3-O-glukozid 24,569 520
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Kalibracione prave za odredivanje polifenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima
biljnih filter ¢ajeva, dobijene su pomoc¢u dva multi standarda. Kalibracione prave su linearne
u intervalu koncentracija od 0 ug/ml do 110 pg/ml.

Tabela 3.7.2. Uslovi snimanja hromatograma za fenolne kiseline, flavone, flavon-3-ole,

flavan-3-ole i procijanidine

A — acetonitril
Mobilna faza -
B — mravlja kiselina, 0,1% rastvor
0 -15 min 0- 90%B
- 15-35 min 90-70% B
Gradijent _
35-50 min 70% B
50-60min ispiranje
4,6%150 mm, 5um ZORBAX Eclipse XDB-
Kolona ) )
C18, Agilent Technologies
Brzina proticanja mobilne faze 0,8 ml/min
Zapremina injektiranja 20 ul
Temperatura kolone 30°C

Tabela 3.7.3. Uslovi snimanja hromatograma za antocijane

A — 5% mravlja kiselina i voda

Mobilna faza B — 80% acetonitrile, 5% mravlja kiselina
voda
0-10min0-B
Gradijent 10-28 min 25% B

30-35 min 50%-80% B
35-40 min 80% B
4,6%150 mm, 5um ZORBAX Eclipse XDB-

Kolona ) )
C18, Agilent Technologies
Brzina proticanja mobilne faze 0,8 ml/min
Zapremina injektiranja 20 ul
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Temperatura kolone 30°C

Sva merenja su izvrSena U tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao srednja
vrednost tri ponavljanja (cs £ SD). Interval poverenja bio je 95%.

Na slikama 3.7.1.-3.7.11. dati su UV/Vis spektri i strukture galne kiseline, kafene
kiseline, protokatehinske Kiseline, katehina, epikatehina, kvercetina, rutina, morina,
epigalokatehina galata, epigalokatehina, procijanidina B1.

Na slikama 3.7.11., 3.7.12., 3.7.13. i 3.7.14. dati su HPLC spektri standarda

snimljenih na 280 nm, 320 nm, 360 nm i na fluorescentnom detektoru.

o O~__OH
m AU ]
100 HO OH
1 OH
3.:' [} 4 -:I [+] 5 :I 0

L [nm]

Slika 3.7.1. UV/Vis spektar i struktura galne kiseline
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X" “OH
HO

T 1
400 500

maL
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Slika 3.7.2. UV/Vis spektar i struktura kafene kiseline
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Slika 3.7.3. UV/Vis spektar i struktura protokatehinske kiseline
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Slika 3.7.4. UV/Vis spektar i struktura (+)-katehina
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Slika 3.7.5. UV/Vis spektar i struktura (-)-epikatehina
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Slika 3.7.6. UV/Vis spektar i struktura kvercetina
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Slika 3.7.7. UV/Vis spektar i struktura rutina
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Slika 3.7.8. UV/Vis spektar i struktura morina
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Slika 3.7.9. UV-VIS spektar i struktura (-)-epigalokatehingalata
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Slika 3.7.10. UV/Vis spektar i struktura (-)-epigalokatehina
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Slika 3.7.11. UV/Vis spektar i struktura procijanidina B1
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Slika 3.7.11. HPLC spektar standarda snimljen na 280 nm: 1-galna kiselina, 2-kafena
kiselina, 3-p-kumarna kiselina, 4-ferulna kiselina, 5-(+)-katehin, 6-(-)-epikatehin,

7-rutin, 8-kvercetin
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Slika 3.7.12. HPLC spektar standarda snimljen na 320 nm: 2-kafena kiselina, 3-p-kumarna

kiselina, 4-ferulna kiselina, 7-rutin, 8-kvercetin
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Slika 3.7.13. HPLC spektar standarda snimljen na 360 nm: 7-rutin, 8-kvercetin
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Slika 3.7.14. HPLC spektar standarda snimljen fluorescentnim detektorom sa talasnom
duzinom ekscitacije od 275 nm i talasnom duzZinom detekcije od 322 nm:

5-(+)-katehin, 6-(-)-epikatehin
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3.8. Odredivanje mineralnog sastava |CP-OES metodom

3.8.1. Priprema uzorka mokrom digestijom

Sadrzaj 10 filter kesica je homogenizovan i 2 g ¢aja (sa tacnosc¢u na cetiri decimale) je
preliven sa 40 ml 65% HNOj3. Rastvor je grejan na pes¢anom kupatilu sat vremena. Nakon

toga je dodato 1 ml 70% HCIOy i rastvor je grejan jos sat vremena. Kada se rastvor prohladio,

dodato je 40 ml dejonizovane vode i rastvor je proceden kroz kvantitativni filter papir (plava
traka) u normalni sud od 100 ml. Rastvor je dopunjen dejonizovanom vodom do crte (Lamble
i Hill, 1995; Fernandez-Caceres i sar., 2001).

3.8.2. Priprema infuza

Sadrzaj 10 filter kesica je homogenizovan i 2 g ¢aja (Sa tacnosc¢u na ¢etiri decimale) je
preliveno sa 80 ml kljucale vode i ostavljeno da odstoji 10 minuta. Zatim je rastvor proceden
kroz kvantitativni filter papir (plava traka) u normalni sud od 100 ml, koji je zatim dopunjen

dejonizovanom vodom do crte.
3.8.3. Parametri instrumenta

Za analizu uzoraka Cajeva, izabrani su sledec¢i parametri instrumenta:
» snaga radiofrekventnog (RF) generatora — 1150 W,

brzina peristalticke pumpe — 50 rpm,

protok gasa za hladenje — 12 I/min,

protok rasprsivackog gasa — 0,7 I/min,

pravac posmatranja plazme — aksijalni/radijalni,

vreme ispiranja — 30 s,

YV V. V V V V

broj merenja — 3.
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3.9. Statisticka obrada podataka

Sva merenja su izvrSena U tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao srednja
vrednost tri ponavljanja (cs £ SD). Interval poverenja je bio 95% (Miller i sar., 2005).

Za statisticku obradu podataka kori$¢en je kompjuterski statisti¢ki paket Statistica 8.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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4.1. OpSste karakteristike filter cajeva

Opste karakteristike ispitivanih filter ¢ajeva date su u tabelama 4.1.1., 4.1.2. 1 4.1.3.
Svi uzorci filter ¢ajeva imaju gustinu oko 1 g/cm®. pH vrednosti su za veéinu biljnih filter
Cajeva u intervalu 5,18-6,44. Uzorci ¢aja od hibiskusa i ¢aja od Sipka su kiseliji sa pH
vrednostima 2,76 i 3,32. Vo¢ni ¢ajevi su nesto kiseliji sa pH vrednostima 2,95- 4,92. pH
vrednosti ¢ajeva od aronije su u inervalu 3,58-4,78. Nize pH vrednosti su posledica prisustva
vitamina C u navedenim filter cajevima. Procenat vlage je u intervalu 5,9-11,5% i u skladu je
sa Pravilnikom o kvalitetu caja, biljnog caja i njihovih proizvoda (Sl. glasnik RS, br. 4/2012),
po kome ¢aj koji se stavlja u promet mora u pogledu kvaliteta izmedu ostalog da sadrzi do
12% m/m vlage. Ukoliko sadrzaj vode prede odredenu granicu povecava se aktivnost

fermenata koji ubrzavaju razvoj mikroorganizama i plesni i dolazi do kvarenja namirnica.

Tabela 4.1.1. Opste karakteristike crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva

pH Gustina Vlaga

Uzorak g/cm® %

Crni ¢aj 5,18 1,0007 6,8
Zeleni Caj 5,54 0,9999 59
Caj od uve 5,82 1,0001 6,3
Caj od kantariona 5,71 0,9998 6,8
Caj od hibiskusa 2,76 1,0013 9,3
Caj od majéine dusice 5,74 1,0001 6,8
Rtanjski &aj 5,79 0,9997 10,6
Caj od koprive 6,34 1,0013 9,3
Caj od sipka 3,32 0,9999 9,3
Caj od zove 5,22 1,0013 7,1
Caj od lipe 6,28 1,0009 11,5
Caj od zalfije 6,44 1,0005 7.4
Caj od mente 6,33 1,0022 8,7
Caj od hajdugke trave 5,53 1,0007 8,2
Caj od kamilice 5,99 1,0009 7.8
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Tabela 4.1.2. Opste karakteristike voénih filter ¢ajeva

Uzorak pH Gustina Vlaga
glem® %
Caj od visnje 4,80 0,9998 7,2
Caj od jagode 2,96 0,9992 9,3
Caj od maline 5,05 1,0003 6,9
Caj od sumskog voca 3,03 0,9997 8,4
Caj od kajsije 3,47 1,0001 75
Caj od divlje tresnje 3,06 1,0004 8,6
Caj od borovnice 4,92 0,9989 10,1
Caj od jabuke sa cimetom 474 1,0004 6,5
Caj od nara 2,95 0,9988 9,4
Caj od ananasa 3,88 0,9986 75
Caj od juznog voca 3,09 1,0006 8,7

Tabela 4.1.3. Opste karakteristike filter ¢ajeva od aronije

Uzorak pH Gustina Vlaga

glcm® %
Al 4,48 0,9964 7,3
A2 3,74 0,9981 7,3
A3 3,58 1,0001 7,1
A4 4,68 0,9977 7,4
A5 4,78 0,9990 7,8
A6 4,56 0,9988 8,1

4.2. Ukupni polifenoli i flavonoidi

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida
u vodenom, metanolnom, etanolnom i acetonskim ekstraktima filter cajeva, pripremljenim

kao §to je opisano u eksperimentalnom delu, prikazani su tabelama 4.2.1-4.2.9.
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Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i flavonoida koris§¢ene su odgovarajuce

kalibracione prave.

» Odredivanje ukupnih polifenola

Kalibraciona prava za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola data je na slici 4.2.1.

045
A 0.40-
035
030
0.25
020
0154
010

0.05 +

0.00 T T T T T T T T T
1 2 3 4 5

c X 10° mg/ml

galna kis.
Slika 4.2.1. Kalibraciona prava za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola
(galna kiselina, A = 760 nm)

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
A=0,0855-c, +0,0065 R =0,99978

gde je ¢4 nepoznata koncentracija u mg/l, a R koeficijent korelacije.

Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim uzorcima izracunat je na osnovu jednacine
prave i sadzaj je izrazen kao miligram ekvivalent galne kiseline po gramu uzorka (mg
GAE/qg).

U tabelama 4.2.1-4.2.9. prikazani su rezultati sadrzaja (cs £ SD, n = 2) ukupnih
polifenola u razli¢itim ekstraktima (voda, metanol, etanol i aceton) crnog, zelenog, biljnih i

vo¢nih filter Cajeva.
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Tabela 4.2.1. Sadrzaj ukupnih polifenola u vodenom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih filter

cajeva
Uzorak Cs £ SD RSD
mg GAE/g %
Crni &aj 164,6 +0,4 0,24
Zeleni &aj 240 £ 2 0,83
Caj od uve 160+ 3 1,87
Caj od kantariona 85+3 3,53
Caj od hibiskusa 50+ 2 4,0
Caj od majéine dusice 84+4 4,76
Rtanjski ¢aj T4+7 9,45
Caj od koprive 26,2+0,5 1,91
Caj od gipka 74+3 4,05
Caj od zove 42,7+0,0 0,00
Caj od lipe 59+3 5,08
Caj od zalfije 50+5 10,00
Caj od mente 79+1 1,27
Caj od hajducke trave 33,8+0,1 0,29
Caj od kamilice 36 +2 5,55

Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim filter ¢ajevima krece se u granicama od 26,2

mg GAE/g u ¢aju od koprive do 240 mg GAE/g u zelenom ¢aju.

Tabela 4.2.2. Sadrzaj ukupnih polifenola u vodenom ekstraktu vo¢nih filter cajeva

Uzorak Cs = SD RSD
mg GAE/g %
Caj od vi$nje 148 + 1 0,67
Caj od jagode 61+2 3,28
Caj od maline 224+ 1 0,45
Caj od sumskog voca 51+2 3,92
Caj od kajsije 55 + 2 3,64
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Caj od divlje tresnje 60 + 2 3,33
Caj od borovnice 54+1 1,85
Caj od jabuke sa cimetom 62+1 1,61
Caj od nara 82+2 2,44
Caj od ananasa 46 + 4 8,70
Caj od juznog voca 58+2 3,45

Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim filter ¢ajevima kreée se u granicama od 46

mg GAE/g u ¢aju od ananasa do 224 mg GAE/g u ¢aju od maline.

Tabela 4.2.3. Sadrzaj ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih

filter ¢ajeva

Uzorak Cs = SD RSD
mg GAE/g %
Crni ¢aj 55+ 3 5,45
Zeleni Caj 48 +1 2,08
Caj od uve 179+ 9 5,03
Caj od kantariona 40+ 1 2,50
Caj od hibiskusa 22+1 4,56
Caj od maj¢ine dusice 86 + 4 4,65
Rtanjski caj 784 5,13
Caj od koprive 13+1 7,69
Caj od Sipka 34+1 2,94
Caj od zove 26+1 3,84
Caj od lipe 31+1 3,22
Caj od zalfije 67+1 1,49
Caj od mente 44+ 1 2,27
Caj od hajducke trave 19,7+1,3 6,59
Caj od kamilice 19,4+15 7,73
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Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim filter ¢ajevima krece se u granicama od 13

mg GAE/g u ¢aju od koprive do 179 mg GAE/g u ¢aju od uve.

Tabela 4.2.4. Sadrzaj ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu vo¢nih filter ¢ajeva

Uzorak Cs £ SD RSD
mg GAE/g %
Caj od visnje 175+ 4 2,28
Caj od jagode 27,7+0,6 2,17
Caj od maline 92+3 3,26
Caj od sumskog voca 11,8+ 0,6 5,08
Caj od kajsije 20,7 £0,7 3,38
Caj od divlje tresnje 14 +1 7,14
Caj od borovnice 32+1 3,12
Caj od jabuke sa cimetom 29+1 3,45
Caj od nara 28,4 +0,7 2,46
Caj od ananasa 41+1 2,43
Caj od juznog voéa 13,6 £0,9 6,62

Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima krece se u granicama od 11,8 mg GAE/g

u ¢aju od Sumskog voéa do 175 mg GAE/g u ¢aju od visnje.

Tabela 4.2.5. Sadrzaj ukupnih polifenola u etanolnom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih filter

Cajeva
Uzorak Csr = SD RSD
mg GAE/g %
Crni ¢aj 3H=x2 571
Zeleni Caj 56 +4 7,14
Caj od uve 168 + 4 2,38
Caj od kantariona 33+2 6,06
Caj od hibiskusa 19+1 5,26
Caj od majéine dusice 140+ 3 2,14
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Rtanjski ¢aj 85+6 7,05
Caj od koprive 13,9+ 0,4 2,87
Caj od $ipka 21,2+0,2 0,94
Caj od zove 30+1 3,33
Caj od lipe 24,1+0,1 0,41
Caj od zalfije 92+1 1,09
Caj od mente 24 +2 8,33
Caj od hajducke trave 14 +1 7,14
Caj od kamilice 10,1+ 0,6 5,94

Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima krece se u granicama od 10,1 mg GAE/g

u ¢aju od kamilice do 168 mg GAE/g u ¢aju od uve.

Tabela 4.2.6. Sadrzaj ukupnih polifenola u etanolnom ekstraktu voc¢nih filter ¢ajeva

Urorak Csr + SD RSD
mg GAE/g %
Caj od visnje 48,6+0,8 1,65
Caj od jagode 23,4 +0,5 2,14
Caj od maline 68 + 2 2,94
Caj od sumskog voca 76+0,5 6,58
Caj od kajsije 19,3+ 0,1 0,52
Caj od divlje tresnje 29,4 +0,3 1,02
Caj od borovnice 25,1 +0,2 0,80
Caj od jabuke sa cimetom 16,4 + 0,6 3,66
Caj od nara 32,5+ 0,2 0,61
Caj od ananasa 33,7+ 0,7 2,08
Caj od juznog voca 10,4 + 0,6 5,77

Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima krece se u granicama od 7,6 mg GAE/g u

¢aju od Sumskog voc¢a do 68 mg GAE/g u ¢aju od maline.
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Tabela 4.2.7. Sadrzaj ukupnih polifenola u acetonskom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih

filter ¢ajeva

Doktorska disertacija

Uzorak csr+SD RSD
mg GAE/g %
Crni ¢aj 122 +5 4,09
Zeleni &aj 124+ 3 2,42
Caj od uve 263 + 10 3,80
Caj od kantariona 47 +1 2,13
Caj od hibiskusa 29+ 1 3,45
Caj od majéine dusice 95+4 4,21
Rtanjski &aj 85 + 4 4,71
Caj od koprive 14,4 +0,0 0,0
Caj od sipka 312 6,45
Caj od zove 32+1 3,12
Caj od lipe 29,1+0,6 2,06
Caj od zalfije 58+ 0 0,00
Caj od mente 46 +1 2,17
Caj od hajducke trave 19,1+0,5 2,62
Caj od kamilice 12,2+0,3 2,50

Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima krece se u granicama od 12,2 mg GAE/g

u ¢aju od kamilice do 263 mg GAE/g ¢aju od uve.

Tabela 4.2.8. Sadrzaj ukupnih polifenola u acetonskom ekstraktu voénih filter ¢ajeva

Cor £ SD RSD

Uzorak
mg GAE/g %

Caj od visnje 124 +1 0,81
Caj od jagode 23,9+0,2 0,84
Caj od maline 129 + 4 3,10
Caj od sumskog voca 22+1 4,55
Caj od kajsije 25+1 4,00
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Caj od divlje tresnje 21+0 0,00
Caj od borovnice 42+1 2,38
Caj od jabuke sa cimetom 311 3,22
Caj od nara 271 3,70
Caj od ananasa 22,7+0,3 1,32
Caj od juznog voca 25,3+0,4 1,58

Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima krece se u granicama od 21 mg GAE/g u
¢aju od divlje tresnje do 129 mg GAE/g u ¢aju od maline.

Graficki prikazi sadrzaja ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima crnog, zelenog,
biljnih i vo¢nih filter ¢ajevima dati su na slikama 4.2.2 i 4.2.3.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je najvec¢i sadrzaj polifenola u

vodenim i acetonskim ekstraktima.
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Slika 4.2.2. Sadrzaj ukupnih polifenola u razlicitim ekstraktima crnog, zelenog i

biljnih filter cajeva
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Slika 4.2.3. Sadrzaj ukupnih polifenola u razlicitim ekstraktima vocnih filter cajeva

Sadrzaj ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajeva od aronije dat je u
tabeli 4.2.9.

Tabela 4.2.9. Sadrzaj ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Voda RSD Metanol RSD Etanol RSD Aceton RSD
% % % %

Al 383+002 052 192+0,04 208 317+0,02 0,63 383+003 0,78

A2 26%0,1 38 1,17+0,02 1,71 24+0,1 4,17 517+0,04 0,77
A3 7,2%0,2 2,77 156+0,04 2,56 26%0,1 385 232+0,02 0,86
A4 40,6 +0,1 0,23 21,9+0,3 1,37 226+04 1,77 65+ 2 3,07

AS 13,21+0,03 0,23 9,003 3,33 108+04 3,70 22,7+04 1,76
A6 152+0,2 131 3,38+0,07 2,07 89+01 112 30401 0,33

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4.2.9. moze se zakljuciti da je sadrzaj ukupnih
polifenola najve¢i u vodenim i acetonskim ekstraktima ispitivanih filter ¢ajeva od aronije.
Graficki prikaz sadrzaja ukupnih polifenola u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajevima od

aronije dat je naslici 4.2.4.
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Slika 4.2.4. Sadrzaj ukupnih polifenola u razlicitim ekstraktima filter c¢ajeva od aronije

Na osnovu dobijenih rezultata za sadrzaj polifenola u ispitivanim uzorcima filter
Cajeva, najveci sadrzaj polifenola je u vecini vodenih ekstrakata, a zatim u acetonskim,
vi$nje 1 maline su sa najve¢im sadrzajem polifenola.

S obzirom na to da mnogi faktori (svetlost, temperature, metalni joni,...) mogu da
uti¢u na smanjenje aktivnosti Folin-Ciocalteu reagensa, dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih
polifenola u filter ¢ajevima izraZzavaju samo relativni nivo polifenolnih jedinjenja, kao i
sadrzaj proizvoda Maillard-ove reakcije (Davalos i sar., 2003). Zbog toga je indentifikacija i
kvantifikacija pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja od znacaja kako bi se dobila prava slika
sadrzaja polifenola u uzorcima ispitivanih filter ¢ajeva.

Kada se uporede koncentracije ukupnih polifenola u analiziranim uzorcima filter
Cajeva sa literaturnim podacima (tabela 4.2.10., 4.2.11. i 4.2.13.), moze se zakljuciti da su
Cajevi dostupni na trziStu Srbije podjednako bogati ukupnim polifenolima kao i cajevi iz
drugih zemalja (Khokhar i Magnusdottir, 2002; Atoui i sar., 2005; Buricova i sar., 2011).

Nize vrednosti su dobijene za ispitivane ¢ajeve od kamilice, lipe i Zalfije.
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Tabela 4.2.10. Poredenje sadrzaja ukupnih polifenola u analiziranim uzorcima crnog i

zelenog filter ¢aja sa sadrzajem polifenola U uzorcima cCajeva proizvedenim u drugim

zemljama”
Uzorak Cer
mg GAE/g

Crni ¢aj - PG-Tips 80,5
Crni ¢aj - Yorkshire Golg 97,4
Crni ¢aj - Ceylon 134,9
Crni ¢aj - Darjeeling 98,8
Crni ¢aj - Srbija 164,6
Zeleni ¢aj - Indija 106,2
Zeleni ¢aj - Chun mee, Kina 87,0
Zeleni ¢aj - Bandia, Japan 65,8
Zeleni ¢aj — Srbija 240

“Khokhar i Magnusdottir, 2002

Tabela 4.2.11. Poredenje sadrzaja ukupnih polifenola u analiziranim uzorcima biljnih filter

¢aja sa literaturnim podacima’

Uzorak Csr

mg GAE/g
Caj od nane 106 (79)
Caj od kamilice 106 (36)
Caj od lipe 184 (59)
Caj od zalfije 124 (50)

“Atoui i sar., 2005

U zagradama su podaci za ¢ajeve iz Srbije

U tabeli 4.2.13. dati su literaturni podaci za sadrzaj ukupnih polifenola u ¢ajevima od
jagode, maline i borovnice. Sadrzaj je izrazen kao milligram ekvivalent galne kiseline na 240
ml ¢aja (mg GAE/240 ml). Kako uzorci filter ¢ajeva dostupni na trzistu Srbije imaju gustinu

oko 1 g/em®, moguée je porediti dobijene rezultate za literaturnim.
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Dobro slaganje sa literaturnm podacima je za ¢ajeve od jagode i borovnice, dok ¢aj od

maline ima znatno ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola u odnosu na literaturni podatak.

Tabela 4.2.13. Poredenje sadrzaja ukupnih polifenola u analiziranim uzorcima voc¢nih filter

Zajeva sa literaturnim podacima”

Uzorak Csr

mg GAE/240 ml
Caj od jagode 62,4 (61)"
Caj od maline 68,9 (224)
Caj od borovnice 75,4 (54)

“Buiicova i sar., 2011

**. . v . . .o
U zagradama su podaci za €ajeve iz Srbije

» Odredivanje ukupnih flavonoida

Kalibraciona prava za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida data je na slici 4.1.5.
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o 2 4 & 8 10
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Slika 4.2.5. Kalibraciona prava za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

(katehin, 2 = 510 nm)

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
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A =0,02486-c, —0,00507 R =0,99941

gde je cx nepoznata koncentracija u mg/l, a R koeficijent korelacije.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim uzorcima izracunat je na osnovu jednacine
prave i izraZen je kao miligram ekvivalent katehina po gramu uzorka (mg CE/qg).

U tabelama 4.2.14.-4.2.22. prikazani su rezultati sadrzaja (Csx £ SD, n = 2) ukupnih
flavonoida u razli¢itim ekstraktima (voda, metanol, etanol i aceton) crnog, zelenog, biljnih i

voc¢nih filter ¢ajeva.

Tabela 4.2.14. Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih filter

Cajeva
Uzorak Cs £ SD RSD
mg CE/g %
Crni ¢aj 63+0 0,00
Zeleni Caj 85+1 1,18
Caj od uve 75+1 1,33
Caj od kantariona 42+1 2,38
Caj od hibiskusa 16,1+ 0,6 3,72
Caj od maj¢ine dusice 39+1 2,56
Rtanjski &aj 33+0 0,00
Caj od koprive 12,5+0,3 2,40
Caj od $ipka 45+1 2,22
Caj od zove 29+1 3,45
Caj od lipe 21,2+0,3 1,41
Caj od zalfije 24,7+ 2 8,10
Caj od mente 33+£2 6,06
Caj od hajducke trave 15+1 6,67
Caj od kamilice 11,8+0,1 0,85

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 11,8 mg CE/g u

¢aju od kamilice do 85 mg CE/g u zelenom ¢aju.
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Tabela 4.2.15. Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenom ekstraktu vo¢nih filter ¢ajeva

Uzorak Cy £SD RSD
mg CE/g %
Caj od visnje 30+1 3,33
Caj od jagode 20,2+0,7 3,47
Caj od maline 32+1 3,12
Caj od umskog voca 16,5+ 0,2 1,21
Caj od kajsije 20,9+0,3 1,43
Caj od divlje trednje 200 0,00
Caj od borovnice 21,3 £0,7 3,29
Caj od jabuke sa cimetom 20,8+ 0,6 2,88
Caj od nara 25,0+ 0,6 2,4
Caj od ananasa 25,4+ 0,6 2,36
Caj od juznog voca 17,7+0,0 0,00

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 16,5 mg CE/g u

¢aju od Sumskog voc¢a do 32 mg CE/g u ¢aju od maline.

Tabela 4.2.16. Sadrzaj ukupnih flavonoida u metanolnom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih

filter Cajeva

Uzorak Csr £ SD RSD
mg CE/g %
Crni ¢aj 191+10 5,23
Zeleni &aj 28,7+0,3 1,04
Caj od uve 36,01 2,78
Caj od kantariona 21,6 +0,9 4,17
Caj od hibiskusa 13,3+0,1 0,75
Caj od maj¢ine dusice 86 + 4 4,65
Rtanjski &aj 46 + 1 2,17
Caj od koprive 85+0,1 1,18
Caj od $ipka 17,4+0,2 1,15
Caj od zove 18,9 + 0,4 2,11
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Caj od lipe 19 +2 10,52
Caj od zalfije 10,2 +0,7 6,86
Caj od mente 39,9+0,9 2,25
Caj od hajducke trave 25+ 1 4,00
Caj od kamilice 7,7+0,1 1,30

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 7,7 mg CE/g u

¢aju od kamilice do 86 mg CE/g u ¢aju od majcine dusice.

Tabela 4.2.17. Sadrzaj ukupnih flavonoida u metanolnom ektraktu voénih filter ¢ajeva

Uzorak Cy = SD RSD
mg CE/g %
Caj od vi$nje 62+ 2 3,23
Caj od jagode 36+1 2,78
Caj od maline 65+ 2 3,08
Caj od sumskog voéa 26+ 1 3,85
Caj od kajsije 49 +2 4,08
Caj od divlje tre$nje 19,6 +0,4 2,04
Caj od borovnice 30,8 +0,7 2,27
Caj od jabuke sa cimetom 35,6 +0,3 0,84
Caj od nara 45,2 +0,3 0,66
Caj od ananasa 22,7 +0,3 1,32
Caj od juznog voca 30,5+0,6 1,97

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 19,6 mg CE/g u

Caju od divlje tresnje do 65 mg CE/g u ¢aju od maline.
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Tabela 4.2.18. Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih

filter ¢ajeva

Uzorak Cs £ SD RSD
mg CE/g %
Crni &aj 15+1 6,67
Zeleni &aj 21,5+0,9 4,19
Caj od uve 27,4+0,6 2,19
Caj od kantariona 25,4+ 0,2 0,79
Caj od hibiskusa 95+0,1 1,05
Caj od majéine dusice 780 0,00
Rtanjski &aj 70+ 4 5,71
Caj od koprive 49+0,1 2,04
Caj od sipka 11,6 £0,3 2,59
Caj od zove 20,2+ 0,7 3,47
Caj od lipe 12,5+0,3 2,40
Caj od zalfije 9,2+0,4 4,35
Caj od mente 34+1 2,94
Caj od hajducke trave 16,4+0,3 1,83
Caj od kamilice 34+0,0 0,00

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 3,4 mg CE/g u

¢aju od kamilice do 78 mg CE/g u ¢aju od majcine dusice.

Tabela 4.2.19. Sadrzaj ukupnih flavonoida u etanolnom ekstraktu vocnih filter cajeva

Uzorak Cs = SD RSD
mg CE/g %
Caj od vi$nje 38,7+0,0 0,00
Caj od jagode 18,8+ 0,0 0,00
Caj od maline 39+1 2,56
Caj od sumskog voca 13,7+0,7 5,11
Caj od kajsije 21,7+0,9 4,15
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Caj od divlje tresnje 13,7+ 0,0 0,00
Caj od borovnice 25,1+0,1 0,40
Caj od jabuke sa cimetom 21,8+0,8 3,67
Caj od nara 19,9+0,3 1,51
Caj od ananasa 21,4+0,1 0,47
Caj od juznog voca 20,9+0,1 0,48

Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 13,7 mg CE/g u

¢aju od divlje tresnje do 39 mg CE/g u ¢aju od maline.

Tabela 4.2.20. Sadrzaj ukupnih flavonoida u acetonskom ekstraktu crnog, zelenog i biljnih

filter ¢ajeva

Uzorak csr+SD RSD
mg CE/g %
Crni ¢aj 371 2,70
Zeleni Caj 31+1 3,22
Caj od uve 37+2 5,41
Caj od kantariona 25+ 1 4,00
Caj od hibiskusa 9,5+0,2 2,11
Caj od maj¢ine dusice 72+6 8,33
Rtanjski caj 603 5,00
Caj od koprive 52+0,2 3,85
Caj od 3ipka 14,1+ 0,6 4,25
Caj od zove 212+04 1,87
Caj od lipe 19,6 + 0,5 2,56
Caj od zalfije 11,9+0,4 3,36
Caj od mente 48 + 2 417
Caj od hajducke trave 14,9+0,1 0,67
Caj od kamilice 56+0,2 3,57

Koncentracija ukupnih flavonoida filter ¢ajevima kre¢e se u granicama od 5,2 mg

CE/g u ¢aju od koprivi do 72 mg CE/g u ¢aju od maj¢ine dusice.

152



Jovana Krsti¢

Doktorska disertacija

Tabela 4.2.21. Sadrzaj ukupnih flavonoida u acetonskom ekstraktu voénih filter ¢ajeva

Uroral csr+ SD RSD
mg CE/g %
Caj od visnje 81+3 3,70
Caj od jagode 31+1 3,22
Caj od maline 84+1 1,19
Caj od sumskog voca 23,2+0,9 3,88
Caj od kajsije 35+1 2,86
Caj od divlje tresnje 254+0,1 0,39
Caj od borovnice 43+1 2,32
Caj od jabuke sa cimetom 311 3,22
Caj od nara 25,3+0,1 0,39
Caj od ananasa 244+0,1 0,41
Caj od juznog voca 29,9+0,6 2,01

Koncentracija ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima krece se u granicama od 23,2 mg

CE/g u ¢aju od sumskog voc¢a do 84 mg CE/g u ¢aju od maline.

Graficki prikazi sadrzaja ukupnih flavonoida u razli¢itim ekstraktima crnog, zelenog,

biljnih i vo¢nih filter ¢ajeva dati su na slikama 4.2.6 i 4.2.7.
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Slika 4.2.6. Sadrzaj ukupnih flavonoida u razlicitim ekstraktima crnog, zelenog i
biljnih filter cajeva
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Slika 4.2.7. Sadrzaj ukupnih flavonoida u razlicitim ekstraktima vocnih filter cajeva

Sadrzaj ukupnih flavonoida u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajeva od aronije dat je u
tabeli 4.2.22.

Tabela 4.2.22. Sadrzaj ukupnih flavonoida u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Voda RSD Metanol RSD Etanol RSD Aceton RSD
% % % %

Al 233+0,7 300 57+05 877 8304 482 108=+0,1 0,92
A2 128+05 391 26+01 38 29%+02 690 114+04 351
A3 124+05 403 28+x02 714 4501 222 35+02 571
A4 257+x0,7 2,72 42+00 000 136+x01 0,74 52+1 1,92
A5 111+00 000 38+x03 790 34+03 882 136+00 0,00
A6 135+0,1 0,74 41+01 244 261+0,03 115 105%+01 0,95
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Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 4.2.22. moze se uociti da je koncentracija
ukupnih flavonoida u pojedinim uzorcima filter ¢ajeva od aronije najveca u vodi kao
rastvaracu i da se krec¢e od 11,1 mg CE/g (A5) do 25,7 mg CE/g (A4).

Graficki prikaz sadrzaja ukupnih flavonoida u razli¢itim ekstraktima filter ¢ajeva od

aronije dat je na slici 4.2.8.
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Slika 4.2.8. Sadrzaj ukupnih flavonoida u razlicitim ekstraktima filter cajeva od aronije

Na osnovu dobijenih rezultata za sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim uzorcima

filter Cajeva, najveci sadrzaj flavonoida je u vecini vodenih ekstrakata, a zatim u acetonskim,

......

vi$nje 1 maline su sa najve¢im sadrzajem ukupnih flavonoida.

4.2.1. Ukupni monomerni antocijani

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja (css £ SD, n = 2) ukupnih
monomernih antocijana u vodenom ekstraktu filter ¢ajeva dati su u tabeli 4.2.1.1. Sadrzaj je

izrazen kao milligram cijanidin-3-O-glukozid ekvivalenta u sto grama uzorka (mg
CGE/100g).
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Tabela 4.2.1.1. Sadrzaj ukupnih antocijana u vodenom ekstraktu biljnih i vo¢nih filter ¢ajeva

Urorak Csr = SD RSD
mg CGE/100g %
Caj od hibiskusa 453 + 3 0,66
Caj od $ipka 101 +3 3,00
Caj od visnje 5,84 + 0,03 0,51
Caj od jagode 177 £ 4 2,26
Caj od kajsije 40+3 7,50
Caj od divlje tresnje 191+6 3,14
Caj od borovnice 402+ 4 1,00
Caj od jabuke sa cimetom 306 + 3 1,00
Caj od nara 3763 0,80
Caj od juznog voca 137+ 4 2,92

Sadrzaj ukupnih antocijana u pojedinim uzorcima filter ¢ajeva krece od 5,84 mg
CGE/100g u ¢aju od visnje do 453 mg CGE/100g u ¢aju od hibiskusa.

U tabeli 4.2.1.2. dat je sadrzaj ukupnih antocijana u filter ¢ajevima od aronije.

Tabela 4.2.1.2. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u ¢ajevima od aronije

Uzorak Csr £ SD RSD
mg CGE/100g %
Al 8,29 +0,01 0,12
A2 5,42 £ 0,03 0,55
A3 5,61+0,01 0,18
A4 9,94 + 0,01 0,10
A5 10,56 £ 0,04 0,37
A6 7,35+ 0,01 0,14

Koncentracija ukupnih monomernih antocijana u uzorcima ¢ajeva od aronije krece od
5,42 mg CGE/100g (A2) do 10,56 mg CGE/100g (A5).
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4.3. Antioksidativna (antiradikalska) aktivnost - ABTS metod

Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (ABTS) aktivnosti data je na slici
4.3.1.
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Slika 4.3.1. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (ABTS) aktivnosti
(Trolox, .. = 734 nm):

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
A=0,0262-c, —0,0154 R =0,99601

gde je cx nepoznata koncentracija u mmol/l, a R koeficijenat korelacije.

Nivo antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima izracunat je na osnovu
jednacine prave i sadrzaj je izrazen kao milimolovi Trolox ekvivalenta po gramu uzorka
(mmol TE/g).

Antioksidativna (ABTS) aktivnost (¢ = SD, n = 2) crnog, zelenog i biljnih filter
Cajeva (Csr = SD, n = 2) data je u tabeli 4.3.1, voc¢nih filter ¢ajeva u tabeli 4.3.2, a filter Cajeva
od aronije u tabeli 4.3.3.
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Tabela 4.3.1. Antioksidativha (ABTS) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva

Uzorak Cy = SD RSD
mmol TE/g %
Crni &aj 3,21 0,00 0,00
Zeleni &aj 3,09 £ 0,00 0,00
Caj od uve 3,19+0,01 0,31
Caj od kantariona 3,17 £0,00 0,00
Caj od hibiskusa 3,20 £ 0,01 0,31
Caj od majéine dusice 3,22 £ 0,02 0,62
Rtanjski ¢aj 3,24 £ 0,02 0,62
Caj od koprive 2,98 +0,04 1,34
Caj od 3ipka 3,21 + 0,00 0,00
Caj od zove 3,03 0,04 1,32
Caj od lipe 3,27 £0,01 0,30
Caj od zalfije 3,18 £ 0,00 0,00
Caj od mente 3,18 £0,01 0,31
Caj od hajducke trave 3,24 + 0,00 0,00
Caj od kamilice 3,19+0,03 0,94

Antioksidativna (ABTS) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva ima priblizne
vrednosti i menja se u granicama od 2,98 mmol TE/g za ¢aj od koprive do 3,27 mmol TE/g za

¢aj od lipe.

Tabela 4.3.2. Antioksidativna (ABTS) aktivnost vo¢nih filter ¢ajeva

Uzorak Cs + SD RSD
mmol TE/g %
Caj od vi$nje 3,18 £ 0,01 0,31
Caj od jagode 3,2+0,0 0,0
Caj od maline 3,17 +0,01 0,32
Caj od sumskog voca 2,72 +0,01 0,37
Caj od kajsije 3,23 0,00 0,0
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Caj od divlje tresnje

Caj od borovnice

Caj od jabuke sa cimetom
Caj od nara

Caj od ananasa

Caj od juznog voca

3,0+£0,0

3,06+0,0
3,12+0,01
3,04 +0,01
3,18 +0,01
26+0,1

0,0
0,0
0,32
0,33
0,31
3,85

Antioksidativna (ABTS) aktivnost vocnih filter ¢ajeve takode ima priblizne vrednosti

I menja se u granicama od 2,6 mmol TE/g za ¢aj od juznog voéa do 3,23 mmol TE/g za ¢aj od

kajsije.

Tabela 4.3.3. Antioksidativna (ABTS) aktivnost filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Csr £ SD RSD
mmol TE/g %
Al 2,715 + 0,007 0,26
A2 2,744 + 0,006 0,22
A3 2,731 + 0,006 0,22
Ad 0,076 + 0,001 1,32
A5 0,09 + 0,00 0,00
A6 0,051 + 0,001 1,96

Antioksidativna (ABTS) aktivnost filter ¢ajeva od aronije menja se u granicama od

0,051 mmol TE/g za uzorak A6 do 2,744 mmol TE/g za uzorak A2.
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4.4. Antioksidativna (radikalska) aktivnost - DPPH metod

Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne, radikalske (DPPH), aktivnosti data
je naslici 4.4.1.
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Slika 4.4.1. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (DPPH) aktivnosti
(Trolox, 515 nm)

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
AA=0,0313-c, —-0,01 R =0,99986

gde je ¢ nepoznata koncentracija u mmol/l, a R koeficijenat korelacije.

Nivo antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima izracunat je na osnovu
jednacine prave i sadrzaj je izrazen kao milimolovi Trolox ekvivalenta po gramu uzorka
(mmol TE/g).

Antioksidativna (DPPH) aktivnost (cs = SD, n = 2) crnog, zelenog i biljnih filter
Cajeva (Csr = SD, n = 2) data je u tabeli 4.4.1, vocénih filter ¢ajeva u tabeli 4.4.2, a filter Cajeva

od aronije u tabeli 4.4.3.
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Tabela 4.4.1. Antioksidativna (DPPH) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter cajeva

Uzorak Cs = SD RSD
mmol TE/g %
Crni ¢aj 0,181 + 0,001 0,55
Zeleni Caj 0,180 + 0,004 2,22
Caj od uve 0,177 + 0,001 0,56
Caj od kantariona 0,173 + 0,003 1,73
Caj od hibiskusa 0,124 + 0,000 0,00
Caj od majcine dusice 0,173 £ 0,002 1,16
Rtanjski ¢aj 0,175 + 0,001 0,57
Caj od koprive 0,084 + 0,005 5,95
Caj od sipka 0,163 + 0,003 1,84
Caj od zova 0,118 + 0,000 0,00
Caj od lipe 0,173 + 0,002 1,16
Caj od zalfije 0,180 + 0,001 0,56
Caj od mente 0,172 + 0,001 0,58
Caj od hajducke trave 0,148 + 0,002 1,35
Caj od kamilice 0,062 + 0,003 4,84

Antioksidativna (DPPH) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter cajeva se krece u

granicama od 0,062 mmol TE/g za ¢aj od kamilice do 0,181 mmol TE/g za crni ¢aj.

Tabela 4.4.2. Antioksidativna (DPPH) aktivnost vo¢nih filter ¢ajeva

Urorak Csr = SD RSD
mmol TE/g %
Caj od vi$nje 0,181 + 0,017 9,39
Caj od jagode 0,142 + 0,003 2,11
Caj od maline 0,180 + 0,001 0,56
Caj od sumskog voca 0,126 + 0,005 3,97
Caj od kajsije 0,114 + 0,005 4,39
Caj od divlje tresnje 0,126 + 0,002 1,59
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Caj od borovnice 0,140 + 0,002 1,43
Caj od jabuke sa cimetom 0,122 + 0,001 0,82
Caj od nara 0,138 £ 0,002 1,45
Caj od ananasa 0,107 + 0,001 0,93
Caj od juznog voca 0,034 + 0,000 0,00

Antioksidativna (DPPH) aktivnost za voéne filter Cajeve se kre¢e u granicama od

0,034 mmol TE/g za ¢aj od juznog voca do 0,181 mmol TE/g za ¢aj od visnje.

Tabela 4.4.3. Antioksidativna (DPPH) aktivnost filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Cs £ SD RSD
mmol TE/g %
Al 0,067 +£ 0,001 1,49
A2 0,074 £ 0,002 2,70
A3 0,068 + 0,001 1,47
A4 0,055 + 0,001 1,82
A5 0,058 + 0,001 1,72
A6 0,051 + 0,001 1,96

Antioksidativna (DPPH) aktivnost filter ¢ajeva od aronije se kre¢e u granicama od
0,051 mmol TE/g za uzorak A6 do 0,074 mmol TE/g za uzorak A2.

4.5, Antioksidativna aktivnost - FRAP metod

Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (FRAP) aktivnosti data je na slici

45.1.
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Slika 4.5.1. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (FRAP) aktivnosti
(Fe**, 595 nm)

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
A=0,01863-c, +0,08277 R =0,99909

gde je cx nepoznata koncentracija u mmol/l, a R koeficijenat korelacije.

Nivo antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima izraunat je na osnovu

jednadine prave i sadrzaj je izrazen kao milimolovi Fe " ekvivalenta po gramu uzorka (mmol
FE/g).

Antioksidativna (FRAP) aktivnost (cs £ SD, n = 2) crnog, zelenog i biljnih filter
Cajeva (Csr = SD, n = 2) data je u tabeli 4.5.1, vocénih filter ¢ajeva u tabeli 4.5.2, a filter Cajeva

od aronije u tabeli 4.5.3.
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Tabela 4.5.1. Antioksidativna (FRAP) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva

Uzorak Cs = SD RSD
mmol FE/g %
Crni ¢aj 0,788 + 0,001 0,13
Zeleni Caj 1,83 +£0,03 1,64
Caj od uve 1,725 + 0,009 0,52
Caj od kantariona 0,44 + 0,02 4,55
Caj od hibiskusa 0,45 + 0,03 6,67
Caj od majcine dusice 0,48 + 0,03 6,25
Rtanjski ¢aj 0,70£0,01 1,43
Caj od koprive 0,127 + 0,005 3,94
Caj od sipka 1,15+ 0,04 3,48
Caj od zove 0,40 + 0,01 2,5
Caj od lipe 0,42 +0,02 4,76
Caj od zalfije 0,76 + 0,04 5,26
Caj od mente 0,92 +0,07 7,61
Caj od hajducke trave 0,49 + 0,03 6,12
Caj od kamilice 0,194 + 0,005 2,58

Antioksidativna (FRAP) aktivnost za crni, zeleni i biljne filter Cajeve se krece u
granicama od 0,127 mmol FE/g za ¢aj od koprive do 1,83 mmol FE/g za zeleni Caj.

Tabela 4.5.2 Antioksidativna (FRAP) aktivnost vo¢nih filter ¢ajeva

Usorak Csr £ SD RSD
mmol FE/g %
Caj od visnje 0,92 + 0,06 6,52
Caj od jagode 0,417 £ 0,008 1,92
Caj od maline 1,121 + 0,002 0,18
Caj od sumskog voca 0,37 £0,02 5,41
Caj od kajsije 0,34 +0,01 2,94
Caj od divlje trednje 0,49 £ 0,02 4,08
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Caj od borovnice 0,64 + 0,02 3,13
Caj od jabuke sa cimetom 0,349 + 0,006 1,72
Caj od nara 0,54 + 0,02 3,70
Caj od ananasa 0,477 + 0,007 1,47
Caj od juznog voca 0,30 £ 0,02 6,67

Antioksidativna (FRAP) aktivnost za voéne filter ¢ajeve se krece u granicama od 0,30

mmol FE/g za ¢aj od juznog voéa do 1,121 mmol FE/g za ¢aj od maline.

Tabela 4.5.3. Antioksidativna (FRAP) aktivnost filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Csr £ SD RSD
mmol FE/g %
Al 0,147 + 0,002 1,36
A2 0,136 + 0,001 0,73
A3 0,147 £ 0,002 1,36
Ad 0,153 + 0,003 1,96
A5 0,144 + 0,002 1,39
A6 0,151 + 0,003 1,99

Antioksidativna (FRAP) aktivnost za filter ¢ajeve od aronije se kreé¢e u granicama od
od 0,136 mmol FE/g za uzorak A2 do 0,153 mmol FE/g za uzorak A4.

4.6. Antioksidativna aktivnost - Fe(l11)/Fe(ll) metod

Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne Fe(lll)/Fe(ll) aktivnosti data je na
slici 4.6.1.
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Slika 4.6.1. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativne (Fe(lll)/Fe(Il))

(askorbinska kiselina, 700 nm)

Primenom kompjuterskog programa ORIGIN 7,0 dobijena je jednacina prave:
A=0,01546-c, +0,10845 R = 0,99856

gde je cx nepoznata koncentracija u mmol/l, a R koeficijenat korelacije.

Nivo antioksidativne aktivnosti u ispitivanim uzorcima izraCunat je na osnoVu
jednacine prave i sadrzaj je izrazen kao milimolovi askorbinske kiseline ekvivalenta po
gramu uzorka (mmol AAE/g).

Antioksidativna (Fe(l11)/Fe(ll)) aktivnost (cs = SD, n = 2) crnog, zelenog i biljnih
filter ¢ajeva (Csr = SD, n = 2) data je u tabeli 4.6.1, voénih filter Cajeva u tabeli 4.6.2, a filter

Cajeva od aronije u tabeli 4.6.3.
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Tabela 4.6.1. Antioksidativna (Fe(I11)/Fe(lI1)) aktivnost crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva

Uzorak Csr £ SD RSD
mmol AAE/g %
Crni ¢aj 2,57 + 0,04 1,56
Zeleni caj 75+0,1 1,33
Caj od uve 73+0,1 1,37
Caj od kantariona 1,57 + 0,08 5,10
Caj od hibiskusa 1,34 + 0,03 2,24
Caj od majcine dusice 2,06 + 0,05 2,43
Rtanjski ¢aj 2,20 £ 0,08 3,64
Caj od koprive 2,40 £ 0,09 3,75
Caj od sipka 3,52 +0,03 0,85
Caj od zove 1,30 + 0,02 1,54
Caj od lipe 1,94 +0,01 0,52
Caj od zalfije 2,65 + 0,05 1,89
Caj od mente 3,76 + 0,02 0,53
Caj od hajducke trave 2,35+ 0,09 3,83
Caj od kamilice 1,38 + 0,01 0,72

Antioksidativna (Fe(l11)/Fe(ll)) aktivnost za crni, zeleni i biljne filter Cajeve se krece

u granicama od 0,30 mmol AAE/g za ¢aj od zove do 7,5 mmol AAE/g za zeleni Caj.

Tabela 4.6.2. Antioksidativna (Fe(III)/Fe(II)) aktivnost vo¢nih filter ¢ajeva

Uorak Csr = SD RSD
mmol AAE/g %
Caj od visnje 3,77 +£0,01 0,27
Caj od jagode 2,01 +£0,05 2,49
Caj od maline 3,93+ 0,04 1,02
Caj od sumskog voca 1,85 + 0,02 1,08
Caj od kajsije 1,7+0,1 5,89
Caj od divlje tresnje 2,12 +0,04 1,89
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Caj od borovnice 2,68 + 0,06 2,24
Caj od jabuke sa cimetom 2,37 +£0,08 3,38
Caj od nara 2,95+0,13 4,41
Caj od ananasa 2,02 +0,07 3,47
Caj od juznog voca 0,42 + 0,02 4,76

Antioksidativna (Fe(l11)/Fe(11)) aktivnost za voéne filter ¢ajeve se krece U granicama

od 0,42 mmol AAE/g za ¢aj juznog voc¢a do 3,93 mmol AAE/g za ¢aj od maline.

Tabela 4.6.3. Antioksidativna (Fe(l11)/Fe(I1)) aktivnost filter ¢ajeva od aronije

Uzorak Csr £ SD RSD
mmol AAE/g %
Al 0,14 £0,01 7,14
A2 0,53 £0,02 3,77
A3 0,88 £ 0,02 2,27
Ad 3,48 £ 0,04 1,15
A5 2,14 £ 0,03 1,40
A6 2,52 +£0,03 1,19

Antioksidativna (Fe(ll1)/Fe(ll)) aktivnost za filter Cajeve od aronije se kreée u
granicama od 0,14 mmol AAE/g za uzorak Al do 3,48 mmol AAE/g za uzorak A4.
Grafic¢ki prikaz antioksidativnog potencijala analiziranih filter cajeva primenom

razlicitih testova dat je na slici 4.6.2.
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Slika 4.6.2. Antioksidativni potencijal analiziranih filter cajeva primenom razlicitih testova

— 87
= m DPPH
‘S
g 6| W ABTS
°
S m FRAP
s 4 - | Fe(lll)/Fe(lN)
<
=]
.G 2 -
X
e
)
g o
'\J("b\ ‘\J“"b\ & & \Q""b ¥ \J"’b\ Q Q’J'Q\@ ¥ & ¥ Q,‘,\& @Az '\\\&
&R A FXRTDENE LSS
A N SR N S NN R Sl
TN 30 Y 07 > U >
. Ob .\0 & _,Cb\ C (P 4D '.b\b t’é\o
o (-"b_ O .og{\
J(;b\ J(J'b\
Uzorak
5 -
= m DPPH
== 4
= m ABTS
=) e 3 -
25 = FRAP
L9 21
o
I= m Fe(lll)/Fe(ll)
< 14
0 .
& & & & & ¢ & & Ac"db
R\S o &'b & \{_'z,\ @ ) ) 6(\ X &
S ¥ @ & & & T F S
TN R N P AR AT
SN A P\ & S
O ; <
N © 38 ¢
Jé,\o
i’Jzorak
— 4 ]
(3]
=35 -
o
R
L m DPPH
8 25 -
— m ABTS
S 2 FRAP
= ]
= 15 -
S m Fe(1ll)/Fe(ll)
.(7) 1 .
X
S 05 -
o
< O
Al A2 A3 A4 A5 A6
Uzorak

169

Doktorska disertacija




Jovana Krstic Doktorska disertacija

4.7. Antioksidativna aktivnost - cikli¢na voltametrija

Cikli¢ni voltamogrami ispitivanih filter ¢ajeva snimani su u opsegu potencijala od 0
mV do 800 mV kako bi se obuhvatile sve grupe antioksidanasa (slike 4.7.1. i 4.7.2.).
Povrsina ispod najveceg anodnog pika koji se javio na potencijalu od 600 mV predstavlja
meru sadrzaja prisutnih antioksidanata i obelezava se sa Qggo. Antioksidativni kompozitni
indeks (ACI) izracunat je za svaki uzorak kao: (Qgoo/Qsoomax)*100 (Piljac-Zegarac i sar.,
2010). Svi anodni pikovi (Epa), vrednosti anodne struje (Ipa) i Qgoo Vrednosti analiziranih
filter ¢ajeva dati su u tabelama 4.7.1.,4.7.2.14.7.3.

Iz tabela 4.7.1.14.7.2.14.7.3. se vidi da od biljnih filter ajeva zeleni ¢aj ima najveci
ACI indeks, a zatim slede ¢aj od uve, crni ¢aj i ¢aj od hibiskusa. To je i u skladu sa ukupnim
sadrzajem flavonoida. Kod voénih filter ¢ajeva najvece vrednosti ACI imaju ¢aj od maline,
¢aj od visnje i ¢aj od borovnice. Kod filter ¢ajeva od aronije najve¢i ACI indeks ima uzorak

A4, a zatim slede uzorci A5 i A3.

10 x 10 —
8x10°

Caj od kantariona

6x10° — Caj od uve
Caj od sumskog voéa

< e __ Caj od hibiskusa

4x10° -
//
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0
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

EV)

Slika 4.7.1. Ciklicni voltagram biljnih i vocnih filter ¢ajeva
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Slika 4.7.2. Ciklicni voltagram filter cajeva od aronije
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Tabela 4.7.1. Epa i lpa, Qe00 1 ACI vrednosti za crni, zeleni i biljne filter ¢ajeve

Uzorak 1 Epa12 V) 3 1 lpa 2(uA) O (1C)  ACI
Crni &aj 05 06 07 87 165 212 33,6 72,0
Zeleni &aj 04 05 07 37 108 17,8 46,8 100,0
Caj od uve - - 0,7 - - 51,1 45,7 98,0
Caj od kantariona - 05 07 - 9,9 13,5 21,4 46,0
Caj od hibiskusa - 06 - - 6,9 - 0,4 0,8
Caj od maj¢ine dusice - - 0,7 - - 24,3 10,8 23,0
Rtanjski ¢aj - 05 07 - 8,7 14,5 6,9 15,0
Caj od koprive - - - - - - 0,0 0,0
Caj od sipka - - 0,7 - - 98,2 32,7 70,0
Caj od zove - 06 07 - 11,1 18,4 1,1 2,0
Caj od lipe 04 06 07 52 108 15,0 5,9 13,0
Caj od zalfije - 05 07 - 6,9 11,8 0,5 1,0
Caj od mente - 05 07 - 8,1 11,6 1,2 3,0
Caj od hajducke trave - - 0,7 - - 21,1 5,1 11,0
Caj od kamilice - 05 07 - 6,7 8,9 1,0 2,0

“pikovi nisu detektovani
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Tabela 4.7.2. Epa i lpa, Qs00 1 ACI vrednosti za voéne filter ¢ajeve

Uzorak Epa (V) lpa (LA)

1 2 3 1 2 3 Qs00 (LC)  ACI
Caj od vidnje N - 0,7 - - 20,7 3,7 84,0
Caj od jagode 0,4 0,6 - 5,7 11,9 - 2,8 63,0
Caj od maline 0,5 0,6 0,7 7,9 13,1 16,9 44 100,0
Caj od Sumskog voca 0,4 0,5 0,7 5,7 10,0 12,7 2,9 67,0
Caj od kajsije 04 05 07 65 101 125 2,1 49,0
Caj od divlje trednje 0,4 0,5 07 57 9,9 13,2 2,6 60,0
Caj od borovnice 0,5 0,6 0,7 7,5 13,1 16,1 3,6 81,0
Caj od jabuke sa cimetom 0,5 0,6 0,7 6,0 10,2 13,2 2,4 54,0
Caj od nara 0,4 - 07 53 - 17,8 2,9 67,0
Caj od ananasa 0,4 0,5 0,7 49 - 14,7 2,9 61,0
Caj od juznog voca - 0,5 0,7 - 9,6 14,2 2,1 49,0

“pikovi nisu detektovani

Tabela 4.7.3. Epa i lpa, Qe001 ACI vrednosti za filter ¢ajeve od aronije

Uzorak Epa (V) lpa (HA)

1 2 3 1 2 3 Qsoo (LC) ACI
Al - 0,5 - - 4,5 - - -
A2 - 0,5 - - 5,9 - 1,4 24,7
A3 - 0,6 - - 9,5 - 3,4 59,2
Ad 0,5 - 0,7 7,8 - 9,8 4,3 75,0
A5 0,5 - 0,7 8,1 - 10,4 3,7 64,4
A6 0,5 - 0,7 9,6 - 12,2 3,0 52,5

“pikovi nisu detektovani

Antioksidativna aktivnost ispitivanih filter ¢ajeva se ne moze opisati samo jednim
testom. Zbog toga je za odredivanje antioksidativne aktivnosti filter ¢ajeva koriSéeno Cetiri
spektrofotometrijska metoda (DPPH, ABTS, FRAP i RP) i elektrohemijski metod (cikli¢na
voltametrija).
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Kod ABTS i DPPH metoda prati se smanjenje apsorbance na odredenoj talasnoj
duzini koje je u funkciji koncentracije antioksidanasa, a kod FRAP i RP metoda se prati
povecanje apsorbance Koje je posledica reakcije nastajanja obojenog produkta.

Kao i kod sadrzaja polifenola i flavonoida, antioksidativna aktivnost pokazuje
znaajne razlike u zavisnosti od vrste Caja. Antioksidativna aktivnost, odredena DPPH
testom, ispitivanih uzoraka filter ¢ajeva krece se od 0,034 mmol TE/g za vocne filter Cajeve
do 0,181 mmol TE/g za biljne filter ¢ajeve. Caj od juznog voéa je pokazao najmanju DPPH
aktivnost, a crni ¢aj najvecu aktivnost. Kod biljnih filter ¢ajeva najvec¢u DPPH aktivnosti su
pokazali crni ¢aj (0,181 mmol TE/g), zatim zeleni ¢aj (0,180 mmol TE/g) i ¢aj od uve (0,177
mmol TE/g). Najnizu DPPH aktivnost su pokazali ¢ajevi od kamilice (0,062 mmol TE/Q) i
koprive (0,084 mmol TE/g). Kod voénih filter ¢ajeva najvec¢u DPPH aktivnost su pokazali ¢aj
od visnje (0,181 mmol TE/g) i ¢aj od maline (0,180 mmol TE/g), dok je ¢aj od juznog vocéa
pokazao najnizu vrednost (0,034 mmol TE/g). Kod filter ¢ajeva od aronije najvecu DPPH
aktivnost je pokazao uzorak A2 (0,074 mmol TE/g), a najmanju uzorak A6 (0,051 mmol
TE/Q).

Antioksidativna aktivnost, odredivana ABTS testom, ispitivanih uzoraka filter ¢ajeva
krece se od 0,051 mmol TE/g za vocéne filter €ajeve do 3,27 mmol TE/g za biljne filter Cajeve.
Uzorak caja od aronije A6 je pokazao najmanju ABTS aktivnost, a ¢aj od lipe najvecu
aktivnost. Kod biljnih filter ¢ajeva najve¢u ABTS aktivnost je pokazali ¢aj od lipe (3,27
mmol TE/g), ¢aj od maj¢ine dusice (3,22 mmol TE/g) i crni ¢aj (3,21 mmol TE/g). Najnizu
ABTS aktivnost su pokazali ¢ajevi od koprive (2,98 mmol TE/g) i zove (3,03 mmol TE/g).
Kod vocnih filter ¢ajeva najvecu ABTS aktivnost su pokazali ¢ajevi od Kkajsije (3,23 mmol
TE/Q) i jagode (3,20 mmol TE/g), dok je ¢aj od juznog voca pokazao najmanju aktivnost
(2,59 mmol TE/g). Kod filter ¢ajeva od aronije najve¢u ABTS aktivnost je pokazao uzorak
A2 (2,744 mmol TE/g), a najmanju aktivnost uzorak A6 (0,051 mmol TE/Qg).

Vrednosti dobijene ABTS testom su vece od vrednosti dobijenih DPPH testom.

Isti odnos antioksidativne aktivnosti primenom ABTS i DPPH testova je dobijeni i u
istrazivanjima za guava voce, kao i u istrazivanjima za pivo i jeCam (Zhao i sar., 2008; Zhao
i sar., 2010). ABTS radikal jon ("skevindzer") reaguje kao donor elektrona u reakciji
redukcije polifenolnih jedinjenja i uopste kiseoni¢nih jedinjenja, kao $to su molekulski
kiseonik i vodonik peroksid. DPPH radikal reaguje sa antioksidansima koji su donori
vodonika (AH), kao i slobodnih radikala (R").
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Razli¢iti mehanizmi kinetickih reakcija izmedu polifenola i ABTS katjon radikala i
DPPH radikala dovode to razlic¢itih rezultata za dve metode.

Antioksidativna aktivnost, odredena FRAP testom, ispitivanih uzoraka filter ¢ajeva
krece se od 0,14 mmol TE/g za vocne filter ¢ajeve do 1,83 mmol TE/g za biljne filter Cajeve.
Uzorak c¢aja od aronije A2 je pokazao najmanju FRAP aktivnost, a zeleni ¢aj najvecu
aktivnost. Kod biljnih filter ¢ajeva najve¢u FRAP aktivnost su pokazali zeleni ¢aj (1,83 mmol
TE/g), ¢aj od uve (1,73 mmol TE/g) i crni ¢aj (3,21 mmol TE/g). Najnizu FRAP aktivnosti su
pokazali ¢ajevi od koprive (2,98 mmol TE/g) i Sipka (1,148 mmol TE/g). Kod vo¢nih filter
Cajeva najvecu FRAP aktivnost su pokazali ¢ajevi od maline (1,121 mmol TE/g) i visnje
(0,915 mmol TE/g), dok je ¢aj od juznog voca pokazao najmanju aktivnost (0,3 mmol TE/qg).
Kod filter ¢ajeva od aronije najvecu FRAP aktivnostije pokazao uzorak A4 (0,153 mmol
TE/qg), a najmanju uzorak A2 (0,14 mmol TE/g).

Antioksidativna aktivnost, odredena RP testom, ispitivanih uzoraka filter ¢ajeva krece
se od 0,14 mmol AAE/g za vocne filter ¢ajeve do 7,45 mmol AAE/g za biljne filter Cajeve.
Uzorak caja od aronije Al je pokazao najmanju RP aktivnost, a zeleni ¢aj najvecu aktivnost.
Kod biljnih filter ¢ajeva najveéu RP aktivnosti su pokazali zeleni ¢aj (7,45 mmol AAE/Q) i
¢aj od uve (7,27 mmol TE/g). Najmanju RP aktivnosti su pokazali ¢ajevi od zove (1,30 mmol
TE/Q) i hibiskusa (1,34 mmol TE/g). Kod voénih filter ¢ajeva najvecu RP aktivnost su
pokazali ¢ajevi od maline (3,93 mmol AAE/g) i visnje (3,77 mmol AAE/g), dok je ¢aj od
juznog voca pokazao najmanju aktivnost (0,42 mmol AAE/g). Kod filter ¢ajeva od aronije
najvecu RP aktivnosti je pokazao uzorak A4 (3,48 mmol AAE/g), a najmanju uzorak Al
(0,14 mmol AAE/Q).

Takode, dobijeni rezultati su pokazali da je antioksidativna mo¢ zelenog ¢aja i ¢aja od
uve znatno veca od crnog Caja. Od voénih Cajeva, cajevi od maline i treSnje su pokazali
najveci antioksidativni potencijal.

Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i sadrzaja ukupnih polifenola (slike
4.7.3.,4.7.4.,4.75.14.7.6.) je pozitivna i linerana (Fe(lll)/Fe(ll): R = 0,8106, p < 0,0001,;
FRAP: R = 0,7403, p < 0.0003; ABTS: R = 0,6959, p < 0,0007, DPPH: R = 0,6583, p <
0,0007), sto ukazuje da su polifenolna jedinjenja jedna od glavnih komponenti odgovornih za

antioksidativnu aktivnost ispitivanih uzoraka filter Cajeva.
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Slika 4.7.3. Korelacija izmedu ABTS antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenola
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Slika 4.7.4. Korelacija izmedu DPPH antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenola
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Slika 4.7.5. Korelacija izmedu FRAP antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenola
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Slika 4.7.6. Korelacija izmedu Fe(l11)/Fe(l1) antioksidativne aktivnosti i sadrzaja polifenola

Antioksidativni kompozitni indeksi (ACI) ispitivanih filter ¢ajeva, nakon primene
razlic¢itih testova, dati su u tabeli 4.7.4. Najveci ACI ineks pokazuje zeleni ¢aj i ¢aj od uve,
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Sto je u skladu sa visokim sadrzajem polifenola i rezultatima antioksidative aktivnosti
dobijene primenom razli¢itih testova (DPPH, ABTS, FRAP i Fe(ll1l)/Fe(Il)). Od voénih filter
Cajeva, cajevi od maline i viSnje imaju najvece ACI indekse, $to je takode u skladu sa

visokim sadrzajem polifenola i rezultatima antioksidativne aktivnosti.

Tabela 4.7.4. Antioksidativni kompozitni indeksi crnog, zelenog, biljnih i voénih filter ¢ajeva

Uzorak DPPH ABTS  FRAP RP Qs00 ACI
indeks  indeks indeks indeks indeks
Crni &aj 15,3 98,0 43,2 34,5 71,8 52,6
Zeleni ¢aj 15,3 98,2 100 100 100 82,7
Caj od uve 15,0 97,6 94,5 97,6 97,6 80,4
Caj od kantariona 14,7 96,9 24,0 21,1 45,7 40,5
Caj od hibiskusa 10,5 97,8 24,9 18 0,8 30,4
Caj od maj¢ine dugice 14,7 98,5 26,4 27,7 23,1 38,1
Rtanjski &aj 14,8 99,1 38,1 29,5 14,7 39,2
Caj od koprive 7.1 91,1 6,9 32,2 0,0 27,5
Caj od $ipka 13,8 98,1 62,9 47,2 69,9 58,4
Caj od zove 10,0 92,7 22,1 17,4 2,3 28,9
Caj od lipe 14,7 97,2 23,0 26 12,6 34,7
Caj od zalfije 100 100 41,4 35,6 1,1 55,6
Caj od mente 14,6 97,2 50,6 50,5 2,6 43,1
Caj od hajducke trave 12,5 99,1 27,0 31,5 11,0 36,2
Caj od kamilice 5,2 97,6 10,6 18,5 2,1 26,8
Caj od visnje 100 98,5 81,6 95,9 84,0 92,0
Caj od jagode 78,4 99,1 37,2 51,1 63,7 65,9
Caj od maline 99,4 98,1 100 100 100 99,5
Caj od sumskog voéa 69,7 84,2 33,2 47,1 67,1 60,3
Caj od kajsije 63 100 30,7 44 48,6 57,3
Caj od divlje tresnje 69,6 82,4 43,8 53,9 60,0 61,9
Caj od borovnice 77,3 94,4 56,7 68,2 81,1 75,5
Caj od jabuke sa cimetom 67,4 96,6 31,1 60,3 53,9 61,9
Caj od nara 76,2 94,1 47,9 75,1 67,1 72,1
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Caj od ananasa 59,1

Caj od juznog voca 18,8

98,5
80,2

42,6
26,9

51,4
10,7

66,0
48,6

63,5
37,0

Kada se uporedi antioksidativni kompozitni indeks analiziranih uzoraka filter ¢ajeva

sa rezultatima dobijenim za Cajeve iz Hrvatske (tabela 4.7.5.), moze se zakljuciti da Cajevi

dostupni na trziStu Srbije podjednako pokazuju visoke vrednosti ACI indeksa, kao i ¢ajevi

komercijalno dostupni u Hrvatskoj.

Tabela 4.7.5. Poredenje antioksidativnog kompozitnog indeksa analiziranih uzoraka biljnih i

voénih filter Gajeva sa rezultatima za ajeve iz Hrvatske

Uzorak DPPH ABTS FRAP Qs00 ACH
indeks indeks indeks Indeks

Caj od jabuke 51,6 (67,4)" 50,6 (96,6) 27,0(31,1) 50,3 (53,9) 44,9 (61,9)
Caj od hibiskusa 62,3 (10,5) 45,6(97,8) 485(24,9) 78,4(0,8) 58,7 (30,4)
Caj od sumskog vo¢a 58,4 (69,7) 38,0(84,2) 36,9 (33,2) 71,1(67,1) 51,1(60,3)
Caj od kajsije 71,5 (63) 57,4 (100) 61,3(30,7) 76,2(48,6) 66,6 (60,3)
Caj od visnje 64,5 (100)  46,2(985) 42,8(816) 79,1(84) 58,2 (92)
Caj od jagode 74,0 (78,4) 645(99,1) 61,6(37,2) 80,2(63,7) 69,3 (65,9)

"Piljac-Zegarac i sar., 2010; " U zagradama su podaci za &ajeve iz Srbije

Poredenjem primenjenih testova: ABTS, DPPH, FRAP i Fe(lll)/Fe(ll) (slike 4.7.7.,
4.7.8., 4.79., 47.10., 4.7.11. i 4.7.12.), moze se videti da postoji dobra korelacija izmedu
FRAP i Fe(ll1)/Fe(ll) testa (R = 0,8121; p < 0,0001), DPPH i ABTS (R = 0,6739; p < 0,0003)
i DPPH i Fe(lll)/Fe(ll) (R = 0,7402; p < 0,0001). Dobra korelacija je posledica sli¢nog
mehanizma koji se zasniva na prenosu elektrona u slabo kiseloj i neutralnoj sredini. FRAP
test pokazuje najmanji stepen korelacije u poredenju sa DPPH testom (R= 0,6474; p <
0,0007) i ABTS testom (R= 0,3294; p < 0,2324). Razlog tome leZi u Cinjenici da se reakcija
redukcije kompleksa [Fe(111)-(TPTZ),]*" do kompleksa [Fe(11)-(TPTZ),]** odvija u kiseloj
sredini, pri pH = 3,6 kako bi se smanjio jonizacioni potencijal koji bi omogucio prenos
elektrona, i povecao redoks potencijal, koji bi dodatno omogucio pomeranje reakcije u smeru

transfera elektrona (Hagerman i sar., 1998) Sa povecanjem pH vrednosti sredine smanjuje se
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stepen redukcije kompleksa. Kod svih ostalih testova reakcija prenosa elektrona se odvija u
slabo kiseloj i neutralnoj sredini.

Daljim poredenjem ovih metoda u smislu oksidansa, oni se mogu klasifikovati u dve
grupe. Prvu grupu ¢ine metodi koji koriste radikale u procesu oksidacije (ABTS i DPPH), a u
drugu grupu su metodi koji koriste metalne jone u procesu oksidacije (FRAP i Fe(ll1)/Fe(ll)).

n=27;R=0,6739 p <0,0003
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Slika 4.7.7. Korelacija izmedu vrednosti za ABTS | DPPH antioksidativnu aktivnost

n=27;R=0,8121; p <0,0001
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Slika 4.7.8. Korelacija izmedu vrednosti za FRAP i Fe(111)/Fe(1l) antioksidativnu aktivnost

n=27;R=0,6474; p <0,0007
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Slika 4.7.9. Korelacija izmedu vrednosti za DPPH i FRAP antioksidativnu aktivnost

n=27;R=0,7402; p <0,0001
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Slika 4.7.10. Korelacija izmedu vrednosti za DPPH i Fe(lll)/Fe(ll) antioksidativnu aktivnost

n=27;R=0,3294 p <0,2324
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Slika 4.7.11. Korelacija izmedu vrednosti za ABTS i FRAP antioksidativnu aktivnost

n=27;R=0,3851; p<0,0494
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Slika 4.7.12. Korelacija izmedu vrednosti za ABTS i Fe(l11)/Fe(ll) antioksidativnu aktivnost

4.8. Pojedinac¢na polifenolna jedinjenja u crnom, zelenom,

biljnim i voénim filter ¢ajevima

U cilju izbora najpodesnijeg rastvaraca za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja iz
uzoraka crnog, zelenog, biljnih i vo¢nih filter ¢ajeva, pripremljeni su razliciti ekstrakti
navedenih uzoraka i snimljeni odgovaraju¢i hromatogrami. Za odredivanje sadrzaja
pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u razli¢itim ekstraktima ispitivanih filter cajeva
koriS¢ene su odgovarajuc¢e kalibracione prave. Postupak dobijanja kalibracione prave
koriS¢enjem odgovarajucih standarda, dat je u Eksperimentalnom delu.

Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima izracunat je na
osnovu jednacina pravih i sadrzaj je izrazen u miligramima po gramu uzorka (mg/g).

Graficki prikaz sadrZaja pojedinacnih polifenola u razli¢itim ekstraktima crnog ¢aja
dat je na slici 4.8.1. Sa histograma se jasno vidi da sadrzaj pojedinacnih polifenola primenom
razlicitih rastvaraca opada u nizu: voda > metanol > etanol > aceton.

Na osnovu dobijenih rezultata i za ostale filter Cajeve, doSlo se do zakljucka da se

najveci stepen ekstrakcije postize koriS¢enjem vode kao rastvaraca. U tom smislu, dalja
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istrazivanja u cilju odredivanja sadrzaja pojedina¢nih polifenola, sprovedena su kori§¢enjem

vodenih ekstrakata filter ¢ajeva.
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Slika 4.8.1. Sadrzaj pojedinacnih polifenola u razlicitim ekstraktima crnog caja

Rezultati hromatografskog odredivanja sadrzaja (Cs £ SD, n = 2) pojedinacnih

polifenola u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima prikazani su u tabelama 4.8.1. - 4.8.4.

Dobijeni rezultati su izrazeni u miligramima po gramu uzorka filter ¢aja (mg/g).

Tabela 4.8.1. Sadrzaj fenolnih kiselina u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima

Uszorak Galna RSD Kafena RSD Protokatehinska RSD
kiselina % kiselina % kiselina %
Crni &aj 1,34+0,06 448 0,195+0,003 1,54 nd.” -
Zeleni Caj 1,98+0,08 4,04 0,261+0,005 192 0,223+0,006 2,69
Caj od uve 1,1+0,1 9,09 0,238+0,005 2,10 n.d. -
Caj od kantariona 0,122+0,005 4,10 0,115+0,002 1,74 n.d. -
Caj od hibiskusa 0,051+0,003 5,88 0,087+0,003 3,45 n.d. -
Caj od maj¢ine dusice 0,182+ 0,008 4,40 0,128 +0,003 2,34 n.d. -
Rtanjski ¢aj 0,161+0,008 4,97 0,054+0,001 1,85 n.d. -
Caj od koprive 0,161+0,008 4,97 0,113+0,002 1,77 n.d. -
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Caj od sipka

Caj od zove

Caj od lipe

Caj od zalfije

Caj od mente

Caj od hajducke trave

Caj od kamilice

1,01+0,05

0,26 +0,01
0,191 + 0,008
0,081 + 0,003
0,122 + 0,005
0,122 + 0,005
0,112 + 0,005

4,95
3,85
4,19
3,70
4,10
4,10
4,64

0,183 + 0,004
0,132 + 0,003
0,074 + 0,002
0,49+0,01
0,049 + 0,001
1,13+ 0,03
0,205 + 0,001

2,19
2,27
2,70
2,04
2,04
2,65
0,49

n.d. -
n.d. -
0,219+0,008 3,65
n.d. -
n.d. -
n.d. -
n.d. -

"nije detektovan

Tabela 4.8.2. Sadrzaj flavona (rutin i morin) i flavon-3-ola (kvercetin) u crnom, zelenom i

biljnim filter ¢ajevima

Uzorak Rutin RSP Morin RSD Kvercetin RSD
% % %
Crni ¢aj 1,485+ 0,007 0,47 nd.” - 0,854 £0,003 0,35
Zeleni ¢aj 1,091 £ 0,007 0,65 0,38+0,01 2,63 0,015+0,001 6,67
Caj od uve 1,99+0,01 0,50 n.d. - n.d. -
Caj od kantariona 1,09+0,13 11,92 n.d. - n.d. -
Caj od hibiskusa 0,846 £0,006 0,71 0,136+0,006 4,41 0,078+0,001 1,28
Caj od maj¢ine dusice 4,93 +£ 0,03 0,61 n.d. - n.d. -
Rtanjski ¢aj 0,509+0,003 059 1,007+0,004 040 1,061 +£0,004 0,38
Caj od koprive 0,218 £0,002 0,92 n.d. - n.d. -
Caj od Sipka 0,137 £0,004 2,92 n.d. - n.d. -
Caj od zove 1,68 + 0,01 0,60 0,152+0,003 1,97 0,254+0,001 0,39
Caj od lipe 0,428 £ 0,002 0,47 n.d. - n.d. -
Caj od zalfije n.d. - 1,23+0,01 0,81 1,726 +£0,003 0,17
Caj od mente 4,08+003 0,74 0,113+0,003 2,65 0,199+0,001 0,50
Caj od hajducke trave n.d. - n.d. - n.d. -
Caj od kamilice n.d. - n.d. - n.d. -

“nije detektovan
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Tabela 4.8.3. Sadrzaj flavan-3-ola u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima

Uzorak (+)-Katehin RSP (-)-Epikatehin RSP
% %
Crni ¢aj 0,263 + 0,008 3,22 0,26 £ 0,01 4,70
Zeleni ¢aj 0,40 £ 0,01 2,96 2,64 +£0,12 4,89
Caj od uve 0,73+0,02 2,99 0,97 £ 0,03 2,92
Caj od kantariona 0,132 £ 0,004 3,21 0,26 £ 0,01 3,79
Caj od hibiskusa 0,213 + 0,006 2,97 0,047 + 0,002 4,44
Caj od majéine dusice 0,041 + 0,001 3,14 0,026 + 0,001 4,94
Rtanjski ¢aj 0,112 +0,003 2,50 0,048 £ 0,003 5,61
Caj od koprive 0,38 + 0,01 2,75 0,24 + 0,01 4,03
Caj od sipaka 0,072 + 0,002 3,01 0,19+£0,01 5,51
Caj od zove 0,103 + 0,002 2,74 0,053 £ 0,003 4,811
Caj od lipe 0,041 + 0,002 4,61 0,23+0,01 4,77
Caj od zalfije 0,057 +0,002 4,96 0,23+0,01 4,87
Caj od mente 0,086 + 0,002 2,65 0,034 £ 0,001 4,16
Caj od hajducke trave 0,048 + 0,001 2,95 0,015 £ 0,001 4,08
Caj od kamilice 0,173 £ 0,005 3,06 0,038 + 0,002 4,84
(-)-Epigalo RSD ) ) RSD
Uzorak ) (-)-Epigalokatehin
katehin galat % %
Crni ¢aj 0,374+0,008 3,78 0,854 + 0,003 1,50
Zeleni Caj 1,73 +£0,08 3,33 0,015 + 0,004 1,29
Caj od uve 1,29 0,11 3,32 nd.” -
Caj od kantariona n.d. - n.d. -
Caj od hibiskusa n.d. - 0,078 £ 0,001 1,49
Caj od maj¢ine dusice n.d. - n.d. -
Rtanjski ¢aj 0,155+0,004 2,73 1,061 + 0,004 1,33
Caj od koprive 0,178 + 0,009 2,99 n.d. -
Caj od sipka 0,54 + 0,03 3,04 n.d. -
Caj od zove 0,087 +0,004 3,02 0,254 + 0,001 1,44
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Caj od lipe 0,29 + 0,01 2,92 n.d. -

Caj od zalfije n.d. - 1,726 £ 0,003 1,54

Caj od mente 0,069 +0,002 3,19 0,199 + 0,001 1,32

Caj od hajducke trave n.d. - n.d. -

Caj od kamilice n.d. - n.d. -

"nije detektovan

Tabela 4.8.4 Sadrzaj procijanidina u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima
Usorak Procijanidin ~ RSD  Procijanidin RSD Procijanidin ~ RSD
Bl % B2 % B3 %

Crni ¢aj 0,117+0,004 3,42 0,315+0,001 0,32 0,023+0,001 4,35
Zeleni ¢aj 0,158 + 0,004 2,53 0,35+ 0,01 2,86 0,030+0,001 3,33
Caj od uve 1,12 + 0,03 2,68 0,94 £ 0,03 3,19 nd.” -
Caj od kantariona 0,080 +0,002 250 0,236+0,007 297 0,130+0,003 2,31
Caj od hibiskusa 0,98 £ 0,03 3,06 0,100+0,003 3,00 n.d. -
Caj od majéine dusice 0,080 +£0,002 2,5 0,027+0,001 3,70 n.d. -
Rtanjski ¢aj 0,243+0,008 3,30 0,194+0,003 1,55 n.d. -
Caj od koprive 0,095+0,002 2,10 0,031+0,001 3,23 n.d. -
Caj od sipka 0,32+0,01 3,12 0,027+0,001 3,70 n.d. -
Caj od zove 0,106 £0,003 2,83 0,019+0,001 5,26 n.d. -
Caj od lipe 0,021+0,001 4,76 0,201+0,006 2,98 n.d. -
Caj od zalfije 0,047+0,001 212 0,025+0,001 4,00 0,014+0,00 7,14
Caj od mente 0,022+0,001 455 0,023+0,001 4,35 n.d. -
Caj od hajdu¢ke trave  0,073+0,002 2,74 0,309+0,009 2,91 n.d. -
Caj od kamilice 0,074+0,002 2,70 0,037+0,001 2,70 n.d. -

"nije detektovan

Graficki prikaz sadrzaja polifenolnih jedinjenja u ispitivanim filter ¢ajevima dat je na

slici 4.8.2.
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Slika 4.8.2. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u crnom, zelenom i biljnim filter cajevima
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Hromatogram uzorka zelenog filter ¢aja prikazan je na slici 4.8.3.
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Slika 4.8.3. Hromatogram zelenog caja snimljen na: a) 280 nm: 1 - galna kiselina, 2 -
ptrotokatehinska kiselina, 3 — kafena kiselina, b) FLD: 4 - procijanidin B1, 5 - (-)-
epigalokatehin, 6 - (+)-katehin, 7 - procijanidin B2, 8 - (-)-epikatehin, 9 — (-)-epigalokatehin
galat, 10 - procijanidin B3, ¢) 360 nm: 11 - rutin, 12 - morin, 13 — kvercetin

Dobijeni rezultati pokazuju da ispitivani filter cajevi sadrze fenolne kiseline (galnu,
protokatehinsku i kafenu kiselinu), flavone (rutin i morin), flavon-3-ol (kvercetin), flavan-3-
ole ((+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epigalokatehin galat, (-)-epigalokatehin) i procijanidine
(B1, B2i B3).

U svim ispitivanim uzorcima sadrzaj galne kiseline, kafene kiseline, protokatehinske
kiseline, rutina, morina, kvercetina, (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epigalokatehin galata,
(-)-epigalokatehina, procijanidina B1, B2 i B3 varira u intervalu koncentracija 0,051-1,98
mg/g, 0,049-1,13 mg/g, n.d.-0,223 mg/g, n.d.-4,93 mg/g, n.d.-1,23 mg/g, n.d.-1,726 mg/g,
0,041-0,73 mg/g, 0,026-2,64 mg/g, n.d.-1,73 mg/g, n.d.-1,07 mg/g, 0,021-1,12 mg/g, 0,023-
0,94 mg/g i n.d.-0,130 mg/g, redom.

Generalno, najveéi sadrzaj pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja je u zelenom c¢aju, a
zatim slede po sadrzaju ¢aj od uve, crni ¢aj, ¢aj od hibiskusa i ¢aj od kantariona.

Sadrzaj flavan-3-ola: (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epigalokatehin galata, (-)-

epigalokatehina i od kiselina najvise zastupljene galne kiseline, krec¢e se od 7,11 mg/g u
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zelenom ¢aju, 5,16 mg/g u ¢aju od uve, 2,447 mg/g u crnom ¢aju, 1,957 mg/g u ¢aju od Sipka,
0,617 mg/g u ¢aju od kantariona i 0,282 mg/g u ¢aju od maj¢ine dusice.

Poznato je da Kkatehin-tip flavonoidi podlezu procesu polimerizacije u toku
industrijskog procesa (Manach i sar., 2005). Medu polimerima katehin-tipa, procijanidin B1 i
B2 detektovani su u svim uzorcima bijnih filter ¢ajeva, dok je procijanidin B3 pronaden u
¢aju od kantariona (0,130 mg/g), zelenom c¢aju (0,030 mg/g), crnom ¢aju (0,023 mg/g) i Caju
od zalfije (0,014 mg/g). Sadrzaj procijanidina B1 i B2 u biljnim filter ¢ajevima se krec¢e u
intervalu koncentracija od 0,021 do1,12 mg/g i od 0,019 do 0,94 mg/g redom. Najveci sadrzaj
procijanidina B1 i B2 ima ¢aj od uve (2,06 mg/g), ¢aj od hibiskusa (1,08 mg/g), zeleni ¢aj
(0,508 mg/g) i crni ¢aj (0,432 mg/g).

Rezultati analize sadrzaja pojedina¢nih polifenola pokazuju da su zeleni ¢aj, crni ¢aj,
¢aj od uve, Caj od zalfije i ¢aj od kantariona sa najve¢im sadrzajem polifenola i flavonoida,
Sto ove Cajeve opravdano svrstava u grupu lekovitih Cajeva. Poznato je da polifenolna
jedinjenja prisutna u ¢ajevima poseduju brojena lekovita i delotvorna dejstva. Fenolne
kiseline, kao antioksidansi, spre¢avaju oSteCenje Celija u organizmu. Istrazivanja Katsube i
sar. (2006) navode izmedu ostalih flavonoida 1 kvercetin, rutin, morin kao vazne
antioksidanse.

Katehin-tip flavonoidi su se pokazali kao moc¢ni antioksidansi u mnogobrojnim
studijama (Wang i sar., 2009). Uti¢u na usporavanje starenja, snizavaju nivo holesterola u
organizmu 1 uopSteno poboljSavaju zdravstveno stanje organizma. Takode katehin-tip
flavonoidi pokazuju i izrazitu antivirusnu aktivnost (Onisi, 1993; Suzuki, 1983; Ui i sar.,
1991). Usled proizvodnog procesa, katehin u ¢ajevima podleze poilimerizaciji (Wang i sar.,
2009).

Rezultati hromatografskog odredivanja sadrzaja (cs £ SD, n = 2) pojedinacnih
polifenola u voénim filter ¢ajevima prikazani su u tabelama 4.8.5. - 4.8.8. Dobijeni rezultati

su izrazeni u miligramima po gramu uzorka vo¢nog ¢aja (mg/g).

Tabela 4.8.5. Sadrzaj fenolnih kiselina u vo¢nim filter ¢ajevima

RSD Kafena RSD Protokatehinska RSD

Uzorak Galna kiselina o o

% kiselina % kiselina %
Caj od vi$nje 1,34+0,06 4,48 n.d.* - n.d. -
Caj od jagode 0,21+0,01 4,76 053+0,01 1,89 n.d. -
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Caj od maline 1,68+0,07 4,17 n.d. - 0,051+0,002 3,92
Caj od $umskog voca 4,94 1,98 5,56
0,162 + 0,008 0,202 + 0,004 0,036 + 0,002
Caj od kajsije 0,111 +0,005 4,50 0,131+0,003 2,29 n.d. -
Caj od divlje tresnje 0,17 £ 0,01 588 0,177 +£0,004 2,26 n.d. -
Caj od borovnice 0,47+0,02 426 0,258+0,005 1,94 0,017+0,001 5388
Caj od jabuke sa cimetom  0,37+002 541  053+001 1,89 n.d. -
Caj od nara 0,22 +0,01 456 0,259+0,003 1,16 n.d. -

0,73+0,01 1,79
0,11+0,01 9,09

0,26+0,01 3,85
0,166 +0,003 1,81

Caj od ananasa 0,028 +0,001 3,57

n.d. -

Caj od juznog voéa

"nije detektovan

Tabela 4.8.6. Sadrzaj flavona (rutin i morin) i flavon-3-ola (kvercetin) u voénim filter

cajevima
Uzorak Rutin RSD Morin RSD Kvercetin RSD
% % %
Caj od visnje 0,809 + 0,005 0,62 nd.” - n.d. -
Caj od jagode 0,605 + 0,004 0,66 n.d. - 0,413 +£0,008 1,94
Caj od maline 1,277 +0,008 0,63 n.d. - 0,368 +£ 0,007 1,90
Caj od $umskog voca 0,076 £0,001 1,32 n.d. - n.d. -
Caj od kajsije n.d. - n.d. - n.d. -
Caj od divlje tresnje 0,080 +£0,001 1,25 n.d. - n.d. -
Caj od borovnice 0,293 +0,002 0,68 n.d. - 0,152 +0,003 1,97
Caj od jabuke sa cimetom 0,228 +0,001 0,44 0,076+0,001 1,32 0,026+0,001 3,85
Caj od nara 0,098 +0,001 1,02 n.d. - n.d. -
Caj od ananasa n.d. - n.d. - 0,018+ 0,001 5,56
Caj od juznog voca n.d. - n.d. - n.d. -

“nije detektovan
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Tabela. 4.8.7. Sadrzaj flavan-3-ola u voénim filter ¢ajevima

Doktorska disertacija

Uzorak (+)-Katehin RSD (-)-Epikatehin RSD
% %
Caj od visnje 1,47 0,04 2,72 0,23 +0,01 4,35
Caj od jagode 3,15 3,77
0,127 + 0,004 0,053 + 0,002
Caj od maline 0,162 + 0,005 3,09 0,186 = 0,009 4,84
Caj od sumskog voca 0,056 + 0,002 357  0,022+0,001 4,54
Caj od kajsije 0,039 + 0,001 256  0,019+0,001 5,26
Caj od divlje tresnje 0,066 + 0,002 303  0,028+0001 3,57
Caj od borovnice 0,089 + 0,003 3,37 0,036 = 0,002 5,56
Caj od jabuke sa cimetom 0,101 + 0,003 2,97 0,040 = 0,002 5,00
Caj od nara 0,049 + 0,001 2,04 0,016 + 0,001 6,25
Caj od ananasa 0,028 + 0,001 3,57 0,039 + 0,002 5,13
Caj od juznog voca 0,062 +0,002 323 0,025 £0,001 4,00
(-)-Epigalo katehin RSD RSD
Uzorak (-)-Epigalokatehin
galat % %
Caj od visnje 0,105 + 0,003 2,86 0,105 + 0,003 2,86
Caj od jagode 1,96 + 0,07 3,57 1,96 + 0,07 3,57
Caj od maline 0,076 + 0,003 3,95 0,076 = 0,003 3,95
Caj od sumskog voéa nd.” - n.d. -
Caj od kajsije n.d. - n.d. -
Caj od divlje tresnje n.d. - n.d. -
Caj od borovnice n.d. - n.d. -
Caj od jabuke sa cimetom n.d. - n.d. -
Caj od nara n.d. - n.d. -
Caj od ananasa n.d. - n.d. -
Caj od juznog voéa n.d. - n.d. -

"nije detektovan
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Tabela 4.8.8. Sadrzaj procijanidina u vo¢nim filter ¢ajevima

Procijanidin RSD  Procijanidin ~ RSD  Procijanidin  RSD

Uzorak

Bl % B2 % B3 %
Caj od visnje 0,103+£0,003 291 n.d.” - n.d. -
Caj od jagode 3,57 4,55 -

0,084 + 0,003 0,022 £ 0,001 n.d.

Caj od maline 0,133+£0,004 3,01 n.d. - n.d. -
Caj od Sumskog voca 0,081+0,003 3,70 0,072+0,002 2,78 n.d. -
Caj od kajsije 0,068 £0,001 1,47 0,056+0,002 3,57 n.d. -
Caj od divlje trednje 0,115+0,003 2,61 0,085+0,003 3,53 n.d. -
Caj od borovnice 0,095+0,003 3,16 0,028 +0,001 3,57 n.d. -
Caj od jabuke sa cimetom 0,180 +0,005 2,78 0,023+0,001 4,35 n.d. -
Caj od nara 0,091+0,003 3,30 0,065+0,002 3,08 n.d. -
Caj od ananasa n.d. - n.d. - n.d. -
Caj od juznog voca 0,054 £0,001 1,85 n.d. - n.d. -

“nije detektovan

Rezultati sadrzaja (cs = SD, n = 2, mg/g) Cetiri antocijana, derivata cijanidina, u

ispitivanim uzorcima dati su u tabeli 4.8.9. (samo za uzorke kod kojih su odredeni ukupni

antocijani). Kao S$to se moze videti iz tabele 4.8.9., od detiri derivata cijanidina,

najzastupljeniji je delfinidin-3-O-sambubiozid, a najmanje zastupljen je cijanidin-3-O-

glukozid.
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Tabela 4.8.9. Sadrzaj antocijana u filter Cajevima

Uszorak Delfinidin-3- RSD Delfinidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD Cijanidin-3- RSD
O-sambubiozid % O-glukozid % O-sambubiozid % O-glukozid %
Caj od hibiskusa 10,85+ 0,01 0,09 0,72 +0,01 1,39 3,37 £ 0,03 0,89 0,39+ 0,03 7,69
Caj od gipka 1,05+ 0,03 2,86 nd.” - 0,36 £ 0,02 5,56 n.d. -
Caj od visnje 8,99 £ 0,03 0,33 0,56 £ 0,03 5,36 2,46 £ 0,02 0,81 2,22 £0,02 0,90
Caj od jagode 3,82+0,03 0,78 0,17 £ 0,01 5,88 1,21 £0,02 1,65 0,11+£0,01 9,09
Caj od maline 1,86 £ 0,03 1,61 0,66 + 0,01 1,52 1,53+£0,03 1,96 0,44 £ 0,01 2,27
Caj od kajsije 1,10 + 0,03 2,73 0,46 £ 0,01 2,17 0,34 £ 0,01 2,94 n.d. -
Caj od divlje tresnje 5,89+ 0,01 0,17 0,44 +£0,01 2,27 1,73 +0,03 1,73 1,21+0,01 0,83
Caj od borovnice 2,89 £ 0,02 0,69 0,18 + 0,01 5,56 1,22 £0,02 1,64 0,56 £ 0,03 5,36
Caj od jabuke sa cimetom 2,67 + 0,01 0,37 0,11 + 0,01 9,09 0,81 +0,03 3,70 0,12+ 0,01 8,33
Caj od nara 2,99 £ 0,03 1,00 0,16 +0,01 6,25 0,95 £ 0,04 4,21 0,11+£0,01 9,09

* nije detektovan
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Graficki prikaz sadrzaja polifenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima voc¢nih filter

Cajeva dat je na slici 4.8.5.
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Slika 4.8.5. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u voénim filter cajevima
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Dobijeni rezultati pokazuju da ispitivani voéni filter ¢ajevi sadrze fenolne kiseline
(galnu, protokatehinsku i kafenu kiselinu), flavone (rutin i morin), flavon-3-ol (kvercetin),
flavan-3-ole ((+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epigalokatehin galat, (-)-epigalokatehin) i
procijanidine (B1 i B2).

U svim ispitivanim uzorcima sadrzaj galne kiseline, kafene kiseline, protokatehinske
kiseline, rutina, morina, kvercetina, (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epigalokatehin galata, (-
)-epigalokatehina, procijanidina B1 i B2 varira u intervalu koncentracija 0,11-1,68 mg/g,
n.d.-0,53 mg/g, n.d.-0,051 mg/g, n.d.-1,277 mg/g, n.d.-0,076 mg/g, n.d.-0,413 mg/g, 0,028-
1,47 mg/g, 0,016-0,23 mg/g, n.d.-1,96 mg/g, n.d.-1,60 mg/g, n.d.-0,180 mg/g i n.d.-0,85
mg/g, redom.

Generalno, najveé¢i sadrzaj pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja je u Cajevima od
vi$nje i maline, a zatim slede po sadrzaju ¢ajevi od jagode, borovnice i jabuke.

Sadrzaj flavan-3-ola: (+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epigalokatehin galata, (-)-
epigalokatehina i od kiselina najvise zastupljene galne kiseline, krece se od 4,41 mg/g u ¢aju
od visnje, 3,704 mg/g u ¢aju od maline, 2,445 mg/g u ¢aju od jagode, 0,769 mg/g u ¢aju od
borovnice, 0,611 mg/g u ¢aju od jabuke sa cimetom, 0,373 mg/g u ¢aju od divlje tre$nje |
0,301 mg/g u ¢aju od Sumskog voca.

Medu polimerima katehin tipa, procijanidini B1 i B2 detektovani u uzorcima voénih
filter ¢ajeva, dok procijanidin B3 nije pronaden ni u jednom uzorku. Sadrzaj procijanidina B1
i1 B2 u voénim filter ¢ajevima se krece u intervalu koncentracija od 0,021 mg/g do 1,12 mg/g i
od 0,019 mg/g do 0,94 mg/g, redom. Najveéi ukupni sadrzaj procijanidina B1 i B2 sadrzi ¢aj
od maline (0,231 mg/g), ¢aj od jabuke (0,203 mg/g) i ¢aj od visnje (0,185 mg/g).

Literaturni pregled sadrzaja pojedinac¢nih polifenola u komercijalno dostupnim filter
Cajevima iz drugih zemalja dat je u tabeli 4.8.10.

Sadrzaj ukupnih katehin tip flavonoida u crnom ¢aju je najveéi u Ceylon-skom c¢aju, a
zatim u Darjeeling-u i Twinings-u. Crni ¢aj navedenh brendova prozet je kvalitetom koji
dobija zahvaljuju¢i jedinstvenim klimatskim uslovima koji vladaju u regijama gde se i
proizvodi (Sri Lanka i visoravni Indije nadomak Himalaja). Sadrzaj pojedinaénih ketahin tip
flavonoida opada u slede¢em nizu: (-)-epigalo katehin galat > (-)-epigalo katehin > (-)-
epikatehin > (+)-katehin (Khokhar i Magnusdottir, 2002; Fernandez i sar., 2001). U crnom
Caju prisutnom na trziStu Srbije, najzstupljeniji je (-)-epigalokatehin, a zatim slede po

zastupljenosti (-)-epigalokatehin galat, (-)-epikatehin i (+)-katehin. Najnizi sadrzaj katehina u
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komercijalnim uzorcima moze da bude povezan sa polifenolnim sastavom biljnog materijala
kao polazne sirovine, staroS¢u ubranih listova, procesom susenja i proizvodnjom. Naime,
proces prerade biljnog materijala u fabrici ¢aja uglavnom podrazumeva: primarno ¢is¢enje,
secenje, usitnjavanje, frakcionisanje i pakovanje u gotov proizvod. Tokom procesa prerade
moze do¢i do hemijskih i mikrobioloskih promena u biljnom materijalu.

Sadrzaj ukupnih katehin tip flavonoida u zelenom c¢aju je najvec¢i u Kineskom i
Indijskom zelenom caju. Sadrzaj pojedinacnih ketahin tip flavonoida opada u slede¢em nizu:
(-)-epigalo katehin galat > (-)-epigalo katehin > (-)-epikatehin > (+)-katehin. Sa druge strane,
u Japanskom zelenom ¢aju najzastupljeniji su (-)-epigalokatehin, a zatim slede po
zastupljenosti (-)-epigalokatehin galat, (-)-epikatehin i (+)-katehin (Khokhara, 2002;
Fernandez i sar., 2000; Stodt i sar., 2013). U zelenom ¢aju prisutnom na trziStu Srbije,
takode je najzstupljeniji (-)-epigalokatehin.

U biljnim filter ¢ajevima (¢aj od kamilice, ¢aj od lipe, ¢aj od zalfije i ¢aj od nane) na
osnovu literaturnih podataka (Atoui i sar., 2005) od kiselna su prisutne kafena, galna,
kumarna i ferulna kiselina i njihovi estri, od katehin tip flavonoida samo (+)-katehin, od
flavon-3-ola kvercetin i njegovi glikozidi i1 procijanidini. Razlike u identifikovanim
polifenolnim jedinjenjima mogu da poti¢u od uslova gajenja biljaka i proizvodnje u fabrici
¢aja. Proizvodnja ¢ajeva sastoji se od niza operacija. Nakon branja, biljni materijal se susi, a
zatim usitnjava secenjem, gnjecenjem, trljanjem i mlevenjem. Prilikom skladiStenja i stajanja
u magacinu, biljni material mora biti zaSticen od vlage, kiseonika, svetlosti i zivih
organizama. Svi ovi faktori mogu da izazovu promene u hemijskom sastavu i kvalitetu
biljnog materijala. Literaturni podaci (Vidovi¢ i sar., 2013) pokazuju da kod obradenog
(usitnjenog) materijala dolazi da smanjenja ukupnih polifenola i do 50% u odnosu na
neobradeni materijal.

U voénim ¢ajevima, prema literaturnim podacima (Khokhar i Magnusdottir, 2002),
najzastupljeniji je (-)-epigalo katehin galat, a zatim slede po zastupljenosti (-)-epigalo katehin
i (-)-epikatehin. (+)-Katehin u ispitivanim filter ¢ajevima nije detektovan. U vo¢nim Cajevima
prisutnim na trZistu Srbije, najzastupljeniji su (+)-katehin i (-)-epikatehin. (-)-Epigalokatehin
galat i (-)-epigalokatehin nisu detektovani. Katehin tip flavonoidi koji su detektovani i
kvatifikovani u vo¢nim filter ¢ajevima mogu da ukazu na delove drugih biljaka koji se dodaju
vo¢nom ¢aju radi dobijanja specifi¢ne arome (cvet hibiskusa, plod jabuke, plod Sipka, kora

narandze, kora cimeta, kora limuna), a koji su zajednicki svim voénim filter ¢ajevima.

198



Jovana Krsti¢

Doktorska disertacija

Takode, hemijski sastav ekstrakata Cajeva zavisi i od primenjenog rastvrac¢a, metode

ekstrakcije, vremena ekstrakcije i temperature. Metanol, etanol, voda, aceton, etil acetat,

propanol, hlroform i dimetilformamid, kao i njihove kombinacije su naje$¢e korisc¢eni

rastvaraci za ckstrakciju polifenola (Naczk i sar., 2004). Rastvara¢ koji se Kkoristi za

ekstrakciju bira se prema polarnosti polifenola koji se zele identifikovati 1 kvantifikovati.

Predmet ove disertacije je ispitivanje vodenih ekstrakata ¢ajeva, dok se literaturno dostupni

podaci odnose na vodeno-metanolne ili kiselo-metanolne ekstrakte.

Tabela 4.8.10. Poredenje sadrzaja pojedina¢nih polifenola (mg/g) u analiziranim uzorcima

crnog, zelenog i voénih filter ¢ajeva sa literturnim podacima (Khokhar i Magnusdottir, 2002)

Brendovi (+)-Katehin  (-)-Epikatehin  (-)-Epigalo (-)-Epigalo Kafena
crnog Caja katehin katehin galat kiselina
PG Tips 0,5 1,4 0,2 3,9 27,3
Yorkshire 0,8 2,1 1,0 2,7 25,7
Yorkshire Gold 1,0 2,5 0,5 6,8 26,0
Ceylon 1,7 5,6 6,3 25,2 26,4
Darjeeling 0,7 2,3 3,0 24,9 22,1
Nilgiri nd.” 3,9 1,6 6,2 24,8
Tetley n.d. 2,1 0,6 3,2 2,7
Twinings n.d. 3,1 0,7 4,4 24,4
Twinings-Lapsang n.d. 1,1 0,4 3,2 25,1
Kenya n.d. 2,1 0,8 4,4 28,0
Pickwick n.d. 2,5 0,7 4,5 25,4
Earl Gray n.d. 1,9 0,4 34 25,2
Crni ¢aj (Srbija) 0,263 0,26 0,854 0,374 0,195
“nije detektovan

Brendovi (+)-Katehin  (-)-Epikatehin  (-)-Epigalo  (-)-Epigalo = Kafena
zelenog Caja katehin katehin galat  kiselina
Indijski zeleni ¢aj 1,3 4.4 19,0 23,4 19,5
Chun mee (Kina) 1,0 57 21,7 35,1 18,4
Bandia (Japan) 0,7 6,0 34,6 20,3 12,8
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Kineski zeleni ¢aj n.d. 47 16,2 26,2 18,1
Japanski zeleni Caj n.d. 8,1 31,4 26,6 14,7
Japanski zeleni Caj n.d. 8,2 32 42,6 12,1
Zeleni ¢aj (Srbija) 0,40 2,64 0,02 1,73 0,26
"nije detektovan
Vo¢éni Cajevi (+)- (-)- (-)-Epigalo (-)-Epigalo  Kafena
Katehin  Epikatehin Katehin katehin galat  Kiselina
Caj od jagode nd.” 2,0 1,0 3,9 23,8
Caj od jagode (Srbija) 0,127 0,053 1,96 1,96 0,53
Caj od visnje n.d. 2,3 1,1 4,0 25,0
Caj od visnje (Srbija) 1,47 0,23 0,105 0,105 n.d.
Caj od $umskog voca n.d. 2,0 0,9 3,3 23,6
Caj od $umskog voc¢a (Srbija) 0,056 0,022 n.d. n.d. 0,20

"nije detektovan
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Hromatogram uzorka filter ¢aja od maline prikazan je na slici 4.8.5., a hromatogram

¢aja od hibiskusa na slici 4.8.6.
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Slika 4.8.5. Hromatogram filter ¢aja od maline snimljen na: a) 280 nm: 1 - galna kiselina, 2
- ptrotokatehinska kiselina, 3 - kafena kiselina, b) FLD: 4 - procijanidin B1, 5 - (-)-
epigalokatehin, 6 - (+)-katehin, 7 - procijanidin B2, 8 - (-)-epikatehin, 9 - (-)-epigalokatehin
galat, ¢) 360 nm: 10 - rutin, 11 - morin, 12 - kvercetin
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Slika 4.8.6. Hromatogram filter caja od hibiskusa snimljen na 520 nm: 1- delfinidin-3-O-
sambubiozid, 2 - delfinidin-3-O-glukozid, 3 - cijanidin-3-O-sambubiozid i 4 - cijanidin-3-O-
glukozid

U tabeli 4.8.11. i na slici 4.8.7. dat je sadrzaj (Cs £ SD, n = 2, mg/g) polifenolnih

jedinjenja u filter ¢ajevima od aronije.
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Tabela 4.8.11. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u filter ¢ajevima od aronije

Al RSD A2 RSD A3 RSD
% % %
Galna kiselina 0,476+0,001 0,21 nd.” - 0,596+0,003 0,50
Kafena kiselina 0,095+0,002 2,11 0,067+0,001 1,49 1,26+0,03 2,38
Protokatehinska kiselina  0,176+0,004 2,27 n.d. - 0,023£0,001 4,35
Rutin 0,738+0,006 0,81 0,329+0,006 1,82 0,032+0,001 3,13
Morin n.d. - n.d. - 0,501+0,003 0,60
Kvercetin n.d. - n.d. - 0,243£0,002 0,82
Cijanidin-3-O-galaktozid 34,6204 1,16 29,510,3 1,02 22,2+0,2 0,90
Cijanidin-3-0-glukozid 1,69+0,07 4,14  1,38+0,07 5,07 5,610,2 3,57
Cijanidin-3-O-arabinozid 17,7+0,3 1,69 13,9+0,3 2,16 9,310,2 2,15
Cijanidin-3-O-ksilozid 2,1+0,1 4,76  1,62+0,03 1,85 4,4+0,1 2,27
A4 RSD A5 RSD A6 RSD
% % %
Galna kiselina n.d. - 0,372+0,001 0,27 n.d. -
Kafena kiselina 0,072+0,002 2,78 0,727+0,002 0,28 0,061+0,00 1,64
1
Protokatehinska kiselina n.d. - n.d. - n.d. -
Rutin 0,279+0,007 2,51  0,252+0,002 0,79 0,261+0,01 3,83
Morin n.d. - n.d. - n.d. -
Kvercetin n.d. - n.d. - n.d. -
Cijanidin-3-O- galaktozid  11,6+0,1 0,86 3,8+0,1 2,63 4,1+0,1 2,44
Cijanidin-3-0-glukozid 0,52+0,01 1,92 3,110,1 3,23 0,44+0,01 2,27
Cijanidin-3-O-arabinozid 5,5+0,1 1,82 1,9+0,1 526  4,40+0,1 2,27
Cijanidin-3-O-ksilozid 0,77£0,03 3,90 1,71+0,04 2,34 0,99+0,04 4,04

*n.d.-nije detektovan
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Slika 4.8.7. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u filter cajevima od aronije

Identifikacija individualnih polifenolnih jedinjenja daje vise informacija o filter
¢ajevima i njihovoj antioksidativnoj aktivnosti. Dobijeni rezultati pokazuju da filter ¢ajevi od
aronije sadrze od fenolnih kiselina galnu Kiselinu i protokatehinsku kiselinu, kao i kafenu
kiselinu koja spada u grupu hlorogenih kiselina. Od flavona sadrze rutin i morin, a od
antocijana cijanidin-3-O-galaktozid, cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-arabinozid i
cijanidin-3-O-ksilozid. Antocijanini u filter ¢ajevima od aronije su meSavina Cetiri razli¢ita
cijanidna glikozida, od kojih je najdominantniji cijanidin-3-O-galaktozid. Dobijeni rezultati
pokazuju da su filter ¢ajevi od aronije bogati orto-difenolnim jedinjenja, kao S§to su derivati
cijanidina i kafene kiseline.

Prema Rice-Evans i sar. (1995), jedinjenja koja imaju 3,4 -dihidroksi supstituente u
B prstenu i konjugaciju izmedu A i B prstena (npr. kvercetin i cijanidini) pokazuju Cetiri puta
ve¢i antioksidativni potencijal od Trolox-a i vitamina E. Uklanjanjem orto-dihidroksi
supstutuenta ili redukcijom kada nastaju dvostruke ili trostruke veze u C prstenu, kao Sto je
kod katehina i epikatehina, smanjuje se antioksidativni potencijal za vise od 50%, ali ove
srukture imaju i dalje vecu antioksidativnu aktivnost od a-tokoferola i askorbinske kiseline.
Zbog toga su ova jedinjenja najaktivnija kao antioksidansi. Prema literaturnim podacima
sadrzaj antocijana u aroniji se kre¢e od 3166 mg/kg do 14800 mg/kg. (Zheng i sar., 2003;
Maéatta-Riihinen i sar., 2004; Wu i sar., 2004; Slimestad i sar., 2005; Kulling i sar., 2008;
Jakobek i sar., 2011).

Hromatogram uzorka filter ¢aja od aronije prikazan je naslici 4.8.7.
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Slika 4.8.7. Hromatogram filter ¢aja od aronije A4 snimljen na: a) 280 nm: 1 - galna
kiselina, 2 - ptrotokatehinska kiselina, 3 — kafena kiselina, b) 360 nm: 4 - rutin, 5 — morin, 6 -
kvercetin, B2, 8 - (-)-epikatehin, ¢) 520 nm: 7 - cijanidin-3-O-galaktozid, 8 - cijanidin-3-O-
glukozid, 8 - cijanidin-3-O-arabinozid i 9 - cijanidin -3-O-ksilozid

Da bi se odredio doprinos pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti ispitivanih uzoraka filter ¢ajeva koriS¢ena je postepena linearna
regresija  (sekvencijalno ispitivanje). Koris¢eno je trinaest nezavisnih promenljivih
(pojedinacna polifenolna jedinjenja identifikovana u ispitivanim uzorCima filter ¢ajeva) kako
bi se objasnila varijabilnost zavisne promenljive (antioksidativna aktivnost primenom
razli¢itih testova). Protokatehinska kiselina, rutin, morin, kvercetin, (-)-epigalokatehin galat i
procijanidin B3 ne doprinose znacajno antioksidativnoj aktivnost ispitivanih uzoraka filter
Cajeva. Galna kiselina, kafena kiselina, (+)—katehin, (-)—epikatehin, (-)—epigalokatehin,
procijanidin Bl i procijanidin B3 znacajno doprinose antioksidativnoj aktivnosti (p<0,05)
ispitivanih uzoraka filter ajeva. Postepena linearna regresija (delimi¢na R? i kumulativna R?)
je pokazala da procijanidin B2 najviSe (52,9%) doprinosi DPPH radikal "skevindzer"
aktivnosti. Procijanidina Bl i (+)-katehin sekvencijalno (78,3% i 86,9%) dalje doprinose
DPPH aktivnosti. ABTS aktivnosti najviSe doprinosi kafena kiselina (43,6%). (+)-Katehin
najvise dorpinosi (53,8%) FRAP i Fe(lll)/Fe(ll) aktivnosti dok dalje sekvencijalno doprinose
(-)-epikatehin (83,6%) i (+)-katehin (88,3%).
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Antioksidativnoj aktivnosti, dobijenoj cikli¢cnom voltametrijom, (-)-epikatehin najvise
doprinosi  (66,8%). Dalje, sekvencijalno doprinose (+)-katehin, (-)-epigalokatehin,
procijanidin B2, galna kiselina i procijanidin B1 84,5%, 96,8%, 98,7%, 99,7% i 99,9%,

redom.

4.9. Makro i mikroelemenati u uzorcima crnog, zelenog,

biljnih i voc¢nih filter cajeva

Za odredivanje sadrzaja metala u ispitivanim uzorcima filter ¢ajeva kreirane su
analiticke metode za svaki element. Za svaki ispitivani element su izabrane po Cetiri talasne
duZzine sa najvec¢im relativnim intezitetom emisije. Najpre su konstruisane kalibracione prave
kori$¢enjem tri standarda, od kojih su dva pripremljena razblazivanjem referentnog multi
standarda, koncentracija 2 ppm i 5 ppm, a tre¢i je bila dejonizovana voda. Radna talasna
duzina je izabrana na osnovu relativnog inteziteta emisije, standardne devijacije nagiba,
standardne devijacije odsecka, korelacionog koeficijenta, interferencije na talasnim duZinama
levo i desno od odabrane. U tabeli 4.9.1. prikazane su odabrane talasne duZine za svaki

element, koeficijenat determinacije (R%), limit detekcije (LD) i limit kvantifikacije (LQ).

Tabela 4.9.1. Parametri kalibracione prave za odredivane elemente

Metal A, nm R’ LD LQ
mg/kg mg/kg
Al 396,152 0,9998 0,11 0,35
Ba 455,403 1 0,01 0,02
Ca 422,673 1 0,03 0,11
Cd 228,802 1 0,01 0,03
Cr 283,563 1 0,03 0,11
Cu 324,754 1 0,03 0,11
Fe 259,94 1 0,03 0,11
K 769,896 0,9959 0,22 0,73
Mg 279,553 0,9996 0,01 0,03
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Mn 259,373 1 0,01 0,02
Mo 202,03 1 0,04 0,12
Na 589,592 0,9955 0,05 0,15
Ni 231,604 0,999 0,03 0,09
P 177,495 0,9999 0,17 0,54
Pb 220,353 1 0,11 0,32
Sh 252,852 0,9999 0,04 0,13
Se 196,09 1 0,12 0,39
Sn 283,999 1 0,14 0,47
Sr 407,771 0,9998 0,05 0,04
\ 309,311 0,9985 0,03 0,10
Zn 213,856 0,9992 0,01 0,02

Uzorci filter ¢ajeva su snimani na odabranoj talasnoj duzini, pri ¢emu je svako
merenje tri puta ponovljeno. Radena je manuelna korekcija u cilju dobijanja $to veéeg odnosa
signal/ pozadina. Dobijeni rezultati su dati kao srednja vrednost tri ponavljanja (s = SD, n =
3, mg/kg).

Od makro elemenata (tabele 4.9.2.-4.9.7.; slike 4.9.1.-4.9.6.) u filter ¢ajevima su
najzastupljeniji K i Ca, a zatim slede po zastupljenosti Mg, Na i P.

Sadrzaj K se u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza se kre¢e u granicama od 3894-39404 mg/kg i 3454-34270 mg/kg; u
vocnim filter ¢ajevima se kre¢e u granicama od 10316-21184 mg/kg, odnosno 5798-13332
mg/kg i u filter ¢ajevima od aronije se krece u granicama od 5794-13332 mg/kg, odnosno
358-1438 mg/kg. Kalijum je vazan sastojak Celija i telesnih te¢nosti koje pomazu kontrolu
rada srca i krvnog pritiska. Preporuceni dnevni unos K se kreée od 0,4 g za odojcad, 3,8 g za
decu od 4-8 godina, do 4,7 g za adolescente, zene i muskarce (Institute of Medicine, National
Academy of Science, 2004). Visok sadrzaj K u skoro svim analiziranim uzorcima cajeva
ukazuje na mogucu primenu vestackih dubriva. Biljka usvaja kalijum za vreme rasta, nesto
intenzivnije u pocetku, a sporije pri zavrSetku vegetacije. Sadrzaj K u zemljistima na teritoriji

Srbije varira od 0,5-3% (Ubavic¢ i sar., 2011).
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Sadrzaj Ca u uzorcima zelenog, crnog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama od 3114-12498 mg/kg i 231-7538
mg/kg; u voénim filter ¢ajevima se krec¢e u granicama od 2750-5863 mg/kg, odnosno 240-
3057 mg/kg i u filter ¢ajevima od aronije Se krece u granicama od 469-1395 mg/kg, odnosno
208-977 mg/kg. Kalcijum je najzastupljeniji mineral u ljudskom organizmu. Njegove soli
direktno uti¢u na ¢vrstinu kostiju i zuba. U organizmu se nalazi oko jedan kilograma
kalcijuma, od ¢ega je najveci deo u kostima. Pored delovanja na kosti, kalcijum ucestvuje u
prenosenju nervnih impulsa obezbedujuéi srcani ritam, neophodan je za koagulaciju krvi, te
reguliSe odnos baza i kiselina u krvotoku. Preporuceni dnevni unos za Ca za odojcad je 210
mg, za decu od 4-8 godina 800 mg, za adolescente 1300 mg i za muskarce i zene u zavisnosti
od doba starosti od 1000 mg do 1200 mg (Institute of Medicine, National Academy of
Science, 1997).

Sadrzaj P u uzorcima zelenog, crnog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom digestijom
i pripremom infuza se krec¢e u granicama od 1510-5239 mg/kg i 778-4004 mg/kg; u voénim
filter ¢ajevima se kreée u granicama od 1893-4110 mg/kg, odnosno 893-2226 mg/kg i u filter
¢ajevima od aronije se krece u granicama od 317-526 mg/kg, odnosno 232-420 mg/kg.
Preporuceni dnevni unos P (Institute of Medicine, National Academy of Science, 1997) za
odojcad je 100 mg, za decu od 4-8 godina 500 mg, za adolescente 1 250 mg i za muskarce i
zene 700 mg. Fosfor ¢ini 0,8-1,1% telesne mase. Fizioloske uloge fosfora su da ucestvuje u
formiranju kostiju i zuba, u resorpciji glukoze i glicerola iz masti, transportu masnih Kkiselina.
Fosfor ulazi 1 u sastav masti, fosfoproteina 1 nukleinskih kiselina. Takode, uestvuje u
energetskom metabolizmu.

Sadrzaj Mg je u crnom, zelenom 1 biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom
I pripremom infuza se kre¢e u u granicama od 1050-3713 mg/kg i 431-3613 mg/kg; u voénim
filter ¢ajevima se krece u granicama od 912-2411 mg/kg, odnosno 553-1966 mg/kg i u filter
Cajevima od aronije se kreée u granicama od 99-338 mg/kg, odnosno 51-146 mg/kg.
Preporuceni dnevni unos Mg za odojcad je 30 mg, za decu od 4-8 godina 130 mg i za
adolescente, muskarce i Zene oko 400 mg (Institute of Medicine, National Academy of
Science, 1997). Magnezijum ima veoma vaznu ulogu u vezivanju kalcijuma za kosti i u
opustanju miSi¢a. Takode, on u€estvuje u regulisanju sr€anog ritma i snizavanju nivoa
holesterola. Ovaj oligoelement reguliSe rad creva, naro€ito kod onih koje muci opstipacija.

Kod trudnica, on smanjuje opasnost od spontanog pobacaja i prevremenog porodaja.
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Sadrzaj Na u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza je u granicama od 47-2444 mg/kg i 18,3-1010 mg/kg; u voénim filter
Cajevima se krece u granicama od 59-547 mg/kg odnosno 35,1-221 mg/kg i u filter ¢ajevima
od aronije sadrzaj je u granicama od 9,6-40,8 mg/kg, odnosno 4,45-8,35 mg/kg. Velika
pokretljivost Na u zemljiStu i ¢injenica da se ovaj elemenat lako ispira iz tla moze da utice na
velike varijacije u sadrzaju Na u biljkama. Takode, zemljiSte ima slabu adsorptivhu moc¢
prema natrijumu (Ubavié¢ i sar., 2011). Preporuceni dnevni unos Na za odojéad je 0,12 g, za
decu od 4-8 godina 1,2 mg i za adolescente, muskarce i zene oko 1,5 g (Institute of Medicine,
National Academy of Science, 2004). Natrijum je element koji se nalazi kako u najveéem
broju namirnica, tako i vodi. Organizmu je potrebna mala koli¢ina natrijuma iz hrane za
kontrolu krvnog pritiska i volumena krvi. Medutim, veliki broj ljudi koristi ve¢u koli¢inu
natrijuma nego $to je potrebno. Ishrana sa malo natrijuma sadrzi manje od 2 grama natrijuma
dnevno. Najveci broj lekara se slaze da osobe sa povisenim krvnim pritiskom treba da unose
manje od 2 grama natrijuma dnevno. Osobama sa drugim poremecajima se savetuje
konzumiranje ¢ak i manje koli¢ine soli (1,5 g do 1,8 g dnevno).

Visoki sadrzaj makroelemenata u cCajevima, ukazuje na veliku mobilnost
makroelemenata, njihovu bioraspolozivost u zemljistu i dobru apsorpciju preko korenovog
sistema. Iz zemljita se apsorbuju u jonskoj formi: Ca®*, H,PO,, HPO,*, Mg?*, K* i Na*, pri
¢emu dolaze do izrazaja mehanizmi kompeticije i antagoniza medu razli¢itim jonima.
Koris¢enjem vestackih dubriva, znacajno se utiCe na sadrzaj makroelemenata u zemljistu

(Ubavié¢ i sar., 2011; Bogdanovic i sar., 1993).
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Tabela 4.9.2. Sadrzaj (mg/kg) makroelemenata u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva (postupak mokre digestije)

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
% % % % %
Crni ¢aj 50+1 2,00 16842 + 200 1,19 3350 £ 24 0,72 1050+4 0,38 1510+ 14 0,93
Zeleni Caj 93+2 2,15 17437 £ 180 1,03 3242 £ 48 1,48 1359+6 0,44 2229 £10 0,45
Caj od uve 118+ 2 1,69 3894 + 25 0,64 8865 + 40 0,45 2141+9 042 2572 +8 0,31
Caj od kantariona 47+ 1 2,13 12809 + 90 0,70 3114 + 27 0,87 1055+8 0,76 2943+79 2,68
Caj od hibiskusa 6779 1,33 26883 + 324 1,21 12498+199 159 2393+27 1,13 4872 + 23 0,47

Caj od majéine dusice 63+1 1,59 9992 + 50 0,50 6124 + 10 0,16 1599+20 1,25 3257 *13 0,40

Rtanjski ¢aj 114 +5 4,39 10441+ 105 1,01 8676 + 100 115 2055+36 1,75 3448 £ 9 0,26
Caj od koprive 78+1 1,28 18973 + 75 0,40 8854 + 120 1,36 2436+15 0,62 5011+17 0,34
Caj od Sipka 112 +1 0,89 18269 + 25 0,14 5807 + 45 0,77 1582+11 0,70 2361+40 1,69
Caj od zove 89+1 1,12 39404 + 420 1,07 4564 + 31 0,68 1870+17 0,91 3344 +16 0,48
Caj od lipe 96 + 2 2,08 18577 + 55 0,30 8296 + 80 096 2156+32 1,48  4471+39 0,87
Caj od zalfije 88+1 1,14 10526 + 195 1,85 12096+170 141 3713+25 0,67 4993 + 8 0,16
Caj od mente 538 +3 0,56 11456 +65 0,57 8205 + 85 1,04 3104+28 090 5239+24 0,46

Caj od hajducke trave 82+2 2,44 24065 * 575 2,39 5370 £ 90 168 1821+37 2,03 3278+16 0,49
Caj od kamilice 2444 +37 151 23369 + 299 1,28 5615+ 70 1,25 1882+34 181 3511 +16 0,46
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Tabela 4.9.3. Sadrzaj (mg/kg) makroelemenata u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva (postupak pripreme infuza)

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
% % % % %
Crni ¢aj 43+ 2 465 16229+2 001 3643 082 431+6 1,9 8925 0,56
Zeleni Caj 53+1 1,89 12728+9 0,07 231+1 043 755+3 040 1549+9 0,58
Caj od uve 204+03 147 3454+1 0,03 75382 0,03 1628+5 0,31 2125+6 0,28
Caj od kantariona 571+12 2,10 10111+3 0,03 1361+1 0,07 8044 050 1244+16 1,29
Caj od hibiskusa 381+1 0,26 24613+4 0,02 5718+8 0,13 862+2 0,23 14498 0,55
Caj od majéine dusice 731 1,37 3052+1 0,03 1918+1 0,05 1064+2 0,19 1890+3 0,16
Rtanjski ¢aj 109+ 2 183 3197+1 0,03 4039+2 0,05 1153+3 0,26 2004+8 0,39
Caj od koprive 74 £2 2,70 10281+1 0,01 3829+2 0,05 8495 059 1511+16 1,06
Caj od sipka 56,1+0,3 053 17739+1 0,01 2873x6 0,2 619+1 0,16 1450+8 0,55
Caj od zove 80,71+0,09 0,11 31999+4 0,01 833+1 0,12 5761+03 0,05 7782 0,26
Caj od lipe 183+0,2 109 3974+4 01 6274 063 474+2 042 893+8 0,89
Caj od zalfije 375+03 08 63752 0,03 4039+4 0,09 2713+3 0,11 3111+16 0,51
Caj od mente 355+ 2 056 5649+1 0,02 5914+2 0,03 3616+2 0,05 4004+8 0,19
Caj od hajducke trave 66+1 152 16153+8 0,05 1698+2 0,12 914+2 0,22 1211+16 1,32
Caj od kamilice 1010+1 0,09 17566+2 0,01 2444+1 0,04 982+5 051 1511+16 1,06
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Slika 4.9.1. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva

(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.2. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva

(postupak pripreme infuza)
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Tabela 4.9.4. Sadrzaj (mg/kg) makroelemenata u uzorcima voénih filter ¢ajeva (postupak mokre digestije)

Doktorska disertacija

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
% % % % %
Caj od visnje 62+1 161 16571+230 1,39 2750+x21 0,76 1024+16 156 2228+8 0,36
Caj od jagode 106 +2 1,89 19184+244 127 5863+50 0,85 1824+22 121 2561+8 0,31
Caj od maline 50+1 169 16587+250 151 2841+18 0,63 1209+7 0,58 2011+16 0,79
Caj od $umskog voéa 149+1 0,67 15722+145 0,92 3252+27 0,83 916+8 0,87 28936 0,21
Caj od kajsije 350+4 114 12187+135 1,11 4707+73 155 1331+11 0,83 3239+9 0,28
Caj od divlje tresnje 152+2 1,32 19500+410 2,10 3875+47 122 1226+9 0,73 3561+8 0,22
Caj od borovnice 1002 2,00 16893+140 0,83 4829+30 0,62 1269+19 150 4110+14 0,34
Caj od jabuke sa cimetom 78+2 256 13173+65 049 3765+10 0,26 912+19 2,08 3111+15 0,48
Caj od nara 299+4 134 16405+185 1,13 4529+40 0,88 1366+1 0,07 22276 0,27
Caj od ananasa 547+5 091 21184+280 1,32 4924+50 1,01 2411+24 099 3005+7 0,23
Caj od juznog voca 141+4 284 10316+244 236 3289+21 0,64 1000+15 150 18937 0,37
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Tabela 4.9.5. Sadrzaj (mg/kg) makroelemenata u uzorcima vocnih filter ¢ajeva (postupak pripreme infuza)

Doktorska disertacija

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
% % % % %
Caj od visnje 351+0,1 0,28 11582+4 0,03 240+x4 167 6354 0,63 893+7 0,78
Caj od jagode 558+0,1 0,18 13332+9 0,07 3312+2 0,06 5901 0,17 1205+7 0,58
Caj od maline 63,3+x0,1 016 8777+4 0,04 258+3 116 553+5 0,90 1005 +7 0,69
Caj od $umskog voéa 75+1 133 6943+9 0,13 1784 x4 0,22 719x1 0,14 1225+4 0,32
Caj od kajsije 112+1 0,89 7685+4 0,05 2162+2 0,09 879+8 091 1363+9 0,66
Caj od divlje trednje 591+0,3 051 8197+6 0,07 2155+2 0,09 9003 0,33 1561+8 0,51
Caj od borovnice 447+0,1 022 113192 0,02 30577 0,23 1033+x4 0,39 1902+5 0,26
Caj od jabuke sa cimetom 85+1 1,18 9669+2 0,02 26653 0,11 846%+4 0,47 1783+8 0,45
Caj od nara 82+1 1,22 10376 +7 0,07 2429+3 0,11 1042+4 0,38 2003+4 0,20
Caj od ananasa 221+2 090 5794+4 0,07 829+5 0,60 634+8 1,26 2226 £5 0,22
Caj od juznog voéa 66,3+0,1 015 7168+2 0,03 1787+1 0,06 858+9 1,05 1552+4 0,26
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Slika 4.9.3. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima voc¢nih filter cajeva

(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.4. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Tabela 4.9.6. Sadrzaj (mg/kg) makroelemenata u uzorcima ¢ajeva od aronije (postupak mokre digestije)

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
% % % % %
Al 18,6 £0,1 0,54 652 + 3 0,46 628 + 2 0,32 183+1 0,54 526 +1 0,19
A2 96+01 1,04 1267 + 8 0,63 469 + 4 0,85 114 +1 0,88 317 +3 0,95
A3 33,0+£0,7 2,12 2792+106 3,80 139523 1,65 338+1 0,30 285+1 0,35
Ad 40,8+0,1 0,24 2612 + 24 0,92 1263 +17 1,31 306 +3 0,98 282+ 2 0,71
A5 12,5+0,2 1,60 385+4 1,04 5179 1,74 9=+1 1,01 361+3 0,83
A6 126+0,1 0,79 1157 + 13 1,12 568 +1 0,18 144 +1 0,69 397 +3 0,76

Tabela 4.9.7. Sadrzaj makroelemenata (Mmg/kg) u uzorcima ¢ajeva od aronije (postupak pripreme infuza)

Uzorak Na RSD K RSD Ca RSD Mg RSD P RSD
(%) (%) (%) (%) (%)
Al 8,35+ 0,08 0,95 478 + 32 6,69 440+1 0,23 82+1 1,21 420+ 8 1,90
A2 6,05+ 0,08 1,32 364 + 36 9,89 328+ 3 091 110%3 2,72 280 +2 0,71
A3 6,96 + 0,09 1,29 1438 +144 10,01 977*16 1,64 0+1 1,11 232+ 8 3,44
A4 4,60 + 0,06 1,30 1046 = 80 7,65 208 +£3 1,44 1461 0,68 240+ 2 0,833
A5 8,03 +0,12 1,49 358 +8 2,23 362 +6 1,66 51+1 1,96 280 +2 0,71

A6 4,45 + 0,09 2,02 925 + 62 6,70 138+10 7,25 1004 4,00 304 +2 0,66
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Slika 4.9.5. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima filter c¢ajeva od aronije
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Slika 4.9.6. Sadrzaj Na, K, Ca, Mg i P u uzorcima filter ¢ajeva od aronije
(postupak pripreme infuza)

Natrijum i kalijum su dva elementa koja su odgovorna za elektroliticku ravnotezu u
organizmu i za kontrolu krvnog pritiska i rada srca. Zbog toga je neophodan i vazan balans
izmedu kalijuma i natrijuma (takozvana kalijum-natrijumova pumpa). Uz sve savete o
smanjivanju unosa natrijuma, mnogi su smetnuli s uma ¢injenicu da natrijum i kalijum deluju

zajedno i da je ustvari balans ova dva minerala u ishrani vrlo vazan. Ne predstavlja problem
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samo prevelik unos natrijuma, ve¢ i premali unos kalijuma. Idealno bi bilo da se putem
ishrane unosi vise kalijuma nego natrijuma. Koeficijenat odnosa Na i K (Na/K), izracunat na
osnovu preporucenih dnevnih unosa je 0,3 (600 mg za Na i 2000 mg za K dnevno) (Reports
of the Scientific Committee for Food, 1993). Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4.9.8.
moze se videti da su vrednosti za Na/K koeficijente znac¢ajno male za sve uzorke zbog velike

koncentracije K u svim uzorcima.

Tabela 4.9.8. Odnos Na/K za crni, zeleni, biljne i voéne filter ajeve

Uzorak Na/K Uzorak Na/K Uzorak Na/K
Crni &aj 0,003  Caj od visnje 0,003 Al 0,028
Zeleni &aj 0,005  Caj od jagode 0,005 A2 0,008
Caj od uve 0,030 Caj od maline 0,003 A3 0,012
Caj od kantariona 0,004  Caj od sumskog voca 0,009 A4 0,015
Caj od hibiskusa 0,025  Caj od kajsije 0,029 A5 0,032
Caj od maj¢ine dusice 0,006  Caj od divlje tresnje 0,007 A6 0,011
Rtanjski ¢aj 0,011  Caj od borovnice 0,005

Caj od koprive 0,004  Caj od jabuke sa cimetom 0,006

Caj od sipka 0,006  Caj od nara 0,018

Caj od zove 0,002  Caj od ananasa 0,023

Caj od lipe 0,005 Caj od juznog voca 0,013

Caj od zalfije 0,008

Caj od mente 0,047

Caj od hajducke trave 0,003

Caj od kamilice 0,105

Vaznost mikroelemenata u organizmu c¢oveka se ogleda u pravilnom funkcionisanju
enzima. Enzimi su izgradeni tako da sadrze organske i1 neorganske komponente.
Mikroelementi u filter ¢ajevima poti¢u od same biljke koja se koristi za pripremu istih.

Akumulacija metala u razli¢itim delovima biljaka zavisi od njihove biodostupnosti,
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rastvorljivosti, potencijala za translokaciju i vrste biljke. Biodostupnost metala je uglavnom
uslovljena njihovim ukupnim sadrzajem U zemljiStu, sastavom zemljiSta, njegovim fizickim
karakteristikama 1 biljnom vrstom. Od karakteristika zemljista najve¢i znacaj imaju pH
vrednost, redoks potencijal, kapacitet izmene katjona i koli¢ina organske materije. Povecanje
sadrzaja organske materije i pH vezuju pojedine metal za zemljiSte. Smanjenjem redoks
potencija, metali prelaze iz nerastvorne u rastvornu formu, tako da se povecava njihova
biodostupnost (Kabata-Pendias i Pendias, 1992).

Sadrzaj (Csr = SD, n = 3, mg/kg ) ispitivanih mikroelemenata u uzorcima ¢ajeva dat je
u tabelama 4.9.9. - 4.9.14. i na slikama 4.9.7. - 4.9.36.

Sadrzaj Fe u uzorcima zelenog, crnog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se krec¢e u granicama od 14,9-2574 mg/kg i 0,93-118,8 mg/Kkg;
u voénim filter ¢ajevima se krece u granicama od 4,7-172 mg/kg, odnosno 1,31-23,1 mg/kg i
u filter ¢ajevima od aronije se kre¢e u granicama od 22,8-58,1 mg/kg, odnosno 2,11-16,08
mg/kg. Preporuceni dnevni unos Fe se kreé¢e od 0,27 mg za odojéad, 10 mg za decu od 4-8
godina, 11 mg za adolescente do 8 mg za muskarce i 18 mg za Zene (Institute of Medicine,
National Academy of Science, 2001). U trudno¢i, preporu¢eni dnevni unos gvozda iznosi 27
mg. Mnogi proizvodi koji se koriste u ishrani ljudi sadrze koli¢ine gvozda koje prevazilaze
dnevnu potrebu organizma (Jaredic¢ i Vuceti¢, 1997). Biljke su posebno bogate gvozdem, jer
polifenolna jedinjenja, posebno flavonoidi pristuni u biljkama vezuju metala kao $to su Al, Fe
i Zn (Erdemoglu i sar., 2000).

Sadrzaj Zn u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza se kre¢e u granicama od 3,2-44 mg/kg i 1,83-21,2 mg/kg; u voénim filter
Cajevima se kre¢e u granicama od 1,8-25,3 mg/kg, odnosno 1,41-19,3 mg/kg i u filter
Cajevima od aronije se krece u granicama od 2,41-8.27 mg/kg, odnosno 1,55-3,35 mg/kg.
Preporuceni dnevni unos Zn se krece od 2 mg za odojcad, 5 mg za decu od 4-8 godina, 11 mg
za adolescente, 11 mg za muskarce i 8 mg za Zene. U trudnodi, preporuceni dnevni unos Zn
iznosi 11 mg (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2001). Cink je esencijalni
element u tragovima. Cink se javlja u hrani i pi¢u. Visok sadrzaj cinka najcesce se javljaja
kod onih biljaka koje rastu na kiselim tresetnim zemlji$tima, na zemljistima koja su nastala iz
mati¢nog supstrata bogatog cinkom, kao 1 u okolini rudnika i topionica cinka. Sadrzaj cinka u
zemljiStu nije veliki, odnosno njegova koncentracija je u granicama koje su najcesce dovoljne

za ishranu vedine biljaka. Problemi u snabdevanju biljaka cinkom se mogu javiti ako je
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sadrzaj fosfora veliki, a to se moze desiti ukoliko se unose velike koli¢ine fosfornih dubriva.
U tom slucaju se koli¢ina pristupa¢nog cinka smanjuje pa biljke ne uspevaju da podmire
svoje potrebe za ovim elementom. Zbog toga postoje i velike varijacije u sadrzaju cinka u
ispitivanim uzorcima filter ¢ajeva (Peralta-Videa i sar., 2007)

Sadrzaj Al u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza je se kre¢e u granicama od 34-1538 mg/kg i 2,1-555 mg/kg; u vo¢nim filter
Cajevima se krece u granicama od 24,7-753 mg/kg, odnosno 2,5-267 mg/kg i u filter cajevima
od aronije je se kre¢e u granicama od 3,60-25,48 mg/kg, odnosno 1,7-14,58 mg/kg. Wang i
saradnici (2001) su primetili da se u biljakama koje rastu na kiselom zemljistu aluminijum
akumulira u liS¢u, pogotovo u starijim listovima (proseéno 5600 mg/kg), dok je akumulacija
u mladim listovima (prose¢no 997 mg/kg) nesto manja. Biljke mogu da sadrze aluminijum,
ali takode, koncentracija aluminijuma u $olji ¢aja zavisi od same pripreme biljke za ¢aj, kao i
vode koja se koristi za pripremu ¢aja (Aurélie i sar., 2008).

Sadrzaj Mn u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza se kre¢e u granicama od 26-6517 mg/kg i 11-176 mg/kg; u voénim filter
Cajevima se krec¢e u granicama od 51-611 mg/kg, odnosno 6,1-199 mg/kg i u filter cajevima
od aronije se kre¢e u granicama od 2,63-52,2 mg/kg, odnosno 1,03-7,34 mg/kg. Preporuceni
dnevni unos Mn se krec¢e od 0,003 mg za odoj¢ad, 1,5 mg za decu od 4-8 godina, 2,2 mg za
adolescente do 2,3 mg za musSkarce i 1,8 mg za Zene. U trudno¢i, preporuceni dnevni unos
Mn iznosi 2,0 mg (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2001). Mangan je
neophodan element vrlo rasprostranjem u okolini. Nalazi se u veéini prehrambenih
proizvoda. U nekim zemljama mangan se koristi kao zamena za organsko olovo, kao aditiv u
gorivu, §to moze dovesti do povec¢ane koncentracije mangana u okolini i u hrani. Mangan se
u zemljistu nalazi kao mineral u obliku oksida, silikata i karbonata. Prema literaturnim
podacima Mn se uglavnom nalazi u listovima, manje u korenu biljaka, a njegov sadrzaj moze
biti jako visok u zemljistu (Razi¢ i sar., 2003).

Sadrzaj Cu u crnom, zelenom i biljnim filter ¢ajevima dobijen mokrom digestijom i
pripremom infuza se kre¢e u granicama od 5,51-19,01 mg/kg i 1,12-5,72; u vo¢nim filter
Cajevima se krece u granicama od 2,92-9,44 mg/kg, odnosno 0,81-3,22 i u filter ¢ajevima od
aronije je u granicama od 1,76-4,00 mg/kg, odnosno 0,14-2,14 mg/kg. Preporuceni dnevni

unos Cu se krece od 0,2 mg za odojc¢ad, 0,44 mg za decu od 4-8 godina, 0,89 mg za
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adolescente do 0,90 mg za muskarce i zene. U trudno¢i, preporuceni dnevni unos Cu iznosi
1,0 mg (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2001). Bakar je neophodan
element u ljudskom organizmu. Ima sposobnost usporavanja rasta bakterija, npr. Legionelle,
u cevima za vodu za pice. Bakar je prirodno prisutan u vecini prehrambenih proizvoda, u
obliku jona bakra ili soli. Koncentracija bakra u hrani iznosi oko 2 mg/kg ili manje. Bakar se
nalazi u zemljiStu u koncentracijama koje su dovoljne za ishranu biljaka, a znatan deo
dospeva u zemljiSte prilikom upotrebe sredstava za zasStitu bilja koja sadrze bakar (Lepp i
sar., 1985). Koncentracija Cu u ¢ajevima zavisi i od posuda koje je koris¢eno za preradu
Cajeva (Szymczycha-Madeja i sar., 2012).

Sadrzaj Se u ispitivanim uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva dobijen
mokrom digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama od 0,13-17,3 mg/kg i n.d.-9,3
mg/kg; u vocnim filter ¢ajevima se krec¢e u granicama od 1,57-20,1 mg/kg, odnosno n.d.-1,83
mg/kg i u filter ¢ajevima od aronije je u granicama od 0,26-0,56 mg/kg, odnosno n.d.-0,31
mg/kg. Preporuceni dnevni unos Se se kre¢e od 15 pg za odojcad; 30 nug za decu od 4-8
godina; 55 ug za adolescente, muskarce i Zene. U trudno¢i, preporuéeni dnevni unos Se iznosi
60 ug (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2000). Specifiéne namirnice
biljnog porekla (tzv. selenoakumulatorne biljke, poput brazilskog oraha) mogu da sadrze
visoke koncentracije Se u svom tkivu, narocito ako je re¢ o zemljistu koje ima visoki sadrZaj
Se. Zbog antioksidativnog delovanja i dokazane veze viseg unosa sa manjim rizikom raka,
rasirena je i upotreba prehrambenih dodataka, naj¢esce na bazi tzv. selenovog kvasca bogatog
selenometioninom ili suplemenata sa natrijum-selenitom. Reaktivnost i biopristupa¢nost Se
biljkama ne zavisi samo od njegovog ukupnog sadrzaja, ve¢ i od hemijskih formi Se u
zemljistu. Na distribuciju pojedinih oblika Se uti¢u 0sobine zemljista kao $to su: tip zemljista,
aeracija, sadrzaj gline i organske materije i mikrobioloska aktivnost. Selenat, selenit i
organskih jedinjenja relativno male molekulske mase su najbolji izvor Se za biljke
(Mihailovié, 1996).

Sadrzaj Mo u ispitivanim uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva dobijen
mokrom digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,11-4,65 mg/kg i n.d.-1,52
mg/kg; u voénim filter ¢ajevima se kre¢e u granicama 0,079-0,35 mg/kg, odnsono n.d.-0,24
mg/kgi u filter ¢ajevima od aronije se kre¢e u granicama 0,050-0,290 mg/kg, odnosno 0,021-
0,212 mg/kg. Preporuceni dnevni unos Mo se krece od 2 pg za odojcad,; 22 pg za decu od 4-
8 godina; 43 ng za adolescente i 45 pg za muskarce i zene (Institute of Medicine, National
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Academy of Science, 2001). U trudno¢i, preporuceni dnevni unos Mo iznosi 50 pg. Molibden
se zbog svoje male koncentracije u biljkama ubraja u ultramikroelemente. Strukturna je
komponenta nitrogenaze, koja je uklju¢ena u fiksaciju N, u formu amonijaka kod leguminoza
(Nardi i sar., 2009).

Sadrzaj V u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom digestijom
i pripremom infuza se krec¢e u granicama 1,75-7,9 mg/kg i n.d.-3,6 mg/kg; u voénim filter
Cajevima se krece u granicama 1,65-7,5 mg/kg, odnosno 1,254-3,84 mg/kgi u filter ¢ajevima
od aronije se kre¢e u granicama 0,31-0,96 mg/kg, odnosno 0,11-0,67 mg/kg. Preporuc¢ena
dnevna doza za V nije odredena (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2001).
Pretpostavlja se da uti¢e na stvaranje insulina. Zajedno sa kalajem ucestvuje u metabolizmu
masti. Utie na pravilno funkcionisanje reproduktivnog sistema i proizvodnju testosterona.
Sprecava stvaranje holesterola. Vanadijum u zemljistu poti¢e iz fertilizacije organskim i
mineralnim fosfornim dubrivima, iz industrijskih postrojenja, rudnika, termoelektrana,
komunalnih otpadnih voda i iz izduvnih gasova automobila (Nardi i sar., 2009).

Sadrzaj Ni u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,70-5,95 mg/kg i 0,33-2,73 mg/kg; u
vocnim filter ¢ajevima se kre¢e u granicama 0,74-3,95 mg/kg, odnosno 0,52-2,63 mg/kg i u
filter Cajevima od aronije se kreceu granicama 0,204-0,568 mg/kg, odnosno 0,105-0,191
mg/kg. Smatra se da je i Ni esencijalni element za organizam, iako kod ljudi nije uocen
nedostatak nikla. Nikl se u hrani nalazi u malim koncentracijama (0,001-0,01 mg/kg). Ni se
nalazi u gotovo svim zemljistima. U maloj koncentraciji je veoma znacajan za rast biljke, dok
je u visokim koncentracijama toksican za biljku (Brady i Weil.,1999; Peralta-Videa i sar.,
2002).

Sadrzaj Cr u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,11-2,76 mg/kg i 0,062-0,321 mg/kg; u
vocénim filter ¢ajevima se krece u granicama 0,24-2,34 mg/kg odnosno 0,0336-0,688 mg/kg i
u filter ¢ajevima od aronije se krece u granicama 0,46-0,85 mg/kg, odnosno 0,41-0,62 mg/Kkg.
Preporuceni dnevni unos Cr se kreée od 0,2 pg za odojéad, 15 ug za decu od 4-8 godina, 35
ug za adolescente 1 25 pg za Zene 1 35 pg za muskarce. U trudno¢i, preporuceni dnevni unos
Cr iznosi oko 30 pg (Institute of Medicine, National Academy of Science, 2001). Hrom zovu
jos i faktorom tolerancije glukoze - GTF (Glukose Tolerance Faktor), jer sa vitaminom B3 i

pojedinim amino kiselinama gradi organske komplekse §to pomaze i povecava ulazak Secera
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u ¢elije. Dokazano je, eksperimentalno, da se kod Zivotinja koje se hrane samo Se¢erom posle
izvesnog vremena javljaju znaci dijabeta, a da nivo hroma opada. Unosom hrane koja sadrzi
trovalentni hrom simptomi dijabetesa is¢ezavaju. Poreklo hroma u zemlji$tu moze da potice
iz mati¢nog supstrat na kome je zemljiste formirano kao geohemijski izvor, iz antropogenih
izvora kao $to su proizvodi industrije, energetike, sagorevanja topionica i rudnika, saobracaja,
mineralnih i organskih dubriva, pesticida i otpadnih muljeva, kre¢ni materijali i dr (Kabata-
Pendias i Pendias., 1992). SadrZzaj hroma u analiziranim uzorcima filter ¢ajeva nije regulisan
kako nacionalnim standardom, tako ni evropskim, ni svetskim regulativama.

Sadrzaj Sn u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,69-1,29 mg/kg i n.d.-1,2 mg/kg; u
vocnim filter ¢ajevima se kreée u granicama 0,18-1,22 mg/kg, odnosno 0,123-0,82 mg/kg i u
filter Cajevima od aronije se kre¢e u granicama 0,58-0,89 mg/kg, odnosno 0,43-0,76 mg/kg.
Kalaj je u ishrani prisutan u vrlo malim koncentracijama. Nalazi se gotovo u svakoj hrani.
Kod nepreradene hrane nalazi se u koncentracijama manjim od 1 mg/kg. Veée koncentracije
kalaja nadene su u hrani pakovanoj u folijama, gde dolazi do otapanja kalaja iz belog lima i
stvaranja neorganskih jedinjenja, ili kompleksa sa kalajom. Prema WHO (1993), za
neorganski kalaj, zbog niske toksi¢nosti, moZe se navesti koncentracija kalaja tri puta veca od
one u vodi za pic¢e. U kontekstu gore navedenog, nije potrebno donositi odredene smernice za
sadrzaj kalaja u hrani. Kod normalne ishrane (bez konzumiranja hrane ili pi¢a iz limenke)
unosi se priblizno 0,2 mg kalaja na dan. Ukupni prose¢ni unos Sn iznosi 4 mg/dan (Sarkanyj,
2010).

Sadrzaj Sr u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se krece u u granicama 9,1-69 mg/kg i 2,11-17,4 mg/kg; u
vocénim filter ¢ajevima se krece u granicama 51-580 mg/kg, odnosno 1,68-25,4 mg/kg i u
filter ¢ajevima od aronije se krece u granicama 1,01-9,10 mg/kg, odnosno 0,58-6,1 mg/kg.
Stroncijum i njegova jedinjenja (nitrat, peroksid) se ubrajaju u umereno toksi¢na jedinjenja
koja mogu izazvati reverzibilne i ireverzibilne promene na pojedinim organima (Arsenijevic,
1986). Sr se nalazi u zemljinoj kori oko 0,02% i moze da se okarakterise kao simulator rasta
nekih biljaka (Filipovi¢, 1988).

Sadrzaj Ba u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 4,04-60 mg/kg i 1,11-30,02 mg/kg; u

vocnim filter ¢ajevima se krece u granicama 11,2-69 mg/kg, odnosno 1,32-38,4 mg/kg i u
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filter ¢ajevima od aronije se kreé¢e u granicama 1,48-9,62 mg/kg, odnosno 0,92-6,64 mg/kg.
Barijum je otrovan ukoliko se nalazi u vodorastvornim solima. Akutna izloZenost barijumu
dovodi do gastrointestinalnih, neuromisi¢nih i kardioloskih efekata kod Zivotinja i ljudi.
Visoka izlozenost zivotinja barijumu je povezana sa hipertenzijom i kardiotoksi¢noscu.

Sadrzaj Sb u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,53-1,65 mg/kg i 0,271-1,53 mg/kg; u
vo¢nim filter ¢ajevima se kre¢e u granicama 11,28-1,88 mg/kg, odnosno 0,48-1,23 mg/kg i u
filter ¢ajevima od aronije se kre¢e u granicama n.d.-0,66 mg/kg, odnosno n.d.-0,121 mg/kg.
Antimon je veoma malo zastupljen u zemljinoj kori. Gradi mineral stibnit (Sh,Ss3) 1 druge
sulfide. Smatra se da je toksiCan element, ali poSto su njegova jedinjenja uglavnom
nerastvorna, obi¢no ne predstavlja ozbiljniji problem za zivotnu sredinu (Kolomejceva-
Jovanovié, 2010). Izvor zagadenja zivotne sredine antimonom su otpadne vode pri
postupcima dobijanja stakla i metala (WHO, 2003). Zemljista u industrijskim podru¢jima
mogu biti veoma zagadena antimonom (Kolomejceva-Jovanovié¢, 2010).

Sadrzaj Cd u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter Cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,051-0,749 mg/kg i n.d.-0,311 mg/kg; u
vo¢énim filter Cajevima se kre¢e u granicama 0,055-0,165 mg/kg, odnosno 0,0012-0,0341
mg/kg i u filter ¢ajevima od aronije se kre¢e u granicama 0,035-0,059 mg/kg, odnosno 0,015-
0,039 mg/kg. Kadmijum iz zemljista uglavnom se zadrzava u korenu biljke. Joni Ca®" i Zn**
inhibiraju kadmijum (Kabata-Pendias i Pendias., 2001). Osnovni izvori zagadivanja
zemljiSta kadmijumom su: atmosferska depozicija, industrijski 1 komunalni otpad, fosfatna
dubriva, kanalizacijski mulj, rude i topionice cinka (Loncari¢ i sar., 2012). Maksimalno
dozvoljena koncentracija kadmijuma u hrani je 0,3 mg/kg (WHO, 1998), a u crnom ¢aju 0,2
ppm (Ashraf i Mian, 2008; Commission Regulation, 2006). Kadmijum u hranu dolazi iz
prirodnih izvora. Pirina¢ i pSenica mogu da akumuliraju kadmijum iz zemlje. U organizmu,
on moze da zameni cink, kalijum i kalcijum, pa ga je tesko ukloniti. Prema Americkoj
administraciji za hranu i lekove (US FDA, 2001), maksimalno dozvoljena koncentracija
kadmijuma u biljnom materijalu je 0,3 mg/kg. Koncentracije Cd u svim ispitivanim uzorcina
filter ¢ajeva su ispod MDK vrednosti propisane od strane Americke administracije za hranu i
lekove.
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Sadrzaj Pb u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter Cajeva dobijen mokrom
digestijom i pripremom infuza se kre¢e u granicama 0,47-1,64 mg/kg i n.d.-1,12 mg/kg; u
vo¢nim filter ¢ajevima se kreé¢e u granicama n.d.-1,06 mg/kg, odnosno n.d.-0,361 mg/kg i u
filter ¢ajevima od aronije se kreé¢e u granicama 0,53-2,04 mg/kg, odnosno 0,15-0,98 mg/kg.
Izvori olova u zemljistu, pa prema tome i u biljkama mogu biti atmosferski depozit, izduvni
gasovi vozila, otpadni muljevi, rudnici i topionice. Biljke usvajaju Pb iz zemljista, vode i
atmosferskih taloga, i to u vidu Pb* ili organskih jedinjenja (npr. tetraetil olovo). Mehanizam
usvajanja ovog elementa nije jo§ uvek dovoljno poznat. U veéim koncentracijama inhibira
izduzivanje korena, rast lisne povrSine i intenzitet fotosinteze (Kastori i Petrovié, 1993).
Takode, Pb se talozi u kostima, a manjim delom u jetri, bubrezima i mekim tkivima. Prama
Pravilniku o kolicinama pesticida, metala i metaloida i drugih otrovnih supstanci,
hemioterapeutika, anabolika i drugih supstancija koje se mogu nalaziti u namirnicama
(Sluzbeni glasnik Republike Srbije br. 25/2010 i 28/2011), maksimalno dozvoljena
koncentracija (MDK) olova u ¢ajevima je 2 mg/kg. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji
(WHO, 1998) i Americkoj administraciji za hranu i lekove (US FDA, 2001), maksimalno
dozvoljena koncentracija olova u biljnom materijalu je 10 mg/kg. Koncentracije Pb u svim
ispitivanim uzorcina filter ¢ajeva su ispod MDK vrednosti, propisanih nacionalnim i svetskim

regulativama.
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Doktorska disertacija

Tabela 4.9.9. Sadrzaj (mg/kg) mikroelemenata u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva (postupak mokre digestije)

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD
% % % % % %
Crni caj 175+01 057 95+01 010 173+01 058 19,01£006 032 015+001 667 078+001 1,28
Zeleni &aj 3202 625 135+1 074 15+01 667 169+01 059 0,13+001 7,69 066001 1,52
Caj od uve 31,1+02 064 2574+17 066 18+01 556 633+005 079 2,04+003 147 276+005 181
Caj od kantariona 271+01 037 149+01 067 166+008 482 899+006 067 032+001 313 093+002 215
Caj od hibiskusa 79+1 1,27  431+1 023 21+01 476 615+007 1,14 1,06+0,02 189 136+0,03 221
Caj od maj¢ine dufice ~ 354+0,1 028 822+2 024 137+004 292 626+003 048 023+001 435 207+004 1,93
Rtanjski ¢aj 44 %2 455  466+4 086 1,32+0,08 6,06 551+002 036 051+002 392 188+004 2,13
Caj od koprive 383+03 078 105+1 095 1,17+001 085 697+003 043 067+002 299 128+003 234
Caj od Sipka 139+0,1 0,72 89+1 112 182+11 604 562+002 036 011+001 909 056+0,02 3,57
Caj od zove 129+01 0,78 79+3 380 239+008 335 808+005 062 016+001 625 036+001 2,78
Caj od lipe 26,7+0,1 0,37 56+1 1,72 0,13+0,01 7,69 91%01 1,10 0,70+£0,02 286 060+0,02 3,33
Caj od zalfije 39,1+0,1 026 922+4 043 17001 059 6,3+0,3 476 465+002 043 1,88+004 213
Caj od mente 29+3 1034 5324 0,75 1,89+007 370 67%01 149 066+0,02 3,03 011+001 9,09
Caj od hajducke trave 178+01 056 181+2 110 1,7+#01 588 577008 139 033+001 3,03 054+001 185
Caj od kamilice 143+01 0,70 153+#1 065 175+005 2,86 10,63+001 009 025+001 400 0,77+002 260
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Tabela 4.9.9. Nastavak

Uzorak Mn RSD Ni RSD \Y RSD Sn RSD Sr RSD
% % % % %
Crni ¢aj 6435+5 0,08 1,03+0,01 0,97 220+£0,02 091 0,76 £0,03 3,95 69+1 1,45
Zeleni Caj 65177 0,11 595%0,03 0,50 nd.” - 0,71+ 0,04 5,63 192 10,53
Caj od uve 861 1,16 1,92+0,1 521 n.d. - 8,8+0,3 3,41 50+1 1,69
Caj od kantariona 57+1 1,75 199+0,01 0,50 331+£0,06 181 1,02 £0,01 098 125+01 0,80
Caj od hibiskusa 493 +3 0,61  3,95%0,02 0,51 44+04 9,09 1,29 £ 0,02 1,55 671 1,49
Caj od majéine dusice 87+1 1,15 2,16+0,02 0,93 298+0,03 1,01 0,81+£0,09 11,11 1601 0,63
Rtanjski ¢aj 41 2 488  2,79+0,04 1,43 1,75+0,02 1,14 0,80 £ 0,01 125 168+0,2 1,19
Caj od koprive 26+1 3,85 1,03+£0,03 2,91 3,7+ 0,1 2,70 1,15+ 0,01 0,87 461 2,17
Caj od sipka 126 +1 0,79 164+0,01 0,61 39+04 10,26  0,091+0,004 4,40 43503 0,69
Caj od zove 28+1 3,57 0,70+0,02 2,86 79+0,.2 2,53 0,88 +0,03 341 91+01 1,10
Caj od lipe 104 +1 096 1,11+0,02 1,80 6,5+0,2 3,08 0,69 0,01 145 275+03 1,09
Caj od zalfije 65+3 4,62 1,70 +0,01 0,59 n.d. - 0,95+ 0,05 526 25305 198
Caj od mente 73x1 1,37 153+0,03 1,96 40+0,1 2,50 0,84 0,04 476 235+02 0,85
Caj od hajducke trave 45+ 1 222 1,26+0,01 0,79 49+0,.3 6,12 0,81+ 0,06 741 166+02 1,20
Caj od kamilice 48 £ 1 208 1,38+0,02 1,45 6,41+0,01 0,16 0,85+ 0,06 706 11,1+03 2,70

“nije detektovan
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Tabela 4.9.9. Nastavak

Doktorska disertacija

Uzorak Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sb RSD
% % % % %
Crni &aj 1358+9 066 0099+0005 505 59+2 339 134003 224 121£002 1,65
Zeleni daj 1538+7 046 0115+0,005 4,235 361 278 1,14+01 877 154+ 001 0,65
Caj od uve 784+10 1,28 0,092+0006 652  40+1 250 096+002 208 1,61+001 062
Caj od kantariona 34+1 294 053+001 1,89 167+02 120 047+003 638 101+002 198
Caj od hibiskusa 247 +2 081 0245+0,005 204 52+2 38 115+005 435 109+002 1,83
Caj od majéine dusice 976 + 3 031 0205+0006 293 21+1 476 164+003 183 095+001 105
Rtanjski aj 457 + 1 022 022040005 227 371 270 154+009 584 113002 1,77
Caj od koprive 114 +1 0,88 0,749+0008 1,07  47+2 426 162+001 062 053+001 1,89
Caj od Sipka 70+1 143 0749+0004 053 60+2 333 107+006 561 117+002 1,71
Caj od zove 48+3 625 0,080+0005 625 21+1 476 078+004 513 156+0,03 1,92
Caj od lipe 53+1 1,89 0109+0005 459  39+1 256 1,09+001 092 141+003 213
Caj od zalfije 754+ 6 080 024940007 281 25+2 800 1,61+003 1,86 104+002 192
Caj od mente 408+14 343 0051+0005 9,80 122+01 082 1,39+002 144 146+003 2,05
Caj od hajducke trave 142 +2 141 0098+0004 408 131+01 076 136+008 588 165+003 1,81
Caj od kamilice 1911 052 0170+0004 235 404+003 074 059+007 11,86 1,58+0,03 1,90
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Tabela 4.9.10. Sadrzaj (mg/kg) mikroelemenata u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva (postupak pripreme infuza)

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Crni &aj 124+01 080 301+004 1,33 93+0,1 108 572003 052 nd.” - 021+001 4,76
Zeleni &aj 22+01 455 1188+01 008  121+002 165 53+01 1,89 152+001 066 0202+0004 1,98
Caj od uve 21,202 094 221+002 0,90 15+01 667 261+003 115 n.d. - 015+001 6,67
Caj od kantariona 88+0,1 1,4 102+03 294  091+002 220 324+003 093 n.d. - 026+001 3,84
Caj od hibiskusa 83401 1,20 262+004 153  072+001 139 1,72+005 291 00310001 322 016+001 6,25
Caj od majéine dusice 114+01 088 273+002 073  084+002 238 231+003 1,30 n.d. - 021+001 4,76
Rtanjski &aj 162+01 062 261+004 153  092+002 217 3,02+003 099 0,186+0,003 161 015+001 6,67
Caj od koprive 173+01 058 139+01 071  063+003 446 311+002 0,64 n.d. - 021+0,02 9,52
Caj od Sipka 71401 141 272+002 0,73 201+01 497 187+001 0,53 n.d. - 022+001 4,54
Caj od zove 57401 1,75 461+002 043 1,1+01 909 2406+0003 0,12 0,066+0,003 454 015+001 6,67
Caj od lipe 1,83+001 055 0,93#0,05 5,38 n.d. - 1,12+003 268 n.d. - 0321+001 3,11
Caj od zalfije 522+003 057 281+002 071 1,1+01 909 1,93+003 155 nd. - 017+001 5,88
Caj od mente 753+0,02 0,27 45+ 1 2,22 14+01 714 2314003 130 n.d. - 0,063+0,003 4,76
Caj od hajducke trave 603+£001 017 21,7+01 046  152+002 1,32 3,972+0,002 0,05 n.d. - 013+001 7,69
Caj od kamilice 562+003 053  51+0,1 1,96 1,1+01 909 321+002 062 012+001 833 018+001 556
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Tabela 4.9.10. Nastavak

Doktorska disertacija

Mn RSD Ni RSD \ RSD Sn RSD Sr RSD
Uzorak % % % % %
Crni ¢aj 176 £ 2 1,13 0,61+0,02 3,28 1,251+0,004 0,32 0,18 £0,01 5,56 411+0,02 049
Zeleni Caj 36,1+0,1 0,27 2,73+0,03 1,10 n.d. - 0,511+0,002 0,39 9,802+0,004 0,04
Caj od uve 25+1 4,00 0,66+0,01 1,51 n.d. - 1,11+0,1 0,90 46+0,1 2,17
Caj od kantariona 45,3+0,7 154 1,086+0,003 0,28 16+0,2 12,5 0,513+0,01 1,94 9,54+0,08 0,84
Caj od hibiskusa 44 +1 2,27 2,21+0,01 0,45 21+0,1 4,76 0,52 +0,03 577 582+0,05 0,86
Caj od majéine dusice 17,1+0,.2 1,17  1,21+0,02 1,65 2201 454  0,252+0,006 1,98 74+0,1 1,35
Rtanjski ¢aj 6,1+0,1 164 0,33+0,03 9,09 1,61 +0,01 0,62 n.d. - 8,11+0,05 0,61
Caj od koprive 25,8+0,2 0,77 0,40%0,01 2,5 36+01 2,78 12+0,1 8,33 17,4 +0,2 1,15
Caj od sipka 40,4 +0,2 0,50 0,986+0,004 041 1,63 £ 0,02 1,23 0,056 £ 0,002 3,57 2,11+0,01 047
Caj od zove 11,01+£0,04 0,36 0,62+0,01 1,61 3,13+0,03 0,96 0,51+0,03 5,88 2,12+0,02 0,94
Caj od lipe 11,02+0,03 0,27 043+0,01 2,32 2,1+£01 4,76 0,41 +0,02 4,87 2,31 +0,01 0,43
Caj od zalfije 23,1+0,1 0,43 0,41+0,02 4,88 n.d. - 0,62+0,01 1,92 8,6+0,1 1,16
Caj od mente 29,3+0,2 0,68 1,11+0,01 0,90 2,58+0,03 1,16 0,73+0,01 1,37 135+0,1 0,74
Caj od hajducke trave 11+1 9,09 0,74+0,01 1,35 13+0,1 7,69 0,81+£0,01 1,23 432+0,01 0,23
Caj od kamilice 151+0/4 265 122+0,01 0,82 1,61+0,01 0,62 0,72 +0,02 2,78 4,13+0,02 048
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Tabela 4.9.10. Nastavak

Doktorska disertacija

Uzorak Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sb RSD
% % % % %
Crni caj 555 + 6 1,18 008+001 1250 3212001 031 051001 1,96 0,551%0,002 0,36
Zeleni ¢aj 2120, 476  0082+0002 244 30,02+005 017 0483+0,003 062 0271+0,006 2,21
Caj od uve 2,4+01 417 0124001 833 263005 1,90 066001 152 054+001 1,85
Caj od kantariona 14,8402 1,35 011+001 909 11,4%02 175 0246+0003 122 072005 6,94
Caj od hibiskusa 461+003 0,65 0112001 9,09 2321005 021 031001 322 131+002 152
Caj od majéine dusice  6,32+0,01 0,16 0124001 833 91201 1,0 1124003 268 0720001 0,14
Rtanjski aj 2,5+0,1 4,00 013£001 7,69 213002 094 051004 7,84 153+005 327
Caj od koprive 13,340, 150  0,311+0001 032 152+02 132 06110006 098 1,11+002 1,80
Caj od Sipka 53,4+0,2 037  0012+0001 833 214+002 093 064+001 156 1,02+001 0,98
Caj od zove 23%0,1 435  0,021+0001 476 182+001 055 083+001 1,20 045+001 222
Caj od lipe 1,42+003 2,11 n.d. - 1,71+0,01 0,59 n.d. - 055+001 1,82
Caj od Zalfije 71+01 1,41  0013+0,001 7,69 521002 0,38 n.d. - 084+001 119
Caj od mente 551+002 036  0013+0001 7,69 4,13+004 097 021+001 476 121+001 083
Caj od hajducke trave ~ 3,1%0,1 322 00260002 7,69 214+001 047 022002 9,09  15%0,1 6,67
Caj od kamilice 74201 1,35  0014+0001 7,14 111+001 090 043003 699 123+001 0,81

“nije detektovan
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Slika 4.9.7. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.8. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva

(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.9. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.10. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva

(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.11. Sadrzaj Mo, Cr, Vi Sn u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.12. Sadrzaj Mo, Cr, Vi Sn u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva

(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.13. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.14. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima crnog zelenog i biljnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.15. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.16. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva
(postupak pripreme infuza)
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Tabela 4.9.11. Sadrzaj mikroelemenata (mg/kg) u uzorcima voénih filter ¢ajeva (postupak mokre digestije)

Doktorska disertacija

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD
% % % % % %
Caj od visnje 15,7+0,1 0,64 162+1 0,62 1,75+0,04 228 9,4+0,1 1,06 0,081+0,002 2,50 1,83+0,04 2,18
Caj od jagode 1,8+0,2 11,11  151+2 132 1,77#0,06 3,39 3,8+0,1 2,63  0,31+0,02 6,45 2,34+0,05 2,14
Caj od maline 174+0,1 0,57 172+1 0,58 2,11+0,01 047 9,4+0,1 1,06  0,12+0,01 833 1,83+0,04 2,18
Caj od sumskog voca 139+0,1 0,72 63+1 1,59 1,68+0,07 4,17 3,11+0,02 0,64 0,12+0,02 16,67 0,57+0,02 3,51
Caj od kajsije 126+02 159 4,7+04 851 2,36+0,07 296 3,30+0,01 0,30 0,28+0,02 7,14  0,24+0,01 4,17
Caj od divlje tresnje 115+0,1 0,88 531 1,88 20,1+05 2,49 291+0,01 0,34 0,11+0,02 18,18 0,24+0,01 4,17
Caj od borovnice 204+0,2 0,98 51+1 196 2,25+0,05 2,22 3,01+0,1 3,32 0,16x0,01 6,25 0,28+0,01 3,57
Caj od jabuke sa cimetom ~ 25,3+0,2 0,79 90+1 1,11 2,01+0,05 2,49 3,1+0,1 3,23  0,12+0,02 16,67 0,38+0,02 5,26
Caj od nara 266+0,2 0,75 103+1 0,97 2,060,056 242 3,2+0,1 3,13  0,17+0,01 5,88 0,43+0,02 4,65
Caj od ananasa 171+0,1 058 62,2+0,1 0,16 1,57+0,09 5,73 6,2+0,1 1,61  0,12+0,01 8,33 0,33+0,01 3,08
Caj od juznog voca 139+0,1 0,72 63+1 1,58 1,86+0,05 2,69 3,4+0,1 2,94  0,35%0,02 571 0,33+0,01 3,08
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Tabela 4.9.11. Nastavak

Uszorak Mn RSD Ni RSD \Y RSD Sn RSD Sr RSD
% % % % %
Caj od visnje 580 + 16 2,76 2,36 +0,04 1,69 1,65+ 0,02 121 0,76+0,03 394 580%16 2,76
Caj od jagode 121+2 165 2,10+0,02 0,95 3,8 0,02 053 089+003 337 121+2 1,65
Caj od maline 611+6 098 3,72+0,02 0,53 1,86 + 0,04 2,15 0,18+0,01 555 6116 0,98
Caj od sumskog voéa 74+1 1,35 1,01+0,02 1,98 40+0,1 2,50 1,05+0,03 286 74+1 135
Caj od kajsije 75+1 1,33 0,74+0,02 2,70 53+0,1 1,89 122+0,04 328 75+x1 1,33
Caj od divlje tresnje 86+ 1 1,16 1,08+0,02 1,85 51+0,1 196 108+0,02 185 81 116
Caj od borovnice 143 + 2 1,39 1,35%0,01 0,74 50+0,1 200 1,13+0,056 4,42 143x2 140
Caj od jabuke sa cimetom 98 + 2 2,04  3,95+0,02 0,50 39+0,1 256 108+002 185 98x2 2,04
Caj od nara 115+1 087 116+0,01 0,86 5,15+0,01 019 099+001 101 1151 0,87
Caj od ananasa 78 +2 2,56  1,02+0,02 1,96 45+0,1 222 101+0,03 297 782 2,56
Caj od juznog voca 51+2 392 143+0,01 0,70 75+0,1 133 0,88+0,05 568 51+2 392
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Tabela 4.9.11. Nastavak

Doktorska disertacija

Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sh RSD
Uzorak % % % % %
Caj od visnje 753+ 3 0,39 0,065+0,003 545 19,2+0,1 052 103+003 291 188+005 2,66
Caj od jagode 39+1 2,56 0,099+0,005 5,05 69+ 2 289 0,71+0,06 845 128+0,02 1,56
Caj od maline 712+3 0,42 0,065+0,005 7,69 20+1 500 1,06+0,01 094 1,74+0,04 230
Caj od sumskog voca 40+1 2,50 0,079+£0,004 5,06 34 £1 294 0,45£0,09 20,00 1,69+0,04 237
Caj od kajsije 251+0,2 0,79 0,105+0,004 3,81 19+1 526 044+0,08 18,18 158+0,04 2,53
Caj od divlje tresnje 247+0,3 1,21 0,080+0,004 5,00 30+1 3,33 n.d.” - 1,32 +0,02 1,51
Caj od borovnice 29,2+0,2 0,68 0,089+0,005 5,62 50+2 340 046004 869 1,71+0,05 292
Caj od jabuke sa cimetom 41,1+04 097 0,085+0,006 5,88 42+1 2,38 0,64+004 625 157+0,04 255
Caj od nara 41,3+0,2 0,48 0,075+0,004 5,33 49+2 408 0,78+0,05 6,41 147+ 0,03 2,04
Caj od ananasa 28,1 £0,3 1,07 0,070+£0,006 8,57 29+1 345 0,30+0,02 6,67 152+0,04 2,63
Caj od juznog voéa 752+03 040 0,165+0,006 3,03 112+01 0,89 053+006 11,32 129+0,02 1,55

“nije detektovan
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Doktorska disertacija

Tabela 4.9.12. Sadrzaj mikroelemenata (mg/kg) u voénim filter ¢ajevima (postupak pripreme infuza)

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Caj od visnje 121+0,1 083 151x001 0,66 1,3+£0,1 769 137x0,02 1,46 n.d.” - 0,0336 £0,0004 1,19
Caj od jagode 141+001 0,71 10,16+0,03 0,30 1,1+£0,1 9,09 3,22+0,02 0,62 0,17+£0,01 5,88 0,46 £0,01 2,17
Caj od maline 52+0,1 190 242+0,02 0,82 n.d. - 1,07£0,01 0,93 0,100,010 10,00 0,040 0,001 2,50
Caj od Sumskog voca 94+0,1 1,06 8,7+0,1 1,15 1,101 9,09 2,12+0,01 0,47 n.d. - 0,242 £ 0,002 0,83
Caj od kajsije 7601 131 151+001 066 146x003 205 212+0,02 094 0,24 £0,01 4,17 0,256 £ 0,002 0,78
Caj od divlje tresnje 3,39+0,03 0,88 9,1x0,1 1,10 n.d. - 1,23+£0,02 1,63 n.d. - 0,346 £ 0,002 0,58
Caj od borovnice 138+£0,1 0,72 23,1+0,2 087 161+003 186 106+£0,01 0,94 n.d. - 0,518 £ 0,002 0,39
Caj od jabuke sa cimetom 16,5+0,3 181 19,2+£0,1 052 101+£0,01 0,99 3,01£0,02 0,66 n.d. - 0,338 £ 0,002 0,59
Caj od nara 193+£0,1 051 20,2+0,1 050 183+£0,02 1,09 28x0,1 3,57 n.d. - 0,444 £0,004 0,90
Caj od ananasa 8,6+0,1 116 131001 0,76 0,72x0,04 556 081x0,01 123 0,051+£0,004 7,84 0,688 £ 0,002 0,29
Caj od juznog voca 10,6 £0,1 0,94 11,21+£0,01 0,09 1,7+0,1 5,88 29x+0,1 3,45 n.d. - 0,278 £ 0,001 0,36
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Tabela 4.9.12. Nastavak

Uzorak Mn RSD Ni RSD \V RSD Sn RSD Sr RSD
% % % % %
Caj od vi$nje 199+ 3 1,51 2,63+0,01 0,38 1,28 +0,01 0,78 0,66 + 0,02 3,03 1,68 + 0,02 1,19

Caj od jagode 86+ 1 1,16  091+001 1,10 164001 061 063+002 317 232+03 1,29
Caj od maline 151 +1 066 242+002 826 1254+0003 024 0123+0,001 081 212+003 1,41
Caj od sumskog voca 542+0,4 074 083+003 361 1,363+0003 022 064+003 4,69 122+01 081
Caj od kajsije 421+04 095 052+001 1,92 1441+0002 014 082+003 3,66 128+01 078
Caj od divlje tresnje 104 +1 096  089+002 2,25 36+01 2,78 071+001 141 17,3+011 058
Caj od borovnice 534+0,3 056 1,12+004 357  3,84+004 104 092+006 652 254+01 0,39
Caj od jabuke sa cimetom ~ 352+0,1 028  087+002 230  292+002 068  08+01 1250 194+01 052
Caj od nara 414+03 072 095+002 211  3,73+002 054 0339+0001 029 222+02 0,90
Caj od ananasa 141401 071 0574002 351  221+001 045 048003 625 343+001 0,29
Caj od juznog voéa 6,1%0,2 328 0,74+002 270  311+003 096 0306+0021 686 13842003 0,22
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Tabela 4.9.12. Nastavak

Doktorska disertacija

Uzorak Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sb RSD
% % % % %
Caj od visnje 267 +5 187 ooowa+00001 " 132+001 %7 g18ro001 2% os73:+0003 02
Caj od jagode 8,1+0,1 1,23 0,0341+0,0001 0,29 3M+1 294 0361+0002 055 071+001 141
Caj od maline 212+3 1,42 00012+0,0001 833 136+002 147 015+001 667 048+001 2,08
Caj od sumskog voca 58+01  L72 oo0015+00001 667 19724004 020 0244001 417  o79:001 127
Caj od Kajsije 433+002 046 0001600001 6,25 17,3+01 058  016+001 625 0,671+£0,002 0,30
Caj od divlje tresnje 83+0,1 120 00211+00002 09  201+01 0.0 n.d. - 071+0002 028
Caj od borovnice 13,3+0,1 0,75 0,0216 £0,0000 046 384+01 026 00615+0,002 325 123+0,01 081
Caj od jabuke sa cimetom 154+01 065 ooz08+000010 048 281+01 036  043+002 465 o97+001 103
Caj od nara 163+0,3 1,84 0,0219+00001 046 296+01 034 0057+0003 526 107+001 093
Caj od ananasa 25101 4,00 0,0212+0,00010 047 134+£0,01 0,74 n.d. - 0,163+0,001 0,61
Caj od juznog vocéa 83+0,1 1,20 0,0279+0,0001 036 501+003 060 0162+0001 06  059+001 1,59

“nije detektovan
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Slika 4.9.17. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.18. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.19. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.20. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.21 Sadrzaj Mo, Cr, Vi Sn u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.22. Sadrzaj Mo, Cr, V i Sn u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.23. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.24. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima vocnih filter cajeva

(postupak pripreme infuza)
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Doktorska disertacija
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Slika 4.9.25. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima voc¢nih filter ¢ajeva
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.26. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima vocnih filter cajeva
(postupak pripreme infuza)
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Tabela 4.9.13. Sadrzaj mikroelemenata (mg/kg) u filter ¢ajeva od aronije (postupak mokre digestije)

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD
% % % % % %

Al 518+001 019 381+01 026 045+002 4,44 209+002 0,96 0,082 + 0,008 976 0,74+0,01 1,35
A2 8,27+0,05 060 581+03 052 026+001 385 400+005 1,25 0,099 + 0,002 2,02 050+0,04 8,00
A3 400+004 100 300+04 133 056+004 714 176+x002 1,14 0,050 + 0,003 6,00 056002 3,57
A4 511+003 059 376+02 053 045+003 6,67 226+001 044 0,290 + 0,001 0,34 085+0,02 2,35
AS 241+002 083 280+01 036 047+0,04 851 199+0,02 1,01 0,129 + 0,007 543 048+0,01 2,08
A6 3,11+0,02 064 228+01 044 045+004 889 240+001 042 0,130 + 0,001 0,77 046001 217

Uzorak Mn RSD Ni RSD Vv RSD Sn RSD Sr RSD
% % % % %

Al 9,15+0,05 0,55 0,256 +0,007 2,73 057+0,01 1,75 0,58 £0,01 1,72 393+0,01 0,25
A2 2,63 +0,02 0,76 0,296 + 0,004 1,35 031+0,01 3,23 0,87 +0,01 1,15 1,01+0,01 0,99

A3 52,2+0,8 1,53 0,426 + 0,003 0,70 096 +0,02 2,08 0,86 £ 0,04 4,65 8,4+01 1,19
A4 29,7+0,1 0,34 0,568 + 0,002 0,35 091+0,02 2,20 0,89 +£0,02 2,25 9,10+0,01 0,11
A5 5,38 £ 0,05 0,93 0,204 + 0,002 0,98 036+0,01 2,78 0,70+0,01 1,43 3,68+0,02 0,54
A6 5,6 £0,03 0,54 0,40 £0,01 250 042002 4,76 0,87 +£0,02 2,30 2,33+0,01 043
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Tabela 4.9.13. Nastavak

Uzorak Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sb RSD
% % % % %

Al 16,2+0,1 0,62 0,047 + 0,002 4,25 3,20 +£0,02 062 0,77+0,03 3,90 0,31+0,01 3,23

A2 360+0,03 0,83 0,035+0,002 571 1,48 £ 0,01 0,68 0,83+0,03 3,61 0,66 + 0,02 3,03
A3 17,9+0,3 1,68 0,036 + 0,003 8,33 95+0,1 1,05 2,04+0,06 2,94 nd.” -

A4 255+0,2 0,78 0,037 +0,003 8,11 9,62 + 0,04 042 0,72%0,01 1,39 0,37 +0,02 5,40
A5 16,4+0,1 0,61 0,044 +0,002 4,54 2,65+ 0,01 0,38 0,84+0,03 3,57 n.d. -
A6 7,11+0,04 056  0,059+0,001 1,69 2,98 + 0,01 0,33 0,53+0,02 3,77 n.d. -

"nije detektovan

Tabela 4.9.14. Sadrzaj mikroelemenata (mg/kg) u filter ¢ajevima od aronije (postupak pripreme infuza)

Uzorak Zn RSD Fe RSD Se RSD Cu RSD Mo RSD Cr RSD
% % % % % %

Al 251+0,04 159 6,07+0,11 1,81 0,23+ 0,01 435 214+002 093 0,045+0,001 222 0,62+0,01 1,61

A2 335+0,06 1,79 1491+0,06 0,40 n.d.” - 1,40£0,01 0,71 0,034+0,001 294 0,46+0,01 2,17

A3 1,74+£0,03 1,72 1727+030 1,74 0,31+0,01 322 129+0,02 155 0,021+0,001 4,76 0,51+0,03 5,88

A4 158+0,01 063 211+0,05 2,37 n.d. - 0,35+0,02 5,71 0,212+0,004 189 0,56+0,02 3,57

A5 155+0,11 7,10 16,08+042 261 022+001 455 157+007 446 014001 7,14 0,42+0,02 4,76
A6 2,12+0,01 047 9,34%0,09 0,96 026+001 38 0,14+001 714 016001 6,25 0,41+0,03 7,31
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Tabela 4.9.14. Nastavak

Uzorak Mn RSD Ni RSD Y, RSD Sn RSD Sr RSD
% % % % %
Al 734 £009 1,22 0188%0,001 053 036+001 278 045+001 222 153+003 1,96
A2 1,03£001 097 0191+0001 052 011+001 909 076+002 263 058+002 345
A3 145+04 276 0,123+0003 244 055001 18 064+004 62  54+03 556
A4 418+004 096 0184+0015 815 067 £001 149 0692001 145 6104 656
A5 1,4+01 714 0105+0,002 190 021+001 476 054+002 370 2134003 141
AB 1224002 163 019001 526 011+001 909 043+001 232 1574003 101
Uzorak Al RSD Cd RSD Ba RSD Pb RSD Sb RSD
" " % % %
Al 146+02 137 0021+0001 476  187+002 107 054+001 185 0,121+0,001 083
A2 1,7+01 588 00150001 667  092+003 326 042+003 7,15 0,332+0,001 0,30
A3 158+01 063 001840001 556  535+021 393 098+001 1,02 n.d. -
A4 92+01 1,09 0021+0001 476 664004 060 053+003 566 0,151+0001 0,66
A5 41+01 244 0020£0001 500  122+002 164 035+002 571 n.d. -
AB 1,84+008 435 0039+£0001 256  197+003 152 015+001 6,67 n.d. -

"nije detektovan
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Slika 4.9.27. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima filter c¢ajeva od aronije
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.28. Sadrzaj Fe i Mn u uzorcima filter ¢ajeva od aronije
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.29. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima filter cajeva od aronije
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.30. Sadrzaj Zn, Se, Cu i Ni u uzorcima filter cajeva od aronije

(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.31. Sadrzaj Mo, Cr, Vi Sn u uzorcima filter cajeva od aronije
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.32. Sadrzaj Mo, Cr, Vi Sn u uzorcima filter cajeva od aronije
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.33. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima filter cajeva od aronije
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.34. Sadrzaj Cd i Pb u uzorcima filter ¢ajeva od aronije
(postupak pripreme infuza)
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Slika 4.9.35. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima filter ¢ajeva od aronije
(postupak mokre digestije)
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Slika 4.9.36. Sadrzaj Sr, Al, Ba i Sb u uzorcima filter c¢ajeva od aronije

(postupak pripreme infuza)
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Sadrzaj elemenata je veéi u uzorcima filter ¢ajeva koji su pripremljeni mokrom
digestijom u odnosu na pripremu infuza. Mokrom digestijom se dobija ukupni sadrzaj metala,
pa je samim tim i njihova koncentracija veca nego kod pripreme infuza.

Kada se uporede koncentracije metala u analiziranim uzorcima filter Cajeva sa
rezultatima dobijenim za Cajeve iz drugih zemalja (tabele 4.9.12.i 4.9.13.), moze se zakljuciti
da su Cajevi dostupni na trzi$tu Srbije podjednako bogati makro i mikro elementima kao i
Gajevi proizvedeni u Turskoj, Kini, Japanu, Indiji, Keniji i Sri Lanki (Kara, 2009; Karadas i
Kara, 2012; Fernandez-Caceres i sar., 2001)
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Tabela 4.9.12. Poredenje srednjih koncentracija metala (mg/kg) u analiziranim uzorcima crnog, zelenog i biljnih filter ¢ajeva sa rezultatima

dobijenim za ¢ajeve iz Turske

Uzorak Sr Ca Mg Mn Ba Fe Cu Zn Cr K Ni

Caj od maj¢inae 45,6 7759 2115 116 81,6 440 6,1 22,4 0,57 14708 15
dusice (16)” (6124) (1599) (87) (21) (822) (6,26) (35,4) (2,07) (9992) (2,16)

Caj od zalfije 18,3 9299 4631 66.4 32,8 1106 5,6 28 0,66 18594 6,0
(25,3) (12096) (3713) (65) (25) (922) (6,3) (39,1) (1,88) (10526) (1,70)

Caj od kamilice 49,0 6959 2319 96,4 9,8 521 8,2 244 1,70 18399 15
(11,2) (5615) (1882) (48) (4,04) (153) (10,6) (14,3) 0,77) (23369) (1,38)

Caj od koprive 134 38401 7324 66,5 37,5 999 11,2 22,0 1,77 17472 2,0
(46) (8854) (2436) (26) (47) (105) (6,97) (38,3) (1,28) (18973) (1,03)

Caj od lipe 38,7 14162 2822 113 14 109 9,5 20,9 0,60 13993 3,6
(27,5) (8296) (2156) (104) (39) (58) 9,1) (26,7) (0,60) (18577) (1,11)

Caj od sipka 39,2 8020 2931 475 8,2 275 3.0 3.2 0,23 13519 1,6
(43,5) (5807) (1582) (126) (60) (89) (5,62) (13,9) (56) (18269) (1,64)

Caj od mente 1115 11940 3630 98,0 31,78 281 10,04 23,6 1,01 - 2,40
(43,5) (8205) (3104) (73) (12,2) (532) (6,7) (29) (0,11) (11456) (1,53)

Crni ¢aj 12,1 3153 1992 580 18,9 243 131 18,6 0,88 14313 4,0
(69) (3350) (1050) (6435) (59) (96,5) (19,01) (17,5) (0,78) (16842) (1,03)

Zeleni ¢aj 15,4 3668 2095 786 21,7 231 111 21,4 0,75 13327 4,9
(19) (3242) (1359) (6517) (36) (135) (16,9) (3,2) (0,66) (17437) (5,95)

*Kara, 2009; Karadas i Kara, 2012 **U zagradama su podaci za ¢ajeve iz Srbije
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Tabela 4.9.13. Poredenje koncentracije metala (mg/kg) u analiziranim uzorcima crnog i zelenog Caja sa rezultatima dobijenim za Cajeve

iz Japana’, Kine', Indije”, Sri Lanke " i Kenije"

Uzorak™ Sr Ca Mg Mn Ba Fe Cu Zn Al K
Zeleni ¢aj (Kina) 10,7-17,0  2893,3-5193,3 1780,7- 667,9- 6,6-15 108,5- 12,5- 26,6- 745,3- 12600,8-
2210,0 1317,2 321,8 37,0 51,0 2230,7 16994,1
Zeleni ¢aj (Japan) 11,8-13,6  3618,1-4029,1 1778,5- 660,7- 1,3-9,2 193,0- 9,4-10,2 21,0- 919,5- 11900,5-
2066,4 1069,7 1445 25,2 952,5 14610,0
Zeleni ¢aj (Srbija) 19 3242 1359 6517 36 135 16,9 3,2 1538 17437
Crni ¢aj (Kina) 11,3-17,8  4150,5-5203,3 1699,5- 664,4- 6,5-7,7 176,0- 22,5- 35,8- 798,4- 14227,6-
2184,5 11144 946,2 37,5 49,6 2210,1 14840,4
Crni ¢aj (Sri Lanka) 7,2-23,3 3335,2-4642,9 1717,0- 148,0- 7,3-14,0 74,0-1415  17,6- 20,0- 509,8- 14626,8-
2009,3 530,9 26,5 36,8 915,2 16700,3
Crni ¢aj (Kenija) 38,0-38,7  2990,6-3212,2 1611,3- 797,6- 12,8- 247,2- 11,1- 24,4- 593,0- 14606,7-
1738,0 874,6 13,3 282,4 11,8 26,9 704,1 17196,2
Crni ¢aj (Indija) 10,7-18,5  3844,3-4540,5 1611,3- 431,4- 52-10,2 90,3-170,9  15,5- 23,9- 465,9- 16022,5-
2126,6 527,0 24,4 37,7 510,8 17654,0
Crni ¢aj (Srbija) 69 3350 13590 6435 59 96,5 19,01 17,5 1358 16842

“Fernandez-Caceres i sar., 2001
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4.10. Doprinos makro i mikroelemenata u crnom, zelenom,

biljnim i vocénim filter éajevima dnevnim potrebama

Doprinos makro i mikroelemenata u crnom, zelenom, biljnim i voénim filter
Cajevima, dnevnim potrebama organizma dat je u tabelama 4.10.1. i 4.10.2. Izracunat je za
Soljicu engleskog ¢aja (cup of tea), na osnovu dnevnih potreba organizma muskarca srednjih
godina (Institute of Medicine, 1997). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi da se
dnevne potrebe organizma za pojedine elemente mogu zadovoljiti jednom S$oljicom ¢aja. U
pogledu makroelemenata (Ca i Mg), od biljnih filter ¢ajeva, najveéi doprinos daje ¢aj od uve
(Ca 75,4%) i ¢aj od nane (Mg 86,1%), a najmanji doprinos daju zeleni (Ca 2,3%) i crni Caj
(Mg 10,3). Medu vo¢nim filter ¢ajevima, najveéi doprinos daje ¢aj od jagode (Ca 33,1%, Mg
46,8%), a najmanji ¢aj od maline (Ca 2,6%, Mg 13,2%). Kod filter ¢ajeva od aronije najveci
doprinos daje uzorak A3 (Ca 9,8%) i uzorak A4 (Mg 3,5%). Soljica biljnih filter ¢ajeva u
velikoj meri zadovoljava dnevne potrebe organizma za Fe i Zn, dok $oljica vo¢nih Cajeva
zadovoljava dnevne potrebe u manjoj meri. Mn u crnom, zelenom, biljnim i voénim filter
¢ajevima zadovoljava dnevne potrebe organizma preko 100%. Crni, zeleni i biljni filter ¢ajevi

u maloj meri zadovoljavaju dnevne potrebe organizma za Cu, Mo i Se.

Tabela 4.10.1. Doprinos (%) makro i mikroelemenata u crnom, zelenom i biljnim filter

¢ajevima dnevnim potrebama organizma

Uzorak Ca Mg Cu Fe Mo Se Zn
Crni &aj 3,6 10,3 0,1 38 nd” 58 113
Zeleni &aj 2,3 18,0 0,1 100 034 07 2,0
Caj od uve 75,4 38,8 0,1 2,8 nd. 02 193
Caj od kantariona 13,6 19,1 0,1 12,8 n.d. 0,2 8,0
Caj od hibiskusa 57,2 20,5 - 3,3 0,1 0,1 7,5
Caj od maj¢ine dugice 19,2 25,3 - 3,4 nd. 02 104
Rtanjski &aj 40,4 27,4 - 3,3 01 02 147
Caj od koprive 38,3 20,2 - 174 nd. 01 157
Caj od $ipka 28,7 13,7 0,1 3,4 nd. 04 6,5
Caj od zove 8,3 45,8 0,1 5,8 0,1 0,2 5,2
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Caj od lipe
Caj od zalfije
Caj od mente

Caj od hajducke trave

Caj od kamilice

6.3
40,4
59,1
17,0
24,4

11,3
64,6
86,1
21,8
23,4

- 1,2
- 3,5
- 56,3
27,1
- 6,4

Doktorska disertacija

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
0,1

n.d.
0,2
0,3
0,3
0,2

1,7
4,7
6,8
5,5
5,1

“nije detektovan

Tabela 4.10.2. Doprinos (%) makro i

mikroelemenata u voénim filter ¢ajevima dnevnim

potrebama

Uzorak Ca Mg Cu Fe Mo Se Zn

Caj od vi$nje 2,4 15,1 - 1,9 0,1 0,2 11,0
Caj od jagode 33,1 140 - 12,7 0,1 0,2 52

Caj od maline 26 132 - 3,0 0,1 n.d. 47

Caj od sumskog voca 17,8 171 - 10,9  n.d. 0,2 8,5

Caj od kajsije 216 209 0,1 1,9 0,1 0,3 6,9

Caj od divlje tresnje 216 214 - 11,4 n.d. n.d. 3,1

Caj od borovnice 306 246 01 289  n.d. 0,3 12,5
Caj od jabuke sa cimetom 266 20,1 - 24,0 n.d. 0,1 15,0
Caj od nara 24,3 248 - 25,3 n.d. 0,3 17,5
Caj od ananasa 8,3 151 - 14,0 n.d. 0,3 9,6
Caj od juznog voéa 179 204 - 1,6 0,1 0,2 7,8

“nije detektovan

Tabela 4.10.3. Doprinos (%) makro i mikroelemenata u filter ¢ajevima od aronije dnevnim

potrebama
Uzorak Ca Mg Cu Fe Mn Mo Se Zn
Al 4.4 1,9 - 7,6 31,9 - 0,1 2,3
A2 33 2,6 - 18,6 4,47 - nd” 30
A3 9,8 2,1 - 21,6 63,0 - 0,1 1,6
A4 2,1 3,5 - 2,6 18,2 0,1 n.d. 14
A5 3,6 1,2 - 20,1 6,1 - 0,1 1,4
A6 1,34 2,4 - 11,7 4,3 - 0,1 1,9

"nije detektovan
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4.11. Statisticka analiza dobijenih podataka

Koeficijent korelacije je mera linearnog odnosa izmedu dva podatka. Korelaciona
analiza sadrzaja elemenata u filter ¢ajevima data je u tabeli 4.11.1. Na osnovu dobijenih
vrednosti za Pirson-ov koeficijent korelacije, moze se uociti sedam grupa elemenata:

grupa 1- Ca, Sr, Mg, Zn, Fe, Mo,

grupa 2- K, V,

grupa 3- Fe, Mo, Cr, Ni, Sn,

grupa 4- Cu, Mn, Al, As,

grupa 5- Fe, Al, Cu,

grupa 6- Sr, Ba,

grupa 7- Pb, Cd.

Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da izmedu alkalnih i zemnoalkalnih
metala postoji dobra korelacija, Sto moze da ukaze na zajednicko poreklo ovih elemenata.
Izmedu esencijalnih mikroelemenata takode postoji dobra korelacija, kao i izmedu toksi¢nih
metala.

Bolje tumacenje veze izmedu elemenata u analiziranim filter ¢ajevima moze se dobiti
koris¢enjem analize glavnih komponenata (PCA). U cilju diferencijacije ispitivanih uzoraka
na osnovu sadrzaja metala, formirana je matrica podataka dimenzija 20x26, sa analiziranim
elementima u kolonama (20) i uzorcima filter ¢ajeva u redovima (26). Broj optimalnih
faktora koji je koriS¢en u analizi izabran je na osnovu kriterijuma tacke preloma na Cattel-
ovom skri (scree) testu. Na osnovu ovog testa, kriterijum za odredivanje broja faktora
predstavlja tacka u kojoj karakteristi¢ne vrednosti formiraju silazni trend, tzv. tacku preloma.
Karakterisiténe vrednosti su varijanse glavnih komponenata. Sest glavnih komponenata (PC)
je ekstrahovano prema Kaiser-ovom (Kaiser, 1960) Kkriterijumu (Jackson, 1991), sa
vrednostima 5,67; 3,40; 2,52; 1,96; 1,62 i 1,41. Pomocu prve komponente (PC1) je
objasnjeno 27,01%, pomocu druge komponente (PC2) 16,20%, pomocu trece (PC3) 12,02%,
pomocu cetvrte (PC4) 9,33%, pomocu pete (PC5) 7,71% 1 pomocu Seste (PC6) 6,71%
disperzije merenja (tabela 4.11.2.). Dobijeni faktori objasnjavaju zajedno 78,97% disperzije
merenja. Na osnovu podataka u tabeli 4.11.2. moze se videti da prvu komponentu opisuju Fe,
Cr, Ni, Sn sa visokim pozitivnim faktorskim zasi¢enjem (> 0,9) 1 K 1 V sa nizim faktorskim
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zasi¢enjem (> 0,5). Takode, Fe, Cr, Ni, Sn imaju veoma bliske vrednosti faktorskih zasi¢enja
1 mogu pruziti istu vrstu informacija u pogledu klasifikovanja ispitivanih uzoraka. Visoka
faktorska zasicenja su i za Cu i Mn (>0,9), Al (>0,7) i Pb (>0,5) koji opisuju drugu
komponetu, za Ca i Mg (>0.,9), Zn i Mo (>0,7) koji opisuju tre¢cu komponentu, za Sr i Ba
(>0,8) koji opisuju Cetvrtu, za Se (>0,7) i V (>0,6) koji opisuju petu i Cd i Sb (>0,8) i Pb
(>0,5) koji opisuju Sestu komponentu. Cd i Pb, koji opisiju Sestu komponentu, imaju visoko
pozitivno faktorsko zasic¢enje, dok Sb ima visoko negativno faktorsko zasi¢enje. Sli¢na
klasifikacija metala je postignuta i korelacionom analizom.

Dijagram rasipanja (2-D grafik faktorskih opterecenja), prikazan na slici 4.11.1.,
uzima u obzir prva dva faktora koji objasnjavaju zajedno 67,21% disperzije merenja. Kao $to
se moze videti sa grafika, postoji veza izmedu Fe, Cr, Ni i Sn koji opisuju prvi faktor, Mn, Pb
i Cu koji opisuju drugi faktor i Ba, Mg, Zn, Sr, Mo, Ca, Se, Sb, Cd i Na koji opisuju oba
faktora zajedno. Ostali elementi (Al, K i V) pokazuju jako individualno ponasanje.

3-D grafik faktorskih opterecenja koji uzima u obzir prve tri komponente, prikazan je
na slici 4.11.2. Vrlo visoka pozitivna faktorska zasi¢enja imaju Fe, Cr, Ni i Sn, dok K i V
imaju negativna zasic¢enja. Faktor 2 opisiju Cu, Mn i Al koji imaju visoka zasi¢enja, dok Pb
nema visoko zasi¢enje kao ostali elementi u grupi. U faktoru 3 dominiraju Ca i Mg sa
visokim zasi¢enjem i Zn i Mo sa nizim vrednostima. U tabeli 4.11.2. date su i vrednosti
glavnih komponenti za filter ¢ajeve na osnovu multi-elementne analize. Na osnovu vrednosti
koje opisuju prvu komponentu (PC), moze se zakljuéiti da koncentracije Fe, Cr Ni i Sn su
najvece, dok koncentracije K 1 V sU najniZze za ¢aj od uve, €aj od Zalfije, ¢aj od majcine
dusice, ¢aj od mente, rtanjski ¢aj, ¢aj od hibiskusa u odnosu na druge vrste filter ¢ajeva.
Takode, koncentracije Fe, Cr, Ni 1 Sn su nize, a koncentracije za K 1 V su vece za ¢aj od
ananasa, ¢aj od kamilice, ¢aj od hajducke trave i zovu. Drugu komponentu (PC2) zasi¢uju
metali Cu, Mn, Al i Pb ¢ije su koncentracije najvece u crnom i zelenom filter caju.
Koncentracije Ca, Mg, Zn i Mo koji opisuju trecu komponentu (PC3) su najvece za ¢aj od
hibiskusa, ¢aj od zalfije, ¢aj od uve, ¢aj od koprive, rtanjski ¢aj, ¢aj od zove i ¢aj od nane.
Koncentracije Sr i Ba (PC4) su najvecée u crnom ¢aju, ¢aju od hibiskusa, ¢aju od koprive, ¢aju
od sipka, ¢aju od uve, ¢aju od borovnice i ¢aju od jagode. Koncentracija Se (PC5) je najveca
u ¢aju od Sipaka, ¢aju od zalfije i ¢aju od divlje tresnje. Sadrzaj Cd i Pb (PC5) je vedi, a

sadrzaj Sb je manji u ¢aju od uve, ¢aju od hibiskusa, ¢aju od majéine dusice, rtanjskom caju,
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Caju od koprive, ¢aju od Sipka i ¢aju od zove. Koncentracije Cd i Pb (PC6) su nize, a
koncentracija Sb je veca u filter ¢aju od visnje i ¢aju od maline.

Klasifikacija filter ¢ajeva na osnovu sadrzaja metala predstavljena je dijagramima
rasipanja (slika 4.11.3 i 4.11.4). Najveci procenat disperzije merenja 43,20% objaSnjavaju
prve dve komponente (PC1-PC2), a zatim slede slede¢e kombinacije glavnih komponenti:
PC1-PC3 (39,03%), PC1-PC4 (36,34%), PC1-PC5 (34,72%) i PC1-PC6 (33,72%).
Ukljucujuéi 3-D dijagram rasipanja, najveci procenat ukupne varijanse 55,23% objasnjavaju
prve tri komponente (PC1-PC2-PC3), a zatim slede PC1-PC2-PC4 (52,54%), PC1-PC2-PC5
(50,92%) i PC1-PC2-PC6 (49,92%). Na osnovu dobijenih dijagrama moze se videti da se
analizirani filter ¢ajevi mogu svrstati u Cetiri grupe: grupa 1 - ¢aj od hibiskusa, ¢aj od koprive,
¢aj od nane, rtanjski ¢aj, ¢aj od majcine dusice, ¢aj od uve i ¢aj od zalfije; grupa 2 - crni i
zeleni ¢aj; grupa 3 - ¢aj od jagode, ¢aj od zove, ¢aj od ananasa, ¢aj od nara, ¢aj od borovnice,
¢aj od hajducke trave, ¢aj od kamilice i ¢aj od kajsije; grupa 4 - ¢aj od juznog voca, ¢aj od
divlje tresnje, ¢aj od Sumskog voca, ¢aj od jabuke sa cimetom, ¢aj od kantariona, ¢aj od
Sipka, ¢aj od tresnje i ¢aj od maline.

Sli¢éna Klasifikacija analiziranih uzoraka filter ¢ajeva dobijena je primenom klaster
analize (slika 4.11.5). Primenom Ward-ovog metoda kao kriterijuma grupisanja i Euclid-ove
udaljenosti kao procene stepena razli¢itosti grupa, dobijene su Cetiri grupe: grupa 1 - ¢aj od
jabuke sa cimetom, ¢aj od divlje tresnje, ¢aj od S$ipka, ¢aj od Sumskog voca, ¢aj od juznog
voca, ¢aj od kantariona, ¢aj od maline i ¢aj od hajducke trave; grupa 2 - ¢aj od mente, ¢aj od
grupa 3 - ¢aj od ananasa, ¢aj od kamilice, ¢aj od jagode, ¢aj od Kajsije, ¢aj od Sipaka, ¢aj od
borovnice i ¢aj od lipe; grupa 4 - zeleni i crni ¢aj. Na osnovu grupisanja uzoraka moze se
videti da su klasteri 3 i1 4 blizu jedan drugom, Sto ukazuje na sliCan sadrzaj metala u istim.
Pored toga, prema klaster analizi, ¢aj od zove je grupa za sebe.

Prema literaturnim podacima (McKay i sar., 2002, Cabrera i sar., 2003, Karak i sar,,
2010, Szymczycha-Madeja i sar., 2013), razlike u sadrzaju metala izmedu razli¢itih vrsta
Cajeva, pripisuju se razlikama u njihovoj strukturi, biljnoj vrsti, starosti zasada, pedoloskim
karakteristikama zemljista, apsorpciji iz zemljista, koli¢ini padavina i primeni agrotehnickih
mera. Kada su u pitanju agrotehnicke mere, prvenstveno Se misli na upotrebu pesticida i
vestackih dubriva. Tako, koris¢enje bakarnih fungicida, uzrokuje prisustvo nezeljenih

koncentracija bakra i pove¢ava akumulaciju olova i kadmijuma u crnom ¢aju (Seenivasan i
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sar., 2008). Organske supstance, prisutne u zemljistu, kompleksiraju jone metala i time
smanjuju nihovu biodostupnost, kao i stepen njihove sorpcije od strane biljaka (Salahinejad i
Aflaki., 2010).

pH vrednost zemljista je jedan od glavnih faktora koji kontrolise dostupnost nekih
elemenata (Al, Cu, Cd, Pb,...). Koncentracije Al, Cu, Pb i Zn u ¢ajevima variraju u zavisnosti
od koriscenja razli¢itih biljnih delova (koren, stablo i lis¢e). Shodno tome, sadrzaj elemenata
u filter ¢aju i ¢aju od listova iste biljke, mogu znacajno da se razlikuju. Razlike u sastavu i
sadrzaju metala razli¢itih vrsta ¢ajeva dostupnih na trzistu, uglavnom su posledica primene
razli¢itih metoda koji se koriste u procesu dobijanja Cajeva. Takode, geografsko podneblje,
stepen fermentacije, nacin sazrevanja i skladiStenje mobu da uti¢u na sastav i sadrzaj metala.
Na primer, Al, Cr, Cu, Pb i Zn mogu da dospeju ¢aj u razli¢itim fazama njegove proizvodnje
(npr. susenje, mlevenje i pakovanje). Takode, poveéan sadrzaj Al i Cu u crnom ¢aju moze da
bude posledica susenja listova na visokoj temeraturi i zaustavljanja fermentacije u sudovima

napravljenim od Al-Cu legure (Szymczycha-Madeja i sar., 2013).
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Tabela 4.11.1. Korelaciona matrica elemenata (Pirsonova korelacija)

Ca K Mg Na Zn Fe Cu Se Mo Cr Mn
Ca 1,00 0,07 0,85 0,12 0,76 0,59 -0,15 0,05 0,70 0,27 -0,27
K 1,00 0,02 0,23 -0,08 -0,48 0,14 -0,02 -0,26 -0,41 0,02
Mg 1,00 0,18 0,46 0,40 -0,04 0,07 0,71 0,15 -0,23
Na 1,00 0,04 -0,05 0,10 -0,14 -0,06 -0,08 -0,12
Zn 1,00 0,33 -0,13 -0,10 0,40 0,12 -0,23
Fe 1,00 -0,04 -0,02 0,57 0,91 -0,10
Cu 1,00 0,12 -0,05 -0,02 0,83
Se 1,00 0,29 -0,09 0,24
Mo 1,00 0,36 -0,13
Cr 1,00 -0,07
Mn 1,00
Ni
\%
Al
Sr
Ba
Sb
Sn
As
Cd
Pb
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Ni \Y Al Sr Ba Sh Sn As Cd Pb

Ca 0,22 -0,15 0,00 0,42 0,15 -0,42 0,26 0,06 0,26 0,15
K -0,40 0,62 -0,28 -0,09 -0,03 0,09 -0,38 0,16 0,01 0,12
Mg 0,08 -0,05 0,04 0,15 -014 -0,34 0,13 0,06 0,18 0,14
Na -0,08 0,35 -0,15 -0,12 -0,36 0,11 -0,04 0,04 -0,05 -0,17
Zn 0,16 -0,14 0,01 0,40 0,12 -0,56 0,15 -0,07 0,25 0,46
Fe 0,86 -0,52 0,67 0,30 0,00 -0,03 0,88 -0,08 -0,08 0,32
Cu 0,08 -0,32 0,75 0,14 -0,06 -0,15 -0,09 0,57 0,02 0,37
Se -0,15 0,18 0,17 0,17 0,24 -0,25 0,12 0,14 0,23 0,00
Mo 0,30 0,43 0,20 0,20 -0,04 -0,25 0,34 0,06 0,09 0,39
Cr 0,94 -0,43 0,24 0,38 0,11 0,13 0,97 0,17 -0,08 0,08
Mn 0,08 -0,40 0,76 0,27 0,24 0,00 -0,09 0,67 -0,13 0,21
Ni 1,00 -0,53 0,36 0,33 0,11 0,14 0,91 -0,07 -0,11 0,09
\4 1,00 -0,74 -0,14 -0,17 0,17 -0,32 -0,10 -0,07 -0,47
Al 1,00 0,14 0,00 -0,14 0,15 0,23 -0,16 0,35
Sr 1,00 0,68 -0,14 0,40 0,27 0,06 0,17
Ba 1,00 -0,01 0,08 0,15 0,21 0,06
Sb 1,00 0,15 0,13 0,71 -0,50
Sn 1,00 0,21 0,12 -0,04
Cd 1,00 0,58
Pb 1.00
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Tabela 4.11.2. Doprinos metala i vrste ¢aja u objaSnjenju ekstrahovanih glavnih komponenti

Metali PCL PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 Uzorak PCIL PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
Ca 019 -010 092 021 0,07 -016 Crni Caj -1,33 446 080 277 135 -186
K 053 003 0,04 -0,12 057 -0,04 Zeleni Caj -163 634 146 085 084 154
Mg 009 -0,03 0,90 -0,11 0,15 -0,07 Caj od uve 698 126 268 079 -002 122
Na -0,07 -0,03 -0,10 0,30 048 -0,02 Caj od kantariona 098 -033 -023 -0,06 -191 157
Zn 010 -0,09 071 0,25 003 -0,34 Caj od hibiskusa 1,06 249 181 -187 287 -0,74
Fe 087 004 0,40 -0,03 018 004 Caj od maj¢ine dusice 097 0,08 042 -093 -007 0,19
Cu 001 094 -0,08 -0,05 016 -0,14 Rtanjski Caj 073 085 022 004 -023 -039
Se 010 -0,14 -0,05 -0,16 074 017 Caj od koprive 005 156 1,77 -1,83 -0,92 1,87
Mo 031 001 076 -0,08 019 003 Caj od Sipka 029 027 286 -1,85 -310 136
Cr 097 -001 0,09 0,10 008 0,04 Caj od zove 209 109 1,12 110 1,72 048
Mn 0,04 090 -023 0,22 006 0,05 Caj od lipe 084 061 001 -095 125 061
Ni 094 013 0,04 0,09 012 005 Caj od 7alfije 326 184 375 124 -149 -3,08
\% 051 046 0,15 -0,05 067 -0,12 Caj od mente 014 103 1,03 145 075 012
Al 024 088 0,0 -0,09 031 0,02 Caj od hajducke trave 117 0,30 053 1,17 -022 0,28
Sr 0,31 017 0,23 0,84 0,07 -0,04 Caj od kamilice -1,49 031 124 343 144 0,83
Ba 0,01 001 -006 0,90 020 -0,07 Caj od visnje 0,47 -166 -0,72 1,66 -0,44 -0,98
Sh 0,14 0,11 -0,38 0,02 0,11 0,83 Caj od jagode -0,69 0,74 -156 -192 098 0,65
Sn 097 -0,09 0,07 0,13 0,02 008 Caj od maline 039 -149 057 141 -042 -0,65
Cd 008 010 -0,09 -0,10 001 0,90 Caj od Sumskog voéa  -142 -019 -191 044 -086 -0,56
Pb 003 026 034 0,00 029 053 Caj od kajsije -131 036 -151 -0,32 -0,08 -0,36
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Karakt. vred.

5,67

3,40 2,52

1,96

Caj od divlje tresnje

Var. (%)

Kumul.var. (%)

27,01
27,01

16,20 12,02
43,20 55,23

9,33
64,56

162 141
7,71 6,71
72,27 78,97

Caj od borovnice

Caj od jabuke sa cim.
Caj od nara

Caj od ananasa

Caj od juznog voca

-1,44
-1,19
-0,92
-1,13
-1,50

1,56

-0,01
0,38
0,04
0,52

-0,01
1,27

-1,00
-1,54
-1,70
-1,16
-1,82

0,21

-0,27
-0,84
0,00
-0,53
0,30
0,28

-1,52
0,40
-0,50
0,42
-0,86
0,63

-1,42
-0,88
-0,59
-0,68
-0,15

1,62
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Slika 4.11.2. 3-D graficki prikaz PCA analize dobijen na 0Snovu sadrzaja metala

u analiziranim filter cajevima
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U doktorskoj disertaciji "Mineralni i polifenolni profil zelenog, crnog, biljnih i voénih
filter Cajeva i1 njihov antioksidativni kapacitet” dati su reziltati odredivanja ukupnih
polifenola, flavonoida 1 monomernih antocijana, pojedina¢nih polifenolnih jedinjenja,
mineralnog sastava, a ispitan je antioksidativni potencijal navedenih filter ¢ajeva primenom
odgovarajucih instrumentalnih analitickih metoda (UV/Vis spektrofotometrija, cikli¢na
voltametrija, HPLC hromatografija, ICP spektrometrija).

Na osnovu dobijeih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

»  Ucilju identifikacije i kvantifikacije, polifenolna jedinjenja su iz zelenog, crnog,
biljnih i voénih filter Cajeva ekstrahovana razli¢itim rastvaraima. Najveéi
stepen ekstrakcije za vecinu uzoraka filter Cajeva je postignut vodom kao
rastvaracem, dalje metanolom, etanolom i acetonom.

»  Sadrzaj ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima zelenog, crnog i biljnih filter
Cajeva kreée se u granicama od 26,2 mg GAE/g u ¢aju od koprive do 241 mg
GAE/g u zelenom ¢aju. Sadrzaj ukupnih polifenola u vo¢nim filter ¢ajevima
kre¢e se u granicama od 46 mg GAE/g za ¢aj od Sumskog voca do 224 mg
GAE/g u ¢aju od maline. Sadrzaj ukupnih polifenola u filter ¢ajevima od aronije
je uintervalu od 7,2 mg GAE/g (A2) do 40,6 mg GAE/g (A4).

»  Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenim ekstraktima zelenog, crnog i biljnih filter
Cajeva krece se u granicama od 11,8 mg CE/g u ¢aju od kamilice do 85 mg CE/g
u zelenom ¢aju. Sadrzaj ukupnih flavonoida u voénim filter ¢ajevima krece se u
granicama od 16,5 mg CE/g u ¢aju od Sumskog voc¢a do 32 mg CE/g u ¢aju od
maline. Sadrzaj ukupnih flavonoida u filter ¢ajevima od aronije je u intervalu od
11,1 mg CE/g (A5) do 25,7 mg CE/g (A4).

»  Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana se krec¢e od 5,84 mg CGE/100g u ¢aju
od visnje do 453 mg CGE/100g u ¢aju od hibiskusa.

»  Antioksidativna aktivnost odredena ABTS metodom za zeleni, crni i biljne filter
Cajeve je u opsegu od 2,98 mmol TE/g za ¢aj od koprive do 3,27 mmol TE/g za
¢aj od lipe. Za voéne filter ¢ajeva antioksidativna aktivnost je u granicama od
2,6 mmol TE/g za ¢aj egzotic¢ni ukus do 3,23 mmol TE/g za ¢aj od kajsije. Za
filter ¢ajeve od aronije antioksidativna aktivnost je u granicama od 0,051 mmol
TE/g (A6) do 2,744 mmol TE/g (A2).
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Antioksidativna aktivnost odredena DPPH metodom za zeleni, crni i biljne filter
Cajeve je u opsegu od od 0,062 mmol TE/g za ¢aj od kamilice do 0,181 mmol
TE/g za crni ¢aj. Za voéne filter ¢ajeve antioksidativna aktivnost je u granicama
od 0,034 mmol TE/g za ¢aj egzoti¢ni ukus do 0,181 mmol TE/g za ¢aj od visnje.
Za filter ¢ajeve od aronije antioksidativna aktivnost je u granicama od 0,051
mmol TE/g (A6) do 0,074 mmol TE/g (A2).

Antioksidativna aktivnost odredena FRAP metodom za zeleni, crni i biljne filter
Cajeve je u opsegu od 0,127 mmol FE/g za ¢aj od koprive do 1,83 mmol FE/g za
zeleni Caj. Za voéne filter Cajeve antioksidativna aktivnost je u granicama od
0,30 mmol FE/g za ¢aj egzoti¢ni ukus do 1,121 mmol FE/g za ¢aj od maline. Za
filter cajeve od aronije antioksidativna aktivnost je u granicama od 0,136 mmol
FE/g (A2) do 0,153 mmol FE/g (A4).

Antioksidativna aktivnost odredena Fe(IIl)/Fe(I) metodom za zeleni, crni i
biljne filter ¢ajeve je u opsegu od 1,30 mmol AAE/g za ¢aj od zove do 7,5 mmol
AAE/g za zeleni ¢aj. Za vocne filter Cajeve, antioksidativna aktivnost je u
granicama od 0,42 mmol AAE/g za ¢aj egzoti¢ni ukus do 3,93 mmol AAE/g za
¢aj od maline. Za filter Cajeve od aronije antioksidativna aktivnost je u
granicama od 0,14 mmol AAE/g (Al) do 3,48 mmol AAE/g (A4).

Primenom cikli¢ne voltametrije, od biljnih filter Cajeva, zeleni Caj je pokazao
najvecu antioksidativnu aktivnost, a zatim ¢aj od uve, crni ¢aj i ¢aj od hibiskusa.
Kod vo¢nih filter ¢ajeva, najvecu antioksidativnu aktivnost su pokazali ¢ajevi
od maline, visnje i1 borovnice. Kod filter cCajeva od aronije, najvecu
antioksidativnu aktivnost su pokazali uzorci A4, A5 i A3.

Najvecu vrednost ACI indeksa od biljnih filter ¢ajeva, pokazali su zeleni ¢aj i
¢aj od uve, a od vocnih filter ¢ajeva ¢ajevi od maline i visnje.

Primenom HPLC hromatografije identifikovane su kvantifikovane sledece
grupe polifenolnih jedinjenja u ispitivanim uzorcima: fenolne kiseline (galna,
protokatehinska i kafena Kkiselina), flavoni (rutin i morin), flavon-3-oli
(kvarcetin), flavan-3-oli ((+)-katehin, (-)-epikatehin, (-)-epigalokatehin galat, (-
)-epigalokatehin), procijanidini (B1, B2 i B3) i antocijani (cijanidin-3-O-
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galaktozid, cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-arabinozid, cijanidin-3-O-
ksilozid, delfinidin-3-O-sambubiozid, delfinidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-O-
sambubiozid).

Od ispitivanih polifenolnih jedinjenja u svim uzorcima filter ¢ajeva najvise je
zastupljena galna kiselina, zatim slede rutin, (-)-epikatehin i procijanidin B1. U
pogledu sadrzaja polifenolnih jedinjenja kod biljnih filter ¢ajeva, zeleni ¢aj, crni
¢aj, Cajevi od uve, zalfije i kantariona su sa najveéim sadrzajem ukupnih
polifenola i flavonoida. Kod vo¢nih filter ¢ajeva, ¢ajevi od maline i vi$nje Su sa
najve¢im sadrzajem ukupnih polifenola i flavonoida, a zatim slede cajevi od
jagode, borovnice, jabuke i ananasa. Kod filter ¢ajeva od aronije nadene su
relativno visoke vrednosti za antocijane, dok su vrednosti za rutin, morin, galnu
kiselinu, protokatehinsku kiselinu i kafenu kiselinu nesto nize.

Od makroelemenata u uzorcima ¢ajeva najzastupljeniji su K i Ca, potom slede
Mg i Na. Od mikroelemenata najzastupljeniji su: Fe, Zn, Mn, Cu i Se.

U pogledu sadrzaja teskih metala (Cd, Pb) moze se zakljuciti da su
koncentracije teSkih metala ispod MDK vrednosti propisanih nacionalnom
zakonskom regulativom, kao i evropskim i svetskim regulativama. Kada se
uporede koncentracije metala u analiziranim uzorcima filter ¢ajeva sa rezltatima
dobijenim za Cajeve iz drugih zemalja, moze se zakljuciti da su ¢ajevi dostupni
na trzistu Srbije podjednako bogati makro i mikro elementima, kao i ¢ajevi
proizvedeni u Turskoj, Kini, Japanu, Indiji, Keniji i Sri Lanki

Ispitivani uzorci filter cajeva u jednoj Soljici ¢aja (cup of tea) u velikoj meri
zadovoljavaju dnevne potrebe organizma.

Korelacija sadrzaja metala pokazala je dobru korelaciju (R®> > 0,5) u okviru
sedam grupa elemenata: grupa 1: K, Fe,V; grupa 2: Ca, Mg, Zn, Fe, Mo; grupa
3: Mg, Cu, Mo; grupa 4: Fe, Cr, Ni, V, Sn; grupa 5: Sr, Ba; grupa 6: Cd, Sb i
grupa 7: As, Cd, Pb.

Primenom PCA analize, analizirani filter ¢ajevi su svrstani u Cetiri grupe: grupa
1 - hibiskus, kopriva, nana, rtanjski ¢aj, maj¢ina duSica, ¢aj od uve i Zalfija;
grupa 2 - crni i zeleni ¢aj; grupa 3 - jagoda, zova, ananas, nar, borovnica,
hajducka trava, kamilica i kajsija i grupa 4 - egzoti¢no voce, divlja tresnja,

Sumsko voce, jabuka, kantarion, Sipak, treSnja i malina. Primenom Klaster
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analize, takode su dobijene su Cetiri grupe: grupa 1 - jabuka, treSanja, Sipak,
Ssumsko voce, egzoti¢no voce, kantarion, tresnja, malina i hajducka trava; grupa
2 - nana, maj¢ina dusica, kopriva, zalfija, rtanjski caj, uva i hibiskus; grupa 3 -
ananas, kamilica, jagoda, kajsija, Sipak, borovnica i lipa i grupa 4 - zeleni i crni
¢aj. Caj od zove nije pripao nijednoj grupi.

Konaé¢no, moze se zakljuciti da od ispitivanih uzoraka biljnih filter ¢ajeva,
zeleni ¢aj ima najveci sadrzaj polifenolnih jedinjenja i najvecu antioksidativnu
aktivnost, a zatim slede ¢aj od uve i crni ¢aj. Od voénih filter ¢ajeva, ¢ajevi od
maline i visnje su bogati izvori polifenolnih jedinjenja. Uzorci A4 i A6 filter
Cajeva od aronije su takode dobar izvor polifenolnih jedinjenja. Odredivanje
sadrzaja metala u filter Cajevima je korisno u smislu kontrole njihove
zdravstvene ispravnosti. Takode, dobijene vrednosti ukazuju na to, da pojedini

filter ¢ajevi mogu da posluZe kao izvor nutrijenata u ljudskoj ishrani.

280



6. Summary



Jovana Krstic Doktorska disertacija

The PhD thesis, entitled "The mineral and polyphenol profile of green, black, herbal

and fruit bagged teas and its antioxidant capacity" put forwards the results of the

determination of the total polyphenols, flavonoids and monomeric anthocyanins content,

individual polyphenolic compounds, multielement analysis as well as the antioxidant

potential of the filter teas used analytical instrumental methods (UV/Vis spectrophotometry,

cyclic voltammetry, HPLC chromatography, ICP spectrometry).

Based on the obtained results the following conclusions can be made:

>

In order to identification and quantification, polyphenol compounds from green,
black, herbal and fruit baged teas were extracted by various solvents. The highest
degree of extraction is achieved using a water as a solvent, followed by methanol,
ethanol and acetone.

Total polyphenols content of green, black and herbal bagged teas was varied from
26.2 mg GAE/g for nettle tea to 241 mg GAE/g for green tea. Total polyphenols
content of fruit bagged teas was varied from 46 mg GAE/qg for forest fruit tea to
224 mg GAE/g for raspberry tea. Total polyphenols content of aronia bagged teas
was varied from 7.2 mg GAE/g for sample A2 to 40.6 mg GAE/g for sample A4.
Total flavonoids content of green, black and herbal bagged teas was varied from
from 11.8 mg CE/g for chamomile tea to 85 mg CE/g for green tea. Total
flavonoids content of fruit bagged teas was varied from 16.5 mg CE/g for forest
fruit tea to 32 mg CE/g for raspberry tea. Total flavonoids content of aronia
bagged teas was varied from 11.1 mg CE/g for sample A5 to 25.7 mg CE/g for
saple A4.

The total monomeric anthocyanins content was varied from 5.84 mg CGE/100g
for cherry tea to 453 mg CGE/100g for hibiscus tea.

Using the ABTS method, the antioxidant activity of herbal bagged teas was
changed in the range of 2.98 mmol TE/g for nettle tea to 3.27 mmol TE/g for
linden tea. The antioxidant activity of fruit bagged teas was changed in the range
of 2.6 mmol TE/g for exotic fruit tea to 3.23 mmol TE/g for apricoat tea. The
antioxidant activity of aronia bagged teas was changed in the range of 0.051
mmol TE/g for sample A6 to 2.744 mmol TE/g for sample A2.

Using the DPPH method, the antioxidant activity of herbal bagged teas was
changed in the range of 0.062 mmol TE/g for chamomile tea to 0.081mmol TE/g
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for black tea. The antioxidant activity of fruit bagged teas was changed in the
range of 0.034 mmol TE/g for exotic flavor tea to 0.181 mmol TE/g for cherry
tea. For aronia bagged teas, the antioxidant activity was changed in the range of
0.051 mmol TE/g for sample A6 to 0,074 mmol TE/g for sample A2.

» Using FRAP method, the antioxidant activity for herbal bagged teas was changed
in the range from 0.127 mmol FE/g for nettle tea to 1.83 mmol FE/g for green tea.
The antioxidant activity of fruit bagged teas was changed in the range from 0.300
mmol FE/g for exotic flavor tea to 1.121 mmol FE/g for raspberry tea. The
antioxidant activity for aronia bagged teas was changed in the range from 0.136
mmol FE/g for the sample A2 to 0.153 mmol FE/g for the sample A4.

» Using the Fe(lll)/Fe(1l) - method, the antioxidant activity for herbal bagged teas
was changed in the range from 1.30 mmol AAE/g for elder tea to 7.5 mmol
AAE/g for green tea. The antioxidant activity for fruit bagged teas was changed
in the range from 0.42 mmol AAE/g for exotic flavor tea to 3.93 mmol AAE/g for
raspberry tea. The antioxidant activity of aronia bagged teas was changed in the
range from 0.14 mmol AAE/g for the sample Al to 3.48 mmol AAE/g for the
sample A4.

» Using the Fe(ll1)/Fe(Il) — method, the antioxidant activity for fruit baged teas is
changed in the range from 1.30 mmol AAE/qg for elder tea to 7.5 mmol AAE/g for
green tea. The antioxidant activity for fruit baged teas is changed in range from
0.42 mmol AAE/g for exotic flavor tea to 3.93 mmol AAE/g for raspberry tea.
The antioxidant activity for aronia baged teas is changedin the range from 0.14
mmol AAE/g for the sample Al to 3.48 mmol AAE/g for the sample A4.

» Using the cyclic voltammetry, among herbal bagged teas, green tea was shown
the biggest antioxidant activity, followed by bearberry tea, black tea and hibiscus
tea. For fruit bagged teas, the biggest antioxidant activity was showen following
teas: raspberry, cherry and blueberry. For aronia bagged teas, the biggest
antioxidant activity was shown samples A4, A5 and A3.

» The greatest values of ACI index were shown green tea and bearberry tea among
herbal teas and raspberry and cherry teas among fruit bagged teas.

» Using HPLC chromatography, folowing polyphenolic compounds were

indentificated and quantificated: phenolic acids (gallic, protocatechuic and caffeic

284



Jovana Krstic Doktorska disertacija

acid), flavons (rutin and morin), flavon-3-ols (quercetin), flavan-3-ols ((+)-
catechin,  (-)-epicatechin,  (-)-epigalocatechingalat,  (-)-epigalocatechin),
procyanidins (B1, B2 and B3) and anthocyanins (cyanidin-3-O-galactoside,
cyanidin-3-O-glucoside,  cyanidin-3-O-arabinoside,  cyanidin-3-O-xyloside,
delphinidin-3-O-sambubioside, delphinidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-
sambubioside).

Among the polyphenolic compounds in all bagged tea samples, the gallic acid is
most abundant followed by rutin, (-)-epicatechin and procyanidin B1. Among the
herbal bagged teas, green tea, black tea, bearberry tea, sage tea and St. John's
wart tea have the hghest content of total polyphenols and flavonoids. Among fruit
bagged teas, raspberry and cherry teas have highest content of total polyphenols
and flavonoids, followed by strawberry, blueberry, apple and pineapple teas.
Aronia bagged teas samples have relatively high content for anthocyanins, while
the content of rutin, morin gallic acid, protocatechuic acid and caffeic acid is
lower.

» Concerning the content of macroelements in bagged tea samples, the most

abundant are K and Ca, followed by Mg and Na. Concerning the content of
microelements, the most abundant are: Fe, Zn, Mn, Cu and Se.
Taking into account the levels of toxic elements (Cd, Pb) determined in this PhD
study, analyzed bagged tea samples were found to be safe for human
consummation. When metals concentrations in bagged teas are compared with the
results obtained for teas from other countries, it can be concluded that bagged teas
available at Serbian market are rich in macro and micro elements as well as the
teas made in Turkey, China, Japan, India, Kenya, Sri Lanka...

» In relation to the obtained results, analyzed tea samples contain all kinds of
minerals and trace elements and could be contribute to the daily dietary
requirements.

> The correlation of the content of metal has shown a good correlation (R* > 0,5)
within the seven groups of elements:

group 1: K, Fe, V,
group 2: Ca, Mg, Zn, Fe, Mo,
group 3: Mg, Cu, Mo,
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group 4: Fe, Cr, Ni, V, Sn,
group 5: Sr, Ba,

group 6: Cd, Sbh,

group 7: As, Cd, Pb.

» Based on the PCA analysis, it can be seen that the analyzed bagged tea samples
can be classified into four groups: group 1- hibiscus, nettle, mint, rtanj tea, thyme,
bearberry tea and sage; group 2 — black and green tea; group 3 — strawberry,
elder, pineapple, pomegranate, blueberry, yarrow, chamomile and apricot; group
4 — exotic fruit, wild cherry, forest fruit, apple, St. John's wart, rose hip, cherry
and raspberry. Using the cluster analysis four groups were obtained: group 1 —
apple, cherry, rose hip, forest fruit, exotic fruit, St John's wart, raspberry and
yarrow; group 2 — mint, thyme, nettle, sage, rtanj tea , bearberry tea and hibiscus;
group 3 — pineapple, chamomile, strawberry, apricot, rose hip, blueberry and
lime; group 4 — green and black tea. In addition, according to cluster analysis
elder tea doesn’t belong to any of these groups.

» In conclusion, among herbal bagged teas, green tea has the highest amount of
polyphenolic compounds and shows the biggest antioxidant activity, followed by
bearberry and black teas. Among fruit bagged teas, raspberry and cherry teas are
rich of polyphenolic compounds. Samples A4 and A6 of aronia begged teas are
also rich in polyphenolc compounds. Taking into account nutrition requirement
and health risk related with consumption of tea beverages, it is important to
control the metal composition these beverages. Obtained results have shown that

some bagged teas can be a good source of nutrients in human diet.
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MINERALNI 1 POLIFENOLNI PROFIL ZELENOG, CRNOG, BILINIH I VOCNIH
FILTER CAJEVA I NJIHOV ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET

UsjaBibyjeM gHa je €NeKTPOHCKHM OOJMK MOje JOKTOPCKE AMCEpTaluje, KOjy cam
npeaao/na 3a yHoluewe y JIHFHTaIHH peno3suTopujyM YHuBepsutera y Huury, ucroseran
LITAMITAHOM OOJIHKY.

Jlo3BoibaBaM Ja ce objaBe MOjH JIMYHH TOJALM, KOjU Cy y BE€3M Ca ayTOPCTBOM M
nobujareM aKaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Npe3uMe, FOAMHA U MECTO
pohema 1 aaTym opbpaHe paza, ¥ To y Karajory bubnuorexe, JIAruTaqHOM peno3UTOPHjyMy

Vuusepsutera y Huury, kao u y ny6nukauujama YHuBepsurera y Humry.

Y Humy, Ak 2 dorE

AyTop aucepTanuje:

Joeana H. Kpctuh

INoTnuc ayropa AucepTauuje:
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H3JABA O KOPUIIREBKBY

Osnamhyjem YHuBep3utercky 6ubanorexy ,,Hukona Tecna® na y Jlurutanau
penosuTopujyM YHuBep3utera y Huy yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALHjy, MO/ HACIOBOM:

MINERALNI I POLIFENOLNI PROFIL ZELENOG, CRNOG, BILINIH I VOCNIH
FILTER CAJEVA I NJIHOV ANTIOKSIDATIVNI KAPACITET

Juceprauujy ca CBMM TNPWIO3MMa MPeJao/la caM Y €JNEKTPOHCKOM OONHKY,
MIOTO/IHOM 32 TPajHO apXMBHPaKE.

Mojy AOKTOpCKY AMCEpTauyjy, YHeTy y JIUruTainHu penosuTopujyM YHUBEp3UTeTa y
Huuy, MOry KOPMCTUTH CBH KOjH MOLITYjy ojpeade caapxaHe y 07abpaHOM THUIy JMUEHLE
KpearusHe 3ajeanuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oJuTy4Ho/na.

1. AyropcTBo

2. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO

3. AyTtopcTBo — HeKoMepLHjaHo — 6e3 npepaae

4. AyTopcTBO — HEKOMEPLIMjaIHO — JEIMTH MO HCTUM YCJIOBUMa
5. AyropctBo — 6e3 npepaze

6. AyTOpCTBO — AENUTH O] HCTHM YCIIOBUMA

VHumy, (4 2. 2001

AyTop aucepranuje:

Josana H. Kpcruh

[ToTnHc ayTopa aucepTauyje:
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TUIIOBU JIMIIEHII KPEATUBHE 3AJEJHUIIE

1. Ayropcrso (CC BY)

Jlo3BOsbaBaTe yMHOXKaBambe, JUCTPHOYLM]Y U jaBHO CAaOMIUTaBak-E JIeNa, M Npepajie, ako Ce HaBe/le UMe
ayTopa, Ha HauumH ofpeheH OJ ayTopa MM JaBaolla JMIEHIE, Yak M y Komepumjamhe cepxe. Opo je
Hajcobo/iHMja O CBHX JIHLICHLH.

2. AyropcrBo — Hexomepumjaiso (CC BY-NC)

Jlo3BosbaBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPHOYLIH]y H jaBHO CAONIITaBakE JIeNa, H MPepajie, ako Ce HaBeJe uMe
ayTopa, Ha HauuH oapehen oa ayTopa WiM AaBaoua juueHue. OBa JIMIEHIA HE JI03BOJbaBa KOMEPUMjAIHY
ynotpeby nena.

3. AyropcTBo — HexoMepuHjaaHo — Ge3 npepana (CC BY-NC-ND)

Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, AMCTPMOYLHMjy M jaBHO caomuTaBame fena, 6e3 npomeHa,
npeo6nuKoBama WK ynotpebe fena y CBoM Jely, ako ce HaBeJle HMe ayTopa, Ha HauHH oapeleH ox ayTopa uin
naBaoua Juuenue. OBa NMUEHUA HE 03BOJbaBa KOMepUMjaiHy ynoTpedy nena. YoaHOCy Ha CBe ocTaie
NIMLEHLE, OBOM JIMLEHLIOM Ce orpaHn4aBa Hajeehn o6uM npasa kopumherma aena.

4. AyTopcTBO — HEKOMEPLHjaIHO — AeJHTH NoJ HeTuM ycaosuma (CC BY-NC-SA)

Jlo3BoJbaBaTe YMHOXaBamwe, JUCTPHOYLIM]y 1 jaBHO CaOMUTaBame [e]1a, U Npepaje, ako ce HaBe/le uMe
ayTopa, Ha Ha4MH ozpeljeH O/ ayTopa WiIM [aBaola JIMLEHIE, U aKo ce Npepaja AUCTPHOYHpa NOA UCTOM WK
cnuyHOM NHueHLoM. OBa JIMUEHIa He I03B0JbaBa KOMEPLMjaIHy ynoTpedy Jiena 1 npepana

5. AyropcrBo — Ge3 npepaja (CC BY-ND)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBame, AWCTpUOYLMjy ¥ jaBHO caomTaBame fena, 0e3 npoMeHa,
npeo6nuKoBama WK ynotpebe Aena y CBOM Jelly, ako e HaBe/le MMe ayTopa, Ha HauMH ofpelieH of1 ayTopa Win
JnaBaoua yiuueHie. OBa IMleHa 103B0/baBa KOMEPLUHjaIHY ynoTpedy nena.

6. AyropcTBo — AeIHTH Mo ucThM yeinosuma (CC BY-SA)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBabe, JUCTPUOYIH]jy M jaBHO CaONIITaBak€ JeNia, U Npepajie, ako ce HaBeJe HMe
ayTopa, Ha HauMH oApeleH oJ1 ayTopa MM JaBaoua JIMIEHIe, U aKo ce Npepaja AUCTPUOyHpa Mol HCTOM MK
cnuuHOM nuuesioM. OBa JMuEHLa [03BoJ/baBa KOMepuwjanHy ynotpeGy nema u npepaga. Ciuuna je

COd)TBEpCKHM JIMUEHLaMa, OTHOCHO JIMLCHLIaMa OTBOPEHOr KoJa.



