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1. UvOD

Imajuéi u vidu rastuéi trend koris¢enja etarskih ulja u prehrambenim, poljoprivrednim i
hemijskim oblastima, znacaj njihovog kontinuiranog istrazivanja je nesporan. lzazov sa kojim se
suocavamo u oblasti poljoprivrede i zaStite bilja je prevazilaZzenje negativnog uticaja sredstava za
zaStitu bilja poznatih kao sinteticki pesticidi na Zivotnu sredinu i ljudsko zdravlje, kao 1 njihovih
ostataka i ambalaznog otpada. Primena sintetickih pesticida svakako znacajno utice na povecanje
prinosa prehrambenih useva i zasada tako $to kontroliSu gubitke izazvane prisustvom S$tetnih
organizama (ukljucujuci uglavnom insekte, patogene mikroorganizme i korovske vrste), kako pre
tako i tokom skladistenja (Stevi¢ 2020). Procena potencijalnih gubitaka prinosa usled prisustva
Stetnih organizama se navodi od 35% u poljskim uslovima, tokom vegetacije i 14% tokom
skladistenja, a $to dovodi do ukupnog gubitka i do 50% (Pimentel et al. 1991; Oerke 2006; Devi
& Maji 2011; Zamani-Zadeh et al. 2014). Prema Moore et al. (2000) konvencionalne metode
suzbijanja Stetnih organizama zasnovane na primeni sintetiCkih pesticida u uskladiStenim
proizvodima su limitirane iz mnogih razloga, ukljucujuci zdravlje ljudi, negativan uticaj na
zivotnu sredinu, tros§kove kostanja kao i regulatorna ogranicenja.

Globalno trziste u danasnje vreme zahteva viSe sveZeg voca 1 povréa bez ostataka
pesticida. Borba protiv zagadenja Zivotne sredine i njegovog uticaja na Zivotne sisteme nametnula
je zamenu sintetickih hemikalija alternativnim. Prekomerna upotreba sintetickih pesticida u zastiti
bilja uzrokuje negativne posledice na Zivotnu sredinu, a povecani nivo ostataka pesticida u
gotovim proizvodima odnosno hrani uti¢e na zdravlje ljudi. Takode, zastita bilja zasnovana na
primeni pesticida u uskladiStenim proizvodima je ugrozena iz veceg broja razloga, ukljucujuéi
troskove, regulatorna ograni¢enja i opasnosti po zdravlje i zivotnu sredinu (Moore et al. 2000).

U cilju smanjenja primene pesticida Sirom sveta sprovode se programi integralne zastite
biljaka (Integrated Pest Management - IPM), koji nalazu primenu ekoloski prihvatljivih sredstava

i metoda, a medu kojima su izmedu ostalih i etarska ulja, koja se koriste kao biopesticidi
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(Vincekovié i sar. 2020; Spirovié¢ Trifunovi¢ & Toji¢ 2022). Stoga, uvodenje prirodnih
biopesticida, kako mikrobnog tako 1 biljnog porekla, ima za cilj da bude obecavajuca alternativa
konvencionalnim pesticidima.

Etarska ulja su po sastavu slozene smeSe monoterpena, seskviterpena i fenilpropanskih
jedinjenja u razli¢itim koncentracijama. Dve ili tri glavne komponente su najcesée prisutne u
vis§im koncentracijama (20-70%) (Kovacevi¢ 2002; Bakkali et al. 2008). Ustanovljeno je da
ctarska ulja iz mnogih zacinskih i lekovitih biljaka poseduju insekticidna, antimikrobna,
antibakterijska, antivirusna, nematocidna i fitocidna svojstva i do sada je iz vise od 90 biljnih
familija izolovano preko 1700 komponenti (Isman 2000; Kumar et al. 2007; Bakkali et al. 2008;
Maffei et al. 2011; Dudareva et al. 2013). Biopesticidi na bazi biljnih etarskih ulja dobijaju sve
vecu paznju u prehrambenoj i poljoprivrednoj industriji (Isman 2000, 2006; Bakkali et al. 2008;
Koulet al. 2008; Majeed et al. 2015; Bakry et al. 2016). Etarsko ulje karanfili¢a (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, syn. Eugenia aromaticum, E. caryophyllata, Myrtaceae
family) je poznato po svojoj insekticidnoj, antimikrobnoj i nematocidnoj aktivnosti zahvaljujuéi
eugenolu kao glavnoj aktivnoj komponenti (Sangwan et al. 1990; Ho et al. 1994; Obeng-Ofori &
Reichmuth 1997; Wilson et al. 1997; Bakkali et al. 2008; Meyer et al. 2008; Siripornvisal et al.
2009; Taniwiryono et al. 2009; Nurdjannah & Bermawie 2012; Barakat 2014; Hamini-Kadar et
al. 2014; Tian et al. 2015; Jairoce et al. 2016; Mossa 2016; Oro et al. 2020; Kacaniova et al. 2021,
Elnabawy et al. 2022). Eugenol se koristi u tradicionalnoj medicini, kao baktericid, fungicid,
nematocid, anestetik, a ima i fitocidno delovanje (Isman 2000; Bakkali et al. 2008; Siripornvisal
et al. 2009; Taniwiryono et al. 2009; Tian et al. 2015; Meseldzija & sar. 2017; Elnabawy et al.
2021). Osim eugenola koji ¢ini od 49 do 87% ulja, ulje karanfili¢a sadrzi i B-kariofilen (4-21%),
eugenil acetat (0,5-21%), manje koli¢ine a-humulena (<1%) zajedno sa 25 do 35 drugih sastojaka
koji su prisutni u tragovima (Santos et al. 2009).

lako se prema brojnim studijama etarska ulja navode kao izvrsna u bioloskom delovanju
(Isman 2000; Kumar et al. 2007; Bakkali et al. 2008) njihova upotreba je u praksi ograni¢ena
usled nerastvorljivosti u vodi, velike isparljivosti, brze oksidacija i degradacije (Bakry et al. 2016;
Vishwakarma et al. 2016). U cilju prevazilazenja ovih problema, razliCite tehnike mogu
obezbediti njihovu fizicku stabilnost, zastitu od isparavanja i potrebnu rastvorljivost u vodi.
Kapsulacija etarskih ulja u odgovarajuce nosace je tehnika gde je bioaktivna supstanca, okruZena

nosac¢em matriksa, koji omoguc¢ava kontrolu brzine bioaktivnog oslobadanja (Devi & Maji 2011;
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Majeed et al. 2015; Vishwakarma et al. 2016; Maes et al. 2019; Liao et al. 2021). Polimer premaz
ima tendenciju da poveca stabilnost i efikasnost ulja tako Sto produzava brzinu oslobadanja
aktivne komponente (Devi & Maji 2011; Beirdo-da-Costa et al. 2013; Hill et al. 2013; Sun et al.
2013; Majeed et al. 2015; Mohammadi et al. 2015a, 2015b; Vishwakarma et al. 2016). Najces¢i
polimeri koji se koriste za inkapsulaciju su Zzelatin, arapska guma, skrob i proteini surutke
(Beirdo-da-Costa et al. 2013; Levi¢ et al. 2014; Majeedet et al. 2015; Froiio et al. 2019a).

Glavni cilj ove disertacije je da se kroz ponudu novodizajniranog, ekoloski prihvatljivog,
bezbednog biopesticida omoguci alternativa primeni sintetickih pesticida u poljoprivrednoj
proizvodnji.

Stoga, ciljevi doktorske disertacije su bili da se izvrsi:

- analiza sastava etarskog ulja karanfili¢a i sadrzaja komponenti u ulju;

- kapsulacija etarskog ulja karanfili¢a koris¢enjem zeolita (prirodnog i sintetickog) i zelatina kao
nosac¢a u EC formulaciji (koncentrat za emulziju) sa ciljem pobolj$anja rastvorljivosti u vodi i
omogucavanja produzenog delovanja ulja;

- ispitivanje insekticidne aktivnosti Cistog etarskog ulja karanfilica i novosintetisanih formulacija
na test organizam (krompirov moljac, Phthorimaea operculella);

- ispitivanje antimikrobne aktivnosti ¢istog etarskog ulja karanfili¢a i novosintetisanih formulacija
na test organizme (fitopatogena gljiva Botrytis cinerea, prouzrokova¢ sive trulezi i fitopatogene

bakterije prouzrokovaci vlazne trulezi: Pectobacterium carotovorum, Dickeya dianthicola).
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry (karanfili¢)

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry (syn. Eugenia aromaticum, E.
caryophyllata), u narodu poznat kao karanfili¢, klin¢i¢, karanfilovac, je jednogodisnja biljka koja
pripada porodici Myrtaceae, koja obuhvata 145 rodova i izmedu 3800 i 5600 vrsta (Govaerts et
al. 2008).

Familija Myrtaceae je dobila ime po rodu Myrtus, koja broji svega tri priznate vrste (M.
communis, M. nivelii i M. phyllireaefolia), dok je rod Eucalyptus rod sa najve¢im brojem vrsta, a
rasprostranjen je u Australiji, Novoj Gvineji i susednim ostrvima. Familija Myrtaceae se deli na
dve glavne potfamilije: Leptospermoideae i Myrtoideae. Potfamilija Leptospermoideae je
rasprostranjena uglavnom u Aziji i Africi, dok se potfamilija Myrtoideae nalazi u tropskim
krajevima (Amerika, Azija, Australija i Pacifik). Glavne karakteristike potfamilije Myrtoideae su
mesnat plod i naspramni listovi (Wagner et al. 1990) za razliku od podfamilije Leptospermoideae
koja ima suv plod (Cronkuist 1981). Vecina biljaka iz porodice Myrtaceae su ili zimzeleno
zbunje ili drvenasto drvece. Kod mladih biljaka listovi su okrugli i blizi granama, a kako biljke
stare postaju duZi i tanji. Listovi su jednostavni, najéeS¢e naspramni i sa celom ivicom, i ¢esto su
prisutne uljane Zlezde. Cvasti su pazusne ili terminalne, cimozne ali razli¢ito rasporedene 1 mogu
da sadrze jednu, dve ili ve¢i broj bo¢nih osnova. Cvetovi su biseksualni, polimorfni ili
aktinomorfni. Hipantijum obi¢no straste sa zidom plodnika i izduZuje se iznad njega. Casi¢ni i
kruni¢ni listi¢i zajedno €ine cvetni omota¢ (perijant), koji se sastoji obi¢no po Cetiri ili pet listica.
Prasnici su obi¢no veoma upadljivi, jarke boje 1 brojni, grupisani u snopove, a mogu biti i
pojedinacni, dok je plodnik podcvetan. Plod je obi¢no lokulicidna kapsula, sfericna bobica sa
kosticom (sa jednom ili viSe semenki) ili orah. Seme je obi¢no bez endosperma ili retko sa

tankim endospermom, dok embrion moze biti ravan ili zakrivljen. Budué¢i da mnoge vrste iz
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porodice imaju atraktivne zelene listove i Sarene cvetove, kao i veliku toleranciju na susu spadaju
u popularne ukrasne biljke.

Generalno, familija Myrtaceae obuhvata pretezno tropsko i suptropsko drvece i Zbunje, a
kao najpoznatije vrste ove familije navode se ukrasne biljke kao $to je Leptospernum (australsko
drvo ¢aja), Eucalyptus, Verticordia (cvece perja) i Callistemon. Ekonomski najznacajniji taksoni
ove familije su Eucalyptus, Pimenta, Psidium, Syzygium, Melaleuca, Eugenia, Acca/Feijoa,
Myrciaria, Ugni i Rhodomyrtus.

Vrsta S. aromaticum je tropsko, zimzeleno drvo poreklom sa Moluckih ostrva
(Indonezija) dostize visinu od 10 do ¢ak 20 m. Najvece povrsine pod ovom kulturom nalaze se u
Indoneziji, Tanzaniji, Sri Lanci, Maleziji, i na Madagaskaru. Karanfili¢ ili klin¢i¢ je naziv za
osuseni cvetni pupoljak karanfilovca. lako je za njega vezuje karakteristiCan intenzivan i ostar
miris, njegov miris je ujedno i veoma prijatan. U farmaceutskoj industriji se kao sirovina koriste
cvetni pupoljci Caryophylli flos (Syzygium aromaticum, flos) za koje je poznato da imaju lekovita
svojstva, dok se za proizvodnju etarskog ulja karanfilica Caryophylli aetheroleum (Syzygium
aromaticum, floris aetheroleum) ujedno koriste i listovi i plodovi, kao i kora drveta. Kora stabla
S. aromaticum je siva i glatka, a listovi veliki, celi, jajasto dugi elipti¢ni i naspramni. PovrSina
lista je kozasta i gusto prekrivena uljanim Zlezdama, a peteljka je vidljiva. Lisni pupoljci su
terminalni, sa centralnom stabljikom koja nosi jedan zavrsni list koji se prvi razvija, dok se ostali
razvijaju kao zavr$ni pupoljci boénih stabljika ili metlice. Cvetovi su mali, dvopodni, beli ili
crvenkasto- ruzicaste boje, sastoji se od Cetiri latice i sakupljeni su u grozdaste cvasti. Pupoljci su
beli na pocetku, zatim postaju zeleni, a kada dostignu duzinu od 1,5 do 2 cm dobijaju crvenu boju
(Alfikri et al. 2020). Casica cveta je cilindri¢na, cvetovi jarko crveni sa brojnim prasnicima i
tuckom koji je nizi u odnosu na prasnike. Plod je lazna bobica. Bobice su duguljaste, crvene ili
tamno ljubicCaste i sadrZze jedno ovalno seme. Period cvetanja je od januara do februara, a period

plodonosenja je od juna do jula (Wei et al. 2016).
2.1.1. Hemijski sastav ulja karanfili¢a
Etarska ulja predstavljaju relativno veliku grupu biljnih metabolita. Sastoje se iz

isparljivih, lipofilnih jedinjenja male molekulske mase i visokim naponom pare. Ove osobine im

pruzaju moguénost lakog prolaska kroz ¢elijski zid, a samim tim i oslobodanje u vanjsku sredinu.
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Smese razlicitih jedinjenja ulaze u sastav isparljivih organska jedinjenja. Uglavnom se sastoje od
terpena (monoterpena i seskviterpena), fenilpropanoida, razgradnih proizvoda masnih kiselina,
kao i aminokiselina i alkana, alkena, estra, aldehida i ketona koji mogu biti razlicitog
biosintetskog porekla. Do sada je poznato da je iz preko 90 biljnih familija izolovan velik broj
komponenti, preko 1700 (Maffei et al. 2011; Dudareva et al. 2013). Poznato je i to da se mogu
sintetisati se u svim biljnim organima, nakon ¢ega se oslobadaju u zemljiste ili u atmosferu.
Isparljiva jedinjenja (kao $to su monoterpeni i seskviterpeni) se sintetiSu i nalaze u specijalnim
sekretornim tkivima u biljci, u zlezdanim dlakama- egzogeno ili u sekretornim kanalima i
Supljinama- endogeno (Maffei 2010). Ova isparljiva jedinjenja su uglavnom okarakterisana sa 2-
3 glavna aktivna sastojka, koja se nalaze u visim koncentracijama u ulju (i do 70%). Ove
komponente najvise odreduju bioloske osobine svakog etarskog ulja (Kovacevi¢ 2002; Bakkali et
al. 2008).

Etarsko ulje pupoljaka karanfilica (CEO) (eng. clove bud essential oils) sadrzi preko 20
komponenti (Tabela 1) pri ¢emu su glavne aromati¢ne komponente eugenol i eugenil acetat. Za
ove komponente je karakteristicno da imaju jaka antioksidativna svojstva, pri ¢emu ona mogu
delovati na dva razli¢ita nacina (Safrudin et al. 2015). Koncentracija od 500 pg/ml eugenola,
eugenil acetata i benzil alkohola inhibira oksidaciju heksanola, dok se u koncentraciji 160 pg/ml
inhibira malonaldehid koji nastaje iz uljanog ekstrakta karanfilica (Lee & Shibamoto 2001).
Eugenol predstavlja glavhu CEO komponentu koja je zastupljena sa oko 50%, a 10-40% CEO
¢ine eugenil acetat, B-kariofolen i a-humulen. Manje od 10% CEO predstavljaju komponente koja
se nalaze u manjem procentu ili u tragovima poput dieril ftalat, kariofilen oksida, a-kopena, 4-(2-
propil) fenol i druge prikazene u tabeli 1 (Bakkali et al. 2008; Bakry et al. 2016; El-Saber Batiha
et al. 2020).

Eugenol (4-alil-2-metoksifenol, CioH120,, molekulska masa 164.2, CAS 97-53-0) je
fenilpropanoidno jedinjenje koje se nalazi u biljkama poput S. aromaticum, Cinnamomum spp.,
Piper nigrum, Zingiber officinale, Origanum vulgare i Thymus vulgaris. Predstavlja isparljivo
jedinjenje ¢ija boja varira od bezbojne do svetlo zute, a odlikuje ga niska rastvorljivost u vodi
(priblizno 2460 mg/L na 25 °C), jak miris 1 intenzivan ukus. Do sada je pokazao insekticidnu,
antimikrobnu, antiinflamatornu, zarastajucu, antivirusnu, antioksidativnu 1 antikancerogenu
aktivnost (Haro-Gonzalez et al. 2021). Za eugenol je utvrdeno da predstavlja kontaktni, brzo

delujuci insekticid koji pokazuje dobre rezultate u suzbijanju velikog broja steto¢ina, zbog ¢ega je
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nasao primenu u suzbijanju va$i i grinja, naroCito na ukrasnim biljkama. Osim kod ukrasnih
biljaka, danas se i u organskoj proizvodnji Siroko koriste komercijalni proizvodi koji po sastavu
sadrZe ulje karanfili¢a (Dayan et al. 2009). Osim toga, eugenol se koristi kao baktericid, fungicid,
nematicid, a ima i fitocidno delovanje (Isman 2000; Bakkali et al. 2008; Siripornvisal et al. 2009;
Taniwiryono et al. 2009; Tian et al. 2015; Meseldzija i sar. 2017; Elnabawy et al. 2022).

H,CO =

HO

Strukturna formula eugenola

Eugenol-acetat [(2-metoksi-4-prop-2-enilfenil) acetat, C;2H1403, molekulska masa
206.241, CAS 93-28-7] je fenilpropanoidni derivat eugenola koji pokazuje antibakterijsku,
antikancerogenu, antimutagenu, antioksidativnu i antivirusnu aktivnost. Utvrdeno je da ima
inhibitorno delovanje, zatim opisan kao snazan antioksidans, a takode je pokazao potencijalnu
antifungalnu aktivnost. Osim toga poseduje visoku toksi¢nost, pa se potencijalno moze Koristiti i
kao larvicid. Sli¢no eugenolu prisutan je kod nekoliko biljaka poput S. aromaticum, Acacia
nilotica i Piper betle (Haro-Gonzélez et al. 2021).

Strukturna formula eugenol-acetata

B-kariofilen [4,11,11-trimetil-8-metilen-biciklo(7.2.0)-undek-4-en, CjsH24, molekulska
masa 204.36, CAS 87-44-5] je prirodni bicikli¢ni seskviterpen. Jedan je od sastojaka velikog

broja esencijalnih ulja, posebno ulja karanfilica, potom etericnog ulja od konoplje (Cannabis
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sativa), ruzmarina (Rosmarinus oficinalis), crnog bibera (P. nigrum), Eugenia cuspidifolia, E.
tapacumensis i hmelja. Obi¢no se sre¢e kao smeSa sa izomerima izokariofilenom i a-humulenom
(a-kariofilenom). Kariofilen je specifican po ciklobutanskom prstenu, koji se retko nalazi u
prirodi. Nerastvorljiv je u vodi, ali je rastvorljiv u etanolu. Utvrdeno je da ima antimikrobne,
antikancerogene, antiinflamatorne, antioksidativne, anksioliticke i lokalne anesteticke efekte i

antikancerogena svojstva (Haro-Gonzalez et al. 2021).

Strukturna formula g-kariofilena

a-humulen [(1E,4E,8E)-2,6,6,9-Tetrametillcikloundeka-1,4-8-trien, CisH»4, molekulska
masa 204.357, CAS 6753-98-6] je monocikli¢ni sekviterpen koji se nalazi u biljkama poput S.
aromaticum, Senecio brasiliensis, Humulus lupulus i Salvia officinalis. Ovo jedinjenje je
pokazalo antiinflamatorno i antitumorsko delovanje kod raka pluca, debelog creva, prostate i
dojke. A neke studije su objavile da je a-humulen pokazao i1 antiproliferativnu aktivnost i
promenu membrane mitohondrijske ¢elije u ¢elijama raka debelog creva. Osim toga, utvrdeno je
da a-humulen poseduje larvicidno i ovicidno dejstvo, kao i visoku toksi¢nost prema pojedinim

insektima (Haro-Gonzélez et al. 2021).

Strukturna formula a-humulena


https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png
https://sr.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B0%D1%82%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0:Beta-Caryophyllen.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Humulene.png

Mr Zoran Milicevié Doktorska disertacija

Tabela 1. Poredenje hemijskog sastava (%) etarskog ulja karanfili¢a od stane razliitih autora

Komponenta Golmani et al. Kennouche et al. Gonzalez-Revira
(2017) (2015) et al. (2016)
Eugenol + +
Eugenil acetat
B-kariofilen
a-humulen
Kariofilen oksid
a-kopaen
Havikol
Metil salicilat
Benzaldehid
Benzil acetat
2-nonanon
Benzil benzoat
Etil benzoat
1,8-cineol -
1,3,8-p-mentatrien -
2-heptanon -
2-heptil acetat -
2-nonanol -
6-metil coumarin -
Acetofenon -
Kariofylen alkohol -
Epizonaren -
Germacren D -
Metil benzoat -
Metil eugenol -
Metil undekanoat -
N-citronelil butirat -
Viridiflorol -
Z-nerolidol -
a-pinen -
B-kubeben -
B-pinen -
y-gurjunen -
d-kadinen -
p-akoradien -
p-cimen -

+ + + +
+ + 4+ 0+ + +
' +

+ + 4+ + + + +
+
1

+ ++++++++F A+
1
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2.1.2. Metode ekstrakcije

Usled velike primene etarskih ulja u industriji (prehrambena, farmaceutska, kozmeticka,
ali i druge industrije) doslo je do razvoja veceg broja tehnika koje su svoju primenu nasle i
prilikom ekstrakcije ulja iz biljnog materijala. Zbog velikog broja metoda koje se mogu Koristiti
izvrSena je njihova podele u dve grupe. U okviru prve grupe nalaze se klasi¢ne
(konvencionalne/tradicionalne), dok su u drugu grupu svrstane inovativne (savremene/novije)
metode (Rassem et al. 2016; Spirovi¢ Trifunovi¢ & Toji¢ 2022).

U klasi¢ne metode, koje se danas u najvecoj meri koriste u svrhu izolovanja etarskih ulja
iz biljaka, ubrajaju se: ,hidrodestilacija®, ,,destilacija vodenom parom*, ekstrakcija
rastvara¢ima®, ,,Soxhlet ekstrakcija“ i ,,hladno presovanje. Jedan od osnovnih nedostataka ovih
metoda navodi se koris¢enje visokih temperatura koje mogu dovesti do hemijskih promena kod
etarskih ulja pa samim tim i kvalitet ekstrahovanog etarskog ulja moze biti smanjen (Rassem et
al. 2016).

U inovativne metode spadaju ,,ekstrakcija superkriti¢énim fluidom*, ,,hidrodestilacija uz
pomo¢ mikrotalasne peénice® i ,,ultrazvucna ekstrakcija“. Prednost ovih metoda je da se prilikom
njihove primene skracuje proces trajanja ekstrakcije, smanjuje potros$nja energije, kao i upotreba
rastvaraca i emisije CO,, $to je posebno znacajno prilikom proizvodnje skupih i niskoprinosnih
etarskih ulja (Rassem et al. 2016). Kako bi se dobilo etarsko ulje konstantnog sastava potrebno je
koristiti uvek istu ekstrakcionu metodu, sa istog organa biljke odredene faze razvoja, i sa
odredenog Zivotnog stanista.

,Hidrodestilacija“ (,,Hydrodistillation-HD*) je metoda koja se najces¢e koristi za
estrakciju ulja iz biljnog materijala (Meyer-Warnod et al. 1984). Postoje tri vrste hidrodestilacije
biljnog materijala: (1) ,,destilacija vodom* (mesa se sa vodom), (2) ,, destilacija vodom i parom*
i (3) ,,destilacija vodenom parom* (kada nije direktno u kontaktu sa vodom). Ekstrakcija etarskih
ulja se zasniva na zagrevanju uzorka, sto dovodi do prelaska jedinjenja u gasovitu fazu, nakon
¢ega U kondenzatoru dolazi do njihove kondenzacije. Dobijeno etarsko ulje se susi pomocu
anhidrovanog Na,SO,, potom ¢uva u eksikatoru do konstantne mase, nakon ¢ega se meri prinos
koji se izrazava u g / 100 g (%) suvog biljnog materijala i ¢uva u frizideru (temperatura 4 °C).
Osim ovog nacina, etarsko ulje se moze ekstahovati maceracijom. Prilikom ove metode se koriste

dva ekstrakta, vodeni ¢iji macerat treba procediti kroz Buchner-ov levak nakon 24 h i acetonski
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koji treba filtrirati koris¢enjem filter papira (Suéur 2015). Osim pomenutih na¢ina Abd-ElGawad
et al. (2020) su koristili proceduru koja zahteva destilaciju uzorka u aparatu Clevenger, gde
nakon 3h dolazi do odvajanja uljanog sloja te¢no-te¢nom ekstrakcijom sa dietil-etrom do se ulje
su$i anhidrovanim NaySO,.

,Destilacija vodenom parom* (,,Steam Distillation-SD*) je jedna od klasi¢nih metoda za
izolaciju etarskog ulja iz biljnog materijala. U procesu destilacije vodenom parom biljni materijal
se izlaze vodenoj pari, tako da para prolazi/cirkulise kroz materijal i na taj na¢in oStecuje éelijski
zid 1 iz Celije se oslobadaju etarska ulja. Nakon ovog procesa dobija se mesavina etarskog ulja i
vodene pare, nakon &ega se vodena para kondenzuje (Rassem et al. 2016; Spirovié¢ Trifunovi¢ &
Toji¢ 2022).

»Ekstrakcija rastvaratem® o0dnosno ,te¢no-te¢na ekstrakcija®“ predstavlja postupak
razdvajanja jedinjenja na osnovu njihove rastvorljivosti u jednoj od dve faze kondenzuje
(Spirovi¢ Trifunovié & Toji¢ 2022). Zahteva koriienje dve te¢nosti ¢ije mesanje nije moguée i
perforirane posude u kojima se biljni materijal vise puta ispira. Ova metoda se najc¢escée Koristi u
proizvodnji parfema, biodizela i biljnih ulja (Rassem et al. 2016). Ono $to ograni¢ava primenu
ove metode je rastvorljivost jedinjenja u rastvara¢ima koji se koriste, dok se kao nedostaci
metode navode: toplota koja moZe znaajno uticati na koli¢inu i kvalitet ekstrahovanog ulja,
trajanje same ekstrakcije; nezadovoljavajué¢i prinos kao i velika potrosnja rastvaraca
(Dawidowicz et al. 2008).

Soxhlet ekstraktor je uredaj koji je konstruisan od strane Franc von Soxhleta (Soxhlet et
al. 1879), pri ¢emu ova metoda predstavlja cirkulacionu ekstrakciju sa povremenim ispustanjem
ekstrakta. Prilikom ekstrakcije balon sa uzorkom se zagreva i pare rastvaraca prolaze kroz cev
ekstraktora, nakon ¢ega se kondenzuju se u povratnom kondenzatoru, a potom se vracaju u
zapreminski deo ekstraktora u kome se vrsi ekstrakcija. Kada se rastvaracem napuni zapreminski
deo ekstraktora dolazi do prelivanja ovog sadrzaja preko sifona u balon. Ovaj postupak se
ponavlja vise puta (najcesce od 15 do 18) tj. do potpune ekstrakcije jedinjenja iz uzorka
(Lepojevi¢ 2000). Kada se ekstrakcija zavrsi potrebno je ukloniti rastvara¢ uparavanjem na
rotacionom vakuum upariva¢u nakon Cega sledi odredivanje prinosa ekstrakcije. Navedeni
postupak je pogodan za ekstrakciju jedinjenja koja imaju manju rastvorljivost (Rassen et al.

2016). Nedostaci metode su: duzina trajanja samog procesa (nekoliko sati do vise dana), upotreba
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velikih koli¢ina rastvarata i mogié¢i gubici usled termitke degradacije i isparavanja (Spirovi¢
Trifunovi¢ & Toji¢ 2022).

Jedna od najefikasnijin metoda za ekstrakciju etarskog ulja je ,metoda hladnog
presovanja“. Ova metoda obezbeduje 100% cistocu ulja koje se nakon ekstrakcije iz biljnog
materijala odvaja centrifugiranjem ¢ime zadrzava sva svoja svojstva. Metoda se izvodi se na
niskim temperaturama pod pritiskom (Rassen et al. 2016).

,,Ekstrakcija superkriti¢cnim fluidom* (,,Supercritical Fluid Extraction-SFE*) predstavlja
proces u kome dolazi do izdvajanja komponenti iz Cvrstog/teCnog materijala koris¢enjem
superkriticnog fluida (rastvarac) za ekstrakciju. Gasovi koji se koriste u ovom procesu poput
etana, propana, freona, ugljen-dioksida i drugih, na temperaturama nizim od kriti¢ne temperature
i pod pritiskom prelaze u te¢nu fazu, posedujuci svojstva rastvaraca. Ukoliko je temperatura
iznad kritiénih vrednosti (superkriticno stanje) gasovi pod pritiskom poseduju dobru mo¢
rastvaranja. Ugljen-dioksid (CO,) se koristi najcesce kao superkriti¢ni gas jer ima relativno nizak
kriti¢ni pritisak i temperaturu, nezapaljiv, bezbedan, relativno netoksic¢an, nekorozivan, dostupan
visoke ¢istoce i jednostavno se otklanja iz ekstrakta, ali slabije upotrebe zbog manje polarnosti za
ekstrakciju polarnih analita (Pourmortazavi et al. 2007; Rozzi et al. 2002). Primenom ovog
metodskog postupka dobija se etarsko ulje boljeg kvaliteta i veceg prinosa, §to doprinosi
njegovim poboljsanjim bioloskim i funkcionalnim aktivnostima (Capuzzo et al. 2013). Ono §to
ogranicava §iru primenu ove metode je cena uredaja 1 visoki zahtevi prilikom rukovanja.

,Hidrodestilacija ~uz  pomo¢  mikrotalasne  peénice”  (,,Microwave-Assisted
Hydrodistillation-MAHD®), ,,mikrotalasna ekstrakcija bez rastvaraca“ ,,(Solvent-Free Microwave
Extraction-SFME®) i ,,mikrotalasna hidrodifuzija i gravitacija“ (,,Microwave Hydrodiffusion and
Gravity-MHG*) predstavljaju novije metode mikrotalasne ekstrakcije. Jedna od svrha razvoja
ovih metoda je ekstrakcije termolabilnih jedinjenja poput komponenti etarskog ulja. Prema
Brachet et al. (2002) metod mikrotalasne ekstrakcije se zasniva na lokalizovanom, dielektricnom
zagrevanju vode prisutne u svim prirodnim materijalima, a uspesnost hidrodestilacije u najvecoj
meri zavisi od dielektri¢ne konstante vode i uzorka. Prema nekim autorima (Lucchesi et al. 2004
Ferhat et al. 2006) prednosti metode su: krace vreme ekstrakcije, manja upotreba rastvaraca i
emisija CO, u atmosferu. Princip zagrevanja zasnovan je na jonskoj provodljivosti i rotaciji
dipola koji se u najcesce desavaju istovremeno (Letellier et al. 1999). Nakon toga dobijeni

ekstrakt se susi anhidrovanim Na;SO, i ¢uva U posebnim bocicama (zatvorenim u struji azota na
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temperaturi od 4 °C). Mikrotalasna ekstrakcija bez rastvaraca zasnovana je na kombinaciji ove
dve metode, suve destilacije i mikrotalasne toplotne energije. Cini je mikrotalasna suva
destilacija pod atmosferskim pritiskom bez dodavanja vode ili organskog rastvaraca (Filly et al.
2014). Sam proces prethodno zahteva potapanje biljnog materijala 1-2 ¢asa u vodu, nakon Cega
se cedi. Zatim se pomocu kondenzatora iz biljnog materijala skuplja ekstrahovano etarsko ulje.
Mikrotalasna hidrodifuzija i gravitacija je metoda koja se izvodi pod atmosferskim pritiskom bez
dodavanja vode ili rastvara¢a. U samom procesu koristi se mikrotalasna peénica koja je okrenuta
,naopacke” ¢ime se sinhronizuje zemljina gravitacija i mikrotalasno grejanje (Spirovi¢
Trifunovi¢ & Toji¢ 2022). Za razliku od klasi¢nih metoda, ova metoda ekstrakcije Stedi energiju
(i do 90%) zbog ¢ega se naziva i ,,zelena“ metoda za ekstrakciju (Spirovié¢ Trifunovié¢ & Tojié
2022).

,Ultrazvucna ekstrakcija“ (,,Ultrasound-Assisted Extraction-UAE®) se bazira na primeni
ultrazvuka frekvencije od 20 kHz do 10 MHz. Pod uticajem ultrazvu¢nih vibracija dolazi do
nastanka mikro pukotina i pora po povrsini ¢elijskog zida §to dovodi do povecanja celijske
permeabilnosti za rastvarace. Sve ovo dalje olaksava oslobadanje i difuziju jedinjenja iz ¢vrste u
tecnu fazu. Prema Henglein & Kormann (1985) na sposobnost ultrazvuka da izazove i poboljsava
efikasnost ekstrakcije uti¢u frekvencija i snaga samog zracenja, viskoznost i povrsinski napon
rastvarata kao i temperatura i pritisak. Ekstrakcije se izvode u ultrazvuénom kupatilu sa
erlenmajerima gde se biljni materijal i rastvara¢ stavljaju u odgovaraju¢em odnosu (Spirovi¢
Trifunovi¢ & Toji¢ 2022).

2.1.3. Primena etarskog ulja karanfilica

Poslednjih godina zahvaljuju¢i osobinama koje poseduju doslo je do sve veée primene
etarskih ulja. Medu aromati¢nim biljkama kao $to su cimet, origano, timijan 1 menta, karanfili¢ je
privukao vecu paznju u odnosu na ostale zbog svog snaznog mikrobnog i antioksidativnog
delovanja (Shan et al. 2005). Upravo zbog tih svojstava koje poseduje smatra se da se karanfili¢
potencijalno moze koristiti kao konzervans u mnogim namernicama (npr. u preradenom mesu)
umesto hemijskih konzervansa, a ima potencijal da ublazi i1 sprec¢i hroni¢ne bolesti. Osim toga,

nasao je Siroku primenu u medicini (kao antiseptik ili stimulans), u prehrambenoj industriji,
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koristi se i u kozmetici za dobijanje parfema, u proizvodnji sapuna i drugih kozmetickih
proizvoda (Cortés-Rojas et al. 2014; El-Saber Batiha et al. 2020).

Osim pomenutih svojstava, utvrdeno je da ekstrakti pupoljaka karanfilica imaju i
antisepticko-  antivirusno, antibakterijsko, antifungalno, analgeti¢ko, antispazmodic¢no,
antiinflamatorno, anthelminti¢ko, karminativno, antikancerogeno, citotoksi¢no, i antidepresivno
svojstvo. Antibakterijska aktivnost protiv patogena koji se prenose hranom, a koju imaju vodeni i
etanolni ekstrakti karanfilica veoma je znaajna u speCavanju kontaminacije hrane acidofilnim
termofilnim bakterijama. Antifungalna svojstva koja ispoljavaju aktivni sastojci eterinog ulja
karanfilica pokazala su se veoma znacajna u suzbijanju brojnih gljiva poput Alternaria alternata,
Aspergillus flavus, Candida albicans, Colletotrichum capsici, Fusarium oxysporum, Penicillium
spp., Phytophthora parasitica, Saccharomyces pastorianus, Trichoderma spp. i dr. Osim toga,
pokazuju izrazeniju antifungalnu aktivnost od nistatina, imaju antiparazitnu aktivnost, imaju
antibakterijski efekat protiv Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella pullorum, Streptococcus
faecalis, Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus i dr. Takode, utvrdeno je da mogu da
inhibiraju replikaciju virusa Herpes simplex, adenovirusa, morbila i polio virusa (Miyazawa et al.
2001; Bhowmik et al. 2012; El-Saber Batiha et al. 2020).

Eteri¢no ulje karanfili¢a ima neuroprotektivna, neurostimulirajuca, tonizirajuca svojstva, a
prema rezultatima brojnih eksperimentalnih studija ekstrakti karanfilica su se pokazali da
poseduju znacajno antikancerogeno delovanje. Koristi se u ublazavanju bolova i upale
(osteoartritis, artroze, povreda, reumatizma i dr.) u dermatologiji kao i skoro svim granama
medicine (EI-Saber Batiha et al. 2020).

U praksi je upotreba etarskih ulja ograniena usled nerastvorljivosti u vodi, velike
isparljivosti 1 brze oksidacije 1 degradacije. U cilju prevazilaZzenja ovih problema koriste se
razli¢ite tehnike koje mogu da obezbede njihovu vecu fizicku stabilnost, zastitu od isparavanja 1
potrebnu rastvorljivost u vodi. Jedna od njih je inkapsulacija u odgovaraju¢e nosafe gde je
bioaktivna supstanca, okruZena nosac¢em matriksa, koji omogucava kontrolu brzine bioaktivnog
oslobadanja. Ona obuhvata kori§¢enje polimer premaza ima tendenciju da poveca stabilnost i
efikasnost ulja tako Sto produzava brzinu oslobadanja aktivne komponente. Najces¢i polimeri
koji se koriste za inkapsulaciju su zelatin, arapska guma, skrob i proteini surutke (Levi¢ et al.

2014).
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2.1.4. Insekticidna aktivnost

Iako se poslednih godina u svetu intezivno proucava insekticidno delovanje etarskih ulja,
ova oblast je joS uvek nedovoljno istrazena. Etarsko ulje karanfilica je pokazalo pozitivne
rezultate u ispitivanju insekticidne i/ili larvicidne aktivnosti i to u vidu inhibicije rasta i razvoja
kako larvenih stadijuma tako i imaga, smrti insekata, ili aktivnoséu kao repelent. Do danas je
insekticidno delovanje etarskog ulja karanfilica potvrdeno kod slede¢ih vrsta: Spodoptera litura
Fabricius (Ajanta et al. 2010), Anopheles stephensi Liston (Sheikh et al. 2021), Bradysia procera
(Hong et al. 2018), Sitophilus zeamais Motschulsky (Haddi et al. 2015; Flores-Davila et al. 2017),
Drosophila melanogaster Meigen (Ulfah et al. 2022), Pericallia ricini Fabricius (sin. Olepa
ricini) (Sahu & Singh 2022), Plutella xylostella (Mpumi et al. 2020), Rhyzopertha dominica
(Ibrahim et al. 2022), Callosobruchus maculatus (F.), Callosobruchus chinensis (Pumnuan et al.
2021), Tribolium castaneum Herbst (Ikawati et al. 2021), Musca domestica L. (Levchenko et al.
2021). Osim pomenutih, insekticidno delovanje eugenola, jedne od glavnih komponenti ulja
karanfilica, potvrdeno je kod krompirovog moljca (P. operculella) pri ¢emu Ebadollahi (2013)
navodi uticaj ove komponente ulja na smanjuje reprodukciju insekata, i redukuje piljenje jaja.
Etarsko ulje takode ispoljava i repelentno delovanje na Stetne insekte. Uticaj etarskog ulja
karanfilica na redukciju piljenja jaja potvrdili su i autori Homam & EL Ghanam (2017), dok

autori EI-Hamed et al. (2011) navode i njegovo larvicidno delovanje.

2.1.5. Antimikrobna aktivnost

U poslednjih nekoliko decenija doslo je do porasta ucestalosti pojave pojedinih
fitopatogenih gljiva kao 1 do sticanja otpornosti na razli¢ite fungicide u poljoprivredi pojavom
otpornih sojeva. Osim toga, poslednjih godina vrsi se veliki pritisak javnosti u pogledu zahteva za
smanjenjem upotrebe sintetickih fungicida u poljoprivredi. Sve veca zabrinutost za uticaj velike
upotrebe sintetickih fungicida na Zivotnu sredinu 1 potencijalni zdravstveni rizik vezan za
upotrebu ovih jedinjenja u svetu doveo je do potrebe za pronalazenjem nadina za masovnu
upotrebu proizvoda biljnog porekla koja su se pokazali manje toksi¢ni za okolinu (Rana et al.
2011).

Vrsta S. aromaticum je aromaticna biljka cija jaka antimikrobna delovanja uticu na
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Sirok spektar patogenih mikroorganizama (D’Costa et al. 2011; Ghosh et al. 2012). Prema
brojnim in vitro i in vivo ogledima i dobijenim rezultatima, utvrdena je visoka efikasnost etarskih
ulja u suzbijanju fitopatogene gljive Botrytis cinerea. Dosadasnji testovi pokazuju da eteri¢no ulje
karanfilica, tj. komponente eugenol i alil izotocijanat, imaju inhibitorni efekat pri cemu
zaustavljaju rast ove fitopatogene gljive. Osim toga, istazivanja su pokazala da kombinacija
etarskog ulja karanfili¢a sa etarskim uljima dobijenim iz drugih aromati¢nih ili za¢inskih biljaka
(poput biljke Brassica nigra) imaju sinergisticki antifugalni efekat te se smatra da je
kombinovana primena eteri¢nih ulja efikasnija od njihove pojedinacne primene. Upotreba
etarskih ulja dobijenih iz jedne aromati¢ne biljke ili kombinacija istovremene primene ulja iz
razlicitih biljaka smatra se dobrom zamenom za upotrebu hemijskih sredstava za zastitu bilja.
(Aguilar-Gonzalez et al. 2015). Visok sadrzaj eugenola u etarskom ulju karanfilica imao je jako
antifugalno dejstvo i na patogene biljaka i zivotinja poput Fusarium moniliforme, F. oxysporum,
Mucor sp., Aspergillus sp., Microsporum gypseum i Trichophyton rubrum. Istrazivanja Rana et al.
(2011) pokazuju da etarsko ulje karanfilica dovodi do deformacija ili izobli¢enja spora prethodno
spomenutih patogena. Antifugalno delovanje u vidu inhibicije ili izostanka porasta fitopatogenih
gljiva utvrdena su kod F. oxysporum, F. commune i F. redolens (Hamini-Kadar et al. 2014), kao i
kod patogena Alternaria alternata, F. chlamydosporum, F. graminearum, Helminthosporum
oryzae i Rhizoctonia bataticol (Beg & Ahmad 2002; Harcarova et al. 2021). Utvrden je i
inhibitorni efekat ulja karanfilica na postZetvene prouzrokovace bolesti krompira i1 paradajza kao
§to su Geotrichum candidum, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum and Mucor hiemalis
(Suleiman et al. 2019).

2.1.6. Baktericidna aktivnost

Upravo zbog svojih antibakterijskih svojstava mnoga etarska ulja pokazala su vecu ili
manju uspesnost u suzbijanju fitopatogenih bakterija. Njihova primena u praksi za sada je veoma
ograni¢ena 1 uglavnom se odnosi na primenu ekstrata etarskih ulja razli¢itih biljaka u
eksperimentalnim uslovima. Istrazivanja koja su sproveli Umarusman et al. (2019) ukazuju da
ekstrakt S. aromaticum ima visoku efikasnost u suzbijanju Pseudomonas syringae pv. pisi. U toku
istrazivanja autori su tretirali seme ekstraktima razlicitih biljaka, buduéi da se radi o patogenu Kkoji

se prenosi semenom i utvrdili da je se uspesnost suzbijanja ove fitopatogene bakterije ekstraktom
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S. aromaticum kretala od 76 do 98%. Baktericidno delovanje utvrdeno je kako kod gram-
negativnih fitopatogenih bakterija: Erwinia carotovora pv. carotovora, Agrobacterium
tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae i Xanthomonas campestris tako i
kod gram-pozitivnih fitopatogenih bakterija: Streptomyces spp. i Rhodococcus fascians (Huang &
Lakshman 2010; Katuzna et al. 2021). Rezultati ovih istrazivanja ukazali su da se etarsko ulje
karanfilica veoma efikasno moze koristiti za suzbijanje R. solanacearum buduéi da je nakon
tretmana doslo do potpunog suzbijanja ove znacajne fitopatogene bakterije. Takode, ispitivanja su
pokazala da etarsko ulje karanfilica negativno uti¢e na porast i razvoj fitopatogene bakterije
Xanthomonas vesicatoria i redukuje intezitet pojave simptoma na biljci domacinu (Lucas et al.
2012). Istrazivanja in vitro koja su sproveli Mikicinski et al. (2012) pokazala su efikasno
delovanje etarskog ulja karanfilica na fitopatogene bakterije Agrobacterium tumefaciens,
Xanthomonas arboricola, Pseudomonas syringae i Erwinia amylovora. Osim pomenutih
fitopatogenih bakterija, navodi se efikasno delovanje etarskih ulja, izmedu ostalih i ulja
karanfili¢a, na Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Bhat et al. 2017; Kaluzna et al.
2021), a obecavajuéi rezultati in vitro dobijeni su i u suzbijanju Xanthomonas citri subsp.
malvacearum (Naqvi et al. 2022).

Takode je utvrdena baktericidna aktivnost eugenola i epoksid-eugenola na soj bakterije
Staphylococus aureus, kao i eugenola, timola i nisina na sojeve bakterija Escherichia coli,
Bacillus cereus i Listeria monocytogenex (Tippayatum et al. 2007; Eyambe et al. 2011; Bai et al.
2023a, 2023Db).

2.2. Kapsulacija

Kapsulacija etarskih ulja predstavlja sloZzen proces koji se sastoji iz pripremne faze, same
kapsulacije i dorade dobijenih proizvoda (Levi¢ et al. 2014). U pripremnoj fazi dolazi do mesanja
aktivne komponente sa nosa¢em, dok proces kapsulacije obuhvata dobijanja Zeljenog oblika i
dimenzija Cestica (Levi¢ et al. 2014). Prema dostupnoj literaturi, navodi se nekoliko tipova
kapsulacije: (1) Cestice generisane matriksom, poput algininska kiseline, hitozana, ciklodekstina,
u kome su dispergovana etarska ulja, (2) kapsule sa membranom (ove kapsule okruzuju jezgro u
kome se nalaze etarska ulja), (3) kompleksi gde se etarska ulja stabilizuju u Supljinama hemijskim

reakcijama 1 (4) kapljice stvorene u procesu emulzije u sufraktantima. Prema veli¢ini Cestica,
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kapsulacija se deli na ,,mikro* (1-1000 pum) i ,,nano“ (<1000 nm) (Macias-Cortés et al. 2020;
Spirovi¢ Trifunovié & Tojié¢, 2022). Znadajno poboljsanje formulacija etarskih ulja pre svega
njegovih osobina, funkcije i stabilnosti postignuta je primenom nanotehnologije. Tako
nanoemulzija predstavlja emulziju sa kapljicama veoma malih dimenzija (20-200 nm),
dispergovanih u vodi i nose lipofilna jedinjenja (Spirovi¢ Trifunovi¢ & Toji¢ 2022).

Kapsulacija etarskih ulja sa ciljem dobijanja formulacija koje obezbeduju kontrolisano
oslobadanje ulja je vise od dve decenije predmet brojnih istrazivanja (Aminabhavi et al. 1998;
Kulkarni et al. 1999; Kulkarni et al. 2000; Kumbar et al. 2001). Kapsulacija odgovaraju¢im
nosaCima je najperspektivnija tehnika gde je bioaktivna supstanca ,,zarobljena®, okruzena
matriksom nosaca, §to omogucava kontrolisano otpustanje bioaktivne supstance (Devi & Maji
2011; Majeed et al. 2015; Vishwakarma et al. 2016; Maes et al. 2019; Jovanovic et al. 2020; Liao
et al. 2021). Oblaganje polimerom povecava stabilnost i efikasnost ulja i prolongira brzinu
oslobadanja aktivnih komponenti (Devi & Maji 2011; Beirdo-da-Costa et al. 2013; Hill et al.
2013; Sun et al. 2013; Majeed et al. 2015; Mohammadi et al. 2015a, 2015b; Vishwakarma et al.
2016; Froiio et al. 2019a). Najces¢e koriS¢eni polimeri koji se koriste za kapsulaciju su zelatin,
arapska guma, skrob modifikovani i surutkin (,,whey*) protein (Beirdo-da-Costa et al. 2013;
Majeed et al. 2015; Froiio et al. 2019a). Tako npr. pripremu i karakterizaciju kapsuliranog nim
ulja (neem oil) (Azadirachta indica A. Juss.) su opisali Kulkarni et al. (1999). Kao polimer
matrice koriS¢eni su uraa formaldehid unakrsno vezan skrob (UF-St), aditiv tzv. ,,guar gum*
(UF-GG) i UF—(St+GG). Oslobadanje aktivnog sastojka iz formulacije zavisi od tipa matrice i
sposobnosti ,,bubrenja®“. Kulkarni et al. (2000) navode kapsulaciju nim ulja semena u vidu te¢nog
pesticida koriS¢enjem natrijum alginata (Na—Alg) kao polimera za kontrolu oslobadanja ulja (CR)
dobijenog nakon vezivanja sa glutaraldehidom (GA). FTIR spektometrijska studija je potvrdila
odsustvo hemijske interakcije izmedu aktivne komponente i polimera kao i vezujuéih agensa.
Povecanjem vezivanja polimera znacajno se povecava oslobadanje ulja iz ,,kapljice*. Pronalazak i
razvoj poboljsane granularne formulacije ekstrakta semena nim ulja koja sadrzi Aza-A rezultirao
je poboljsanom stabilnosti tokom ¢uvanja i sposobnosti za postepeno oslobadanje (Sreenivasa et
al. 2006). Ova formulacija sadrZi inertne Cestice kao nosace, najmanje jednu lipofili¢nu supstancu
kao emulgator, opciono boja¢ (colorant) i ekstrakt nim ulja koji sadrzi Aza-A (Sreenivasa et al.
2006). Prema nekim autorima, kontrolisano oslobadanje mikrokapsula koje sadrze nim ulje se

dobija kapsulacijom u polielektrolitnim kompleksima prirodno postojec¢ih polimera zvanim

18



Mr Zoran Milicevié Doktorska disertacija

,karagenan-hitozan“ (carrageenan-chitosan, Devi & Maji 2009a, 2009b), zelatin- karagenan
(gelatin-carrageenan, Devi & Maji 2010) i zelatin-natrijum karboksimetil celuloza (gelatin-
sodium carboxymethyl cellulose, Devi & Maji 2011). Kapsulacija se izvodi su optimizovanom
odnosu i pH za dobijanje kompleksa izmedu biopolimera sa ciljem dobijanja maksimalnog
prinosa i stabilnog polielektrolitnog kompleksa.

Izbor materijala koji se koristi, a posebno nosa¢ za kapsulaciju etarskih ulja od presudnog
je znacaja; neophodno je da zastiti ulje, da garantuje njegovo kontrolisano oslobadanje, da je
rastvorljivo u vodi, biokompatibilno i biorazgradivo (Froiio et al. 2019a). Prema literaturnim
izvorima, koriste se Cetiri kategorije jedinjenja za dobijanje jestivih polimera: hidrokoloidi
(proteini i polisaharidi), polipeptidi, lipidi, i kompoziti (Froiio et al. 2019a). Kapsulacija je,
generalno, obecavajuca tehnika za zastitu osetljivih bioaktivnih jedinjenja od razgradnje. Shodno
tome, mnogi istraziva¢i su razvili nekoliko metoda kapsulacije kao Sto su: filmovi,
mikrokapsulacija suSenjem-rasprSivanjem, nanoprecipitacija, elektrohidrodinamicki procesi,
elektrospinovanje i elektrorasprskivanje (Froiio et al. 2019b; Munteanu & Vasile 2021; Nguyen
et al. 2021).

Kapsulacija se najceS¢e koristi u prehrambenoj industriji, ali moze nacéi upotrebu i u
farmaceutskom sektoru, a u nekim sluc¢ajevima i u zastiti bilja (Froiio et al. 2019a, 2019b;
Jovanovi¢ et al. 2020; Munteanu & Vasile 2021; Nguyen et al. 2021; Barros et al. 2022).
Koriste¢i razliCite tehnike 1/ili nosace, kapsulirana su mnoga etarska ulja kao $to su bosiljak,
cimet, jasmin, limeta, timijan, limun, limunska trava, narandza, origano, nana, ruzmarin i dr.
(Kouassi et al. 2012; Hill et al. 2013; Jovanovi¢ et al. 2020; Nguyen et al. 2021; Munteanu &
Vasile 2021; Tangpao et al. 2021; Barros et al. 2022). U istrazivanjima Sopkova & Janokova
(1998) kao nosac pesticida koriS¢en je prirodni zeolit klinoptilolit, Sto je slucaj sa Cvrstim
oblikom sintetickog piretroidnog insekticida supercipermetrina. Prema Kvachantiradze et al.
(1999) prirodni zeolit klinoptilolit se koristio kao nosa¢ za bioloske agense tj. za fotostabilizaciju

biokontrolnih sojeva bakterije Bacillus thuringiensis.

19



Mr Zoran Milicevié Doktorska disertacija

2.3. Test organizmi

Bioloska aktivnost etarskog ulja karanfili¢a i kapsuliranih EC formulacija testirana je u
ovom radu na $tetnoj insekatskoj vrsti i biljnim patogenima, koji se mogu naci na otvorenom
polju, ali i u uslovima skladista, i to su (i) krompirov moljac Phthorimaea operculella Zeller
(Krnjaji¢ i sar. 2018; Miletakovic et al. 2018), kao jedna od najozbiljnijih Stetnih vrsta familije
Solanaceae (Slika 1), (ii) fitopatogena gljiva Botrytis cinerea, prouzrokovac¢ sive trulezi, koja
zarazava voéne vrste (jabucaste i kostiCave voéne vrste), bobicasto voce, vinovu lozu (Slika 2) i
neke povrtarske vrste (Wilson et al. 1997; Tsao & Zhou 2000; Siripornvisal et al. 2009; Adebayo
et al. 2013; Daniel et al. 2015; Mohammadi et al. 2015a, 2015b), i (iii) fitopatogene bakterije
Pectobacterium (carotovorum i brasiliense) i Dickeya dianthicola, prouzrokovaci vlazne trulezi,
destruktivne bolesti mnogih biljnih vrsta (Popovié¢ et al. 2017, 2019a, 2019b; Markovi¢ et al.,
2021, 2022). Svi ovi Stetni organizmi imaju velik kruga domacina i Siroko Su rasprostranjeni u

Srbiji gde izazivaju velike gubitke na napadnutim domacinima.

2.3.1. Krompirov moljac, Phthorimaea operculella Zeller.

Krompirov moljac, Phthorimaea operculella Zeller. (Lepidoptera, Gelechiidae) je
oligofagna insekatska Stetna vrsta koja nanosi Stetu brojnim ratarskim 1 povrtarskim usevima,
industrijskom bilju i uskladistenim proizvodima (Miletakovic et al. 2018). Jedna je od
najznacajnijih $teto¢ina krompira (Solanum tuberosum L.) (Slika 1), duvana (Nicotiana tabacum
L.) i paradajza (S. lycopersicum L.). Takode, Stete od krompirovog moljca zabeleZzene su i na
patlidzanu (S. melongena L.), paprici (Capsium annuum L.) i Seernoj repi (Beta vulgaris L.), kao
i drugim biljkama iz familije Solanaceae (Keresi i sar. 2015; Aryal & Jung 2019). Prisustvo P.
operculella u Republici Srbiji prvi put je zabelezeno 2008. godine na podru¢ju Leskovca, a ubrzo
se nakon toga proSirio u skoro sve ravniCarske regione gajenja krompira. Prve vece Stete
zabelezene su veé 2011. godine, dok su najveéi gubici (i do 100%) zabeleZeni u okolini Cacka
(Keresi 1 sar. 2015; Milosevi¢ et al. 2016). Osim zapadnog Pomoravlja ekonomski znacajne Stete
zabeleZene su i u juznom Banatu, Backoj i Sremu.

Izuzetno visoka brojnost populacije krompirovog moljca poslednjih sezona, S§to za

posledicu ima velike ekonomske Stete, naizraZenija je u regionima gde je gajenje krompira
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skoncentrisano u jednom rejonu, gde se proizvodnja obavlja u monokulturi i gde se sprovode
redukovane agrotehni¢ke mere ili je smanjen broj hemijskih tretmana. Takode, globalna promena
klime, odnosno blage zime, kao i leta i jeseni sa duzim su$nim periodima i temperaturama iznad
godiSnjeg proseka, pogoduju razvoju i uticu na kalamitetnu pojavu ove Stetocine.

Stetnost P. operculella ogleda se u visokom stepenu osteéenja krtola krompira u
skladistima (ponekad dovodi do potpunog gubitka prinosa), kao i u slozenosti suzbijanja ove
insekatske vrste (Krnjaji¢ i sar. 2018; Miletakovié et al. 2018). Stete se smatraju vrlo znadajnim u
lokalitetima sa najvec¢im prinosima i proizvodnjom krompira u Srbiji (Miletakovi¢ et al. 2018).

U Mediteranskim uslovima krompirov moljac ima 5-7 generacija godis$nje, dok kod nas
ima 3 ili 4 generacije na otvorenom (poljski uslovi) i 1-2 u skladistima (Keresi i sar. 2015, 2019).
Mere zastite se svode na primenu dozvoljenih insekticida tretiranjem biljaka u polju, a veoma je
bitno da se pre ulaska novog krompira izvr$i adekvatna priprema prostora za skladistenje. To
obuhvata ¢is¢enje i pranje, gajbi i vreca i njihovu dezinfekciju ukoliko su one bile ve¢ koris¢ene
ili. po mogucnosti koriS¢enje novih, zatim po potrebi treba obaviti fumigaciju prostora
dozvoljenim pesticidima, kao i stavljanje mreza na sve prozore u cilju spre¢avanja uletanja (U

jesen) ili izletanja leptira (u prolece).

Slika 1. Stete na krtolama krompira usled ishrane gusenicama krompirovog moljca Phthorimaea
operculella (1); detalj prikaza oStecenja i uginule gusenice nakon primene etarskog ulja
karanfili¢a (2) (foto S. Krnjaji¢)
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2.3.2. Botrytis cinerea Pers. (siva trulez)

Botrytis cinerea Pers. (anamorf: Botryotinia fuckeliana), prouzrokovac sive trulezi (Slika
2), je patogen za preko 200 vrsta biljaka. Ovaj patogen u velikoj meri doprinosi smanjenju
proizvodnje povréa, voca, vinove loze i ukrasnog bilja, prouzrokujuci bolesti kako biljaka gajenih
na otvorenom ili u zasticenom prostoru, tako i tokom transporta i skladiStenja. Siva trulez je medu
najznacajnijim bolestima koje ograni¢avaju proizvodnju voénih i povrtarskih biljnih vrsta u
Srbiji. Gljiva napada sve biljne organe u svim fazama razvoja. Naj¢e$¢i simptomi prouzrokovani
sa B. cinerea, a koji se pominju u literaturi su: siva ili mrka trulez, siva plesan ili palez, a ¢esto se
od simptoma pominje i poleganje klijanaca (Verhoeff 1970; Van der Vlugt-Bergmans 1996;
Charabany & Shtienberg, 1999; Giraud et al. 1999; Nikoli¢ et al. 2008; Tanovi¢ i sar. 2009a,
2009b).

Stete koje uzrokuje B. cinerea je tesko proceniti pa tako u odnosu na usev ili zasad i
vremenske uslove, gubici u prinosu mogu biti i do 50%, ali nekad mogu premasiti i 80% u
uslovima povoljnim za razvoj bolesti (ki$no i vlazno vreme pre i tokom zetve). Nije neuobicajeno
i potpuno propadanje useva usled epifitocije ovim patogenom.

Na fungicide za ovog patogena se godiSnje utrosi izmedu 15-25 miliona dolara (Elad et al.
2004). Suzbijanje B. cinerea nije ni malo jednostavno zbog Cinjenice da patogen napada skoro
sve biljne delove tokom celokupnog razvoja (Gullino 1992), a osim toga, prisutan je i na
korovskim biljkama. Ono §to dodatno oteZzava njegovo suzbijanje je to $to moze da zivi i kao
saprotrof na biljnim ostacima i organskim materijama u zemljistu, tako da je inokulum u usevu
uvek prisutan (Rotem et al. 1978; Jarvis 1980).

Razvoj rezistencije na fungicide je postao ozbiljan problem u suzbijanju B. cinerea Sirom
sveta; stoga su potrebna alternativna reSenja za kontrolu ovog patogena. Za uspecnu zastitu
potrebno je dobro poznavanja same biologije patogena, zatim njegove epidemiologije i odnosa sa
domac¢inom. Kompleks mera kojima se sprecavaju Stete od ovog patogena podrazumeva dobru
uskladenost u primeni preventivnih mera poput izbegavanja infekcija samog patogena, kreiranje
neadekvatnih uslova za razvoj oboljenja ili narusavanje odnosa patogen-domacin. Adekvatna
primena gore pomenutih mera jedino je moguca na osnovu dobrog poznavanja svih direktnih i
indirektnih ¢inilaca koji uti¢u na razvoj oboljenja (Russell 2005). Zbog svega pomenutog mere

suzbijanja B. cinerea mogu podeliti u Cetiri osnovne grupe: 1. stvaranje otpornih sorata; 2.
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agrotehnicke mere; 3. hemijske mere; 4. bioloSke mere.

Usled poligenskog nasledivanje i izraZzene genetiCke varijabilnosti vrste B. cinerea
znacajno je otezana selekcija otpornih sorata. Kako major geni koji kontroliSu otpornost na B.
cinerea nisu poznati, do sada su jedino utvrdene sorte koje pokazuju odredeni stepen pasivne
otpornosti. Ona je uslovljena morfoloSkim i fizioloSkim karakteristika kao Sto su debljine
kutikule, maljavosti listova, brzine zarastanja rana. Sve to spre¢ava duze zadrzavanje vodenog
filma na povrSini biljaka i omogucéava izbegavanje jaceg napada ili otezava samu infekciju.
Adekvatnim agrotehnickim merama moze se znacajno smanjiti intenzitet oboljenja. Mere poput
redovne berbe i uklanjanje biljnih ostataka, obolelih biljaka ili biljnih delova, potom izbegavanje
povredivanja biljaka pri izvodenju redovnih agrotehnic¢kih operacija smanjuje koli¢inu inokuluma
i obezbeduju mikroklimatske uslove koji su povoljni za biljku, a nepovoljni za patogena. Osim
toga, na sprecavanje Sirenja patogena povoljno uticu i mere poput malciranja, prskanja biljaka
Ca(NOs3),, dobra ventilacija zasti¢enih prostora i mnoge druge mere (Stehmann 1995). Pod
bioloskim suzbijanjem podrazumeva se zaStita u kojoj se umesto konvencionalnih fungicida
upotrebljavaju mikroorganizmi bilo samostalno ili kao dopuna tretmanima sa konvencionalnim
fungicidima, a sve u cilju smanjenja primene primene hemijskih materija u poljoprivrednoj
proizvodnji. lako prva istazivanja primene mikroorganizama datiraju jo§ od pedesetih godina
proslog veka, a odnose se na suzbijanje B. cinerea (Nethook 1951; Wood 1951), najveci pomak u
dobijenim rezultatima zabeleZen je pocetkom XXI veka. Za sada je antagonistiCko delovanje
utvrdeno kod Bacillus spp., Aureobasidium spp. i Gliocladium spp. na B. cinerea (Stehmann
1995), a najbolji rezultati zabelezini su upotrebom mikoparazitne vrste roda Trichoderma (Elad et
al. 1993; Elad 1994, 2000; Gupta et al. 1999; Okigho & Ikediugwu 2000). Zadovoljavajuci
rezultati u suzbijanju B. cinerea dobijeni su i primenom preparata na bazi Pythium oligandrum
(Filajdi¢ et al. 2003), dok je primena komercijalnog preparata na bazi T. harizanum u kombinaciji
sa konvencionalnim fungicidima pokazala dobre bioloske rezultate u efikasnosti (Elad 1994). Za
sada je proizvodnja i koris¢enje biopreparata jo§ uvek suviSe skupa da bi njihovo masovno
koris¢enje bilo ekonomski isplativo, jer je cene konvencionalnih fungicida znatno niza (Elad
1994; Elad et al. 1994). Za sada hemijsko suzbijanje predstavlja najznacajniji nacin zastite zasada
I useva od najveceg broja patogena medu koje se ubraja i B. cinerea. Za sada jos uvek ne postoje

pouzdane metode u prognozi pojave fitopatogena, zbog cega se njihovo suzbijanje uglavnom
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Slika 2. Siva trulez grozda i jagoda (Botrytis cinerea) (foto T. Popovi¢ Milovanovi¢, M. Stevic)

2.3.3. Pectobacterium sp., Dickeya sp. (vlazna trulez)

Prema poslednjoj taksonomiji bakterije koje prouzrokuju bakterioznu vlaznu trulez
mnogih biljnih vrsta pripadaju rodovima Pectobacterium i Dickeya. Rod Pectobacterium podeljen
je na 17 vrsta (van der Wolf et al. 2021), medu kojima su najznacajnije: P. atrosepticum
[prethodni naziv Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Van Hall) Dye] (Garden et al. 2003); P.
carotovorum [prethodni naziv Erwinia carotovorum subsp. carotovora (Jones) Bergey et al.]
(Garden et al. 2003) i Pectobacterium brasiliense (Duarte et al. 2004). U rodu Dickeya (stariji
naziv Erwinia chryzanthemi) opisano je do sada 12 vrsta (van der Wolf et al. 2021), medu kojima
su najznacéajnije D. dianthicola (Erwinia chryzanthemi pv. dianthicola), D. dadanti, D. zeae
(Erwinia chryzanthemi pv. zeae) i D. solani (Samson et al. 2005; Toth et al. 2011; van der Wolf
et al. 2013). Sve gore pomenute vrste iz oba roda ubrajaju se medu deset ekonomski
najznacajnijih bakterija koje ogranicavaju prinos gajenih biljnih vrsta, ali i uti¢u na kvalitet
mnogih poljoprivrednih kultura (Mansfield et al. 2012). Patogeni vlazne trulezi se ubrajaju u
ekonomski znacajne patogene velikog broja biljnih domacéina. Od svih pomenutih vrsta, bakterija
P. carotovorum ima najsiri krug domacina koji su botanic¢ki veoma udaljeni (paprika, paradajz,
plavi patlidzan, mrkva, perSun, celer, zelena salata, luk, kupus, karfiol, brokoli, komora¢, kala,
kukuruz, suncokret i druge biljne vrste) (Gavrilovi¢ i sar. 2009; Ivanovi¢ i sar. 2009; Gasi¢ i sar.

2013, 2014; Waleron et al. 2019), dok su ostale vrste iz ovog roda uglavnom ograni¢ene na
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krompir (van der Walf & De Boer 2007; van der Merwe et al. 2010; Waleron et al. 2013). U
domacine Dickeya spp., koje su sve prisutnije poslednjih 15 godina, ubrajaju se krompir,
paradajz, kukuruz, duvan i neke ukrasne biljke (Toth et al. 2011). Vlazna trulez se Cesto javlja u
uslovima skladistenja, pre svega na krompiru (Slika 3). Na krompiru u poljskim uslovima ove
bakterije izazivaju bolest zvanu ,,crna noga krompira®, koja prethodi pojavi vlazne trulezi i koja u
Srbiji moze da umanji prinos krompira i do 44,7% (Markovi¢ et al. 2021). Simptomi bolesti se
javljaju kako na biljkama i krtolama u polju tako i tokom transporta i skladiStenja gotovih
proizvoda (krtola). Osnovna karakteristika ovih bakterija je da proizvedu Sirok spektar enzima
(pektinaze, celulaze, proteinaze i ksilanaze) kojima razgraduju komponente ¢éelijskog zida (van
der Walf & De Boer 2007). Osim sluzaste, vlazne trulezi, za obolele biljke je karakteristi¢no da se
slabije razvijaju, $to se manifestuje njihovim zaostajanjem u porastu i biljke postaju krZljave.
Lis¢e zarazenih biljaka je sitno, svetlozeleno ili Zu¢kasto i 1 uvija se i ima uspravan polozaj.

Uspesno suzbijanje crne noge i vlazne trulezi krompira predstavlja veliki izazov, jer se
patogen moze na razli¢itim mestima: duboko u tkivu krtola, u lenticelama ili u ranama na povrsini
krtola pri ¢emu se u uslovima povecane vlaznosti bakterije se veoma brzo umnozavaju, a vodeni
film omogucava stvaranje povoljnih uslova za razvoj bolesti. Zbog toga se osnovne mere zastite
oslanjaju na primeni sertifikovanih shema prilikom proizvodnje i izbegavanje kontaminacije, dok
se hemijske mere zasnivaju na uniStavanje patogena ili stvaranju nepovoljne sredine za njegov
razvoj primenom fungicida na bazi bakra, antibiotika (u zemljama gde je dozvoljena njihova
primena), organskih i neorganskih soli ili kombinacija ovih jedinjenja. lako su se antibiotici
pokazali kao veoma perspektivni, usled postojanja rizika od prenoSenja gena rezistentnosti na
sojeve bakterija koje izazivaju bolesti kod zivotinja i ljudi, njihova primena nije dozvoljena
(Czajkowski et al. 2011).

Slika 3. Vlazna trulez krompira (Pectobacteriuhrh sp.) (foto T. Popovi¢ Milovanovi¢)
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3. RADNA HIPOTEZA

Izazov sa kojim se suo¢avamo u oblasti zastite bilja je prevazilazenje negativnog uticaja
sintetiCkih pesticida kao i njihovog otpada kroz ponudu alternativnog ekoloSki bezbednog
bioproizvoda. Imajuéi u vidu specifi¢nost teme koja se obraduje, pri ovom istraZivanju se polazi

od pretpostavki da:

v Trenutni nadin zaStite bilja primenom sinteti¢kih pesticida ima negativan uticaj na zivotnu

sredinu i ljudsko zdravlje,

v Nauc¢na dostignuca u odabiru prirodnih supstanci koji sluze kao alternativa primeni hemijskih

mera zaStite bilja rapidno napreduju,
v' Etarska ulja su poznata po biolokoj aktivnosti,

v’ Primena kapsuliranih etarskih ulja ima za cilj produzeno delovanje na objekat primene, $to

znacajno unapreduje dosadasnje saznanje o primeni ovih ulja u poljoprivrednoj proizvodnji,

v" Primena kapsuliranih ulja ima za cilj unapredenje dosada$njeg, tradicionalnog nac¢ina zastite
bilja (hemijski, primenom pesticida) u smislu smanjenja negativnog uticaja na Zivotnu sredinu i

ljudsko zdravlje,

v/ Odabir i preporuka formulacije kapsuliranog etarskog ulja koji moZe naéi primenu u

poljoprivrednoj proizvodnji, kao vrednim resursom u daljem razvoju i primeni biopesticida.
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4. MATERIAL | METODE RADA

Eksperimentalni deo doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Field Test-a doo,
Instituta za =zaStitu bilja 1 Zzivotne sredine, Instituta za multidisciplinarna istrazivanja i

Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu/Beogradu.

4.1. Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS)

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-MS) je analiza kojom se vr$eno
utvrdivanje sastava ulja karanfilica (proizvodac¢ Probotanic) kao i sadrzaja komponenti u ulju.
Analiza je vrSena na opremi GC Agilent Technologies model 6890N, na kapilarnoj koloni Agilent
Technologies capillary HP-5MS (60 m x 0,25 mm ID; 0,25 pum), i uparen sa mesenim selektivnim
detektorom (MSD5975B, napona jonizacije 70 eV; Agilent, Santa Clara, CA). Kao gas nosac
kori$éen je helijum, a odgovarajuéi protok iznosio je 1.2 mL min,

Temperaturni program je: pocetna temperatura kolone od 60 °C, nakon Cega je sledio
porast temperature do 240 °C (3 °C/min), do konaéne temperature od 240 °C koja je odrZzavana
narednih 5 minuta.

Hromatograf je opremljen odvojenim injektorom koji se koristi u split rezZimu sa odnosom
razdvajanja od 50:1. Pre analize, uzorak je rastvoren sa EtOH u odnosu 1:10 (100 pL ulja
karanfilica + 900 pl EtOH). Relativni udeo svake komponente izrazen je kao procenat dobijen
normalizacijom povrSine pika, dok su svi relativni faktori odgovora uzeti kao jedan. Njihovi
Kova¢ retencioni indeksi (eng. Kovats retention index) su izracunati koris¢enjem homologne
serije od C8-C25 n-alkana ubrizganih pod istim uslovima.

Identifikacija isparljivih komponenti je vrSena poredenjem spektara komponenti sa
masenim spektrima iz baze podataka NISTO5 Mass Spectral Library (National Institute of

Standards and Technology) koris¢enjem NIST MASS Spectral Search program Ver 2.0d (June
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2005), i poredenjem njihovih GC Kovacevih indeksa koji su dobijeni na bazi retencionog

vremena n-alkana C7-C25 (Adams 2007).

4.2. Kapsulacija

Formulacije etarskog ulja karanfilica (proizvoda¢ Probotanic) su dizajnirane u obliku
koncentrata za emulziju (EC), koris¢enjem tri razli¢ita nosaca aktivne materije: sinteticki zeolit
(proizvodaé FMC Forest, Spanija), prirodni zeolit (proizvoda¢ ZEO-MEDIC, Srbija), i govedi
zelatin (eng. bovine gelatin, proizvoda¢ Sigma-Aldrich). U radu je kori§¢en prirodni mineral
zeolita klinoptilolit, kapaciteta izmene katjona od 180 mek/100 g i veli¢ine Cestica od 20 pum.
Molekularno sito sintetickog zeolita tipa 4A je alkalni aluminosilikat; to je natrijumski oblik

kristalne strukture tipa A. Zelatin je u obliku praha, iz govede koze, Tip B (225g Bloom).

Ulje uljane repice (proizvoda¢ GranumFood, Srbija) je koris¢eno kao rastvara¢, dok je
Tween 20 / POE-20-Sorbitan (Polysorbate 20, proizvoda¢ Sigma-Aldrich) koris¢en kao
emulgator - nejonski emulgator (Tabela 2). EC formulacije su sintetisane meSanjem etarskog ulja
karanfili¢a, ulja uljane repice i Tween-a 20 u odredenom teZzinskom odnosu (Tabela 2) pri
ambijentalnoj temperaturi. Nakon dodavanja svake komponente vrSeno je intenzivno meSanje. U
tako pripremljene rastvore razli¢iti nosaci sa udelom od 0.25% (w/w) su dodavani uz intenzivno

mesanje, kako bi se dobila stabilna i homogena EC formulacija.

Tabela 2. Dizajniranje EC formulacija etarskog ulja karanfilica

Radni naziv Emulgator
N Aktivna materija (%)  Nosac (%) Rastvarac¢ (%)

formulacije (%)

F-CSz Etarsko ulje karanfilica  Sinteti¢ki zeolit Ulje uljane repice Tween 20
(20.00) (0.25) (78.75) (1.00)

F-CNz Etarsko ulje karanfilica  Prirodni zeolit Ulje uljane repice Tween 20
(20.00) (0.25) (78.75) (1.00)

F-CG Etarsko ulje karanfilica  Govedi zelatin Ulje uljane repice Tween 20
(20.00) (0.25) (78.75) (1.00)
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Fizicke osobine koje se obi¢no determiniSu za tip EC formulacija, utvrdivane su kod
novosintetisanih formulacija, i to: boja, pH, gustina, postojanost pene i tacka paljenja,
koris¢enjem standardnih procedura datih od WHO (WHO 2010).

4.3. Insekticidna aktivnost

Insekticidna aktivnost etarskog ulja karanfili¢a kao i novosintetisanih EC formulacija (F-
CSZ, F-CNZ, F-CG) je testirana na imaga insekatske vrste P. operculella (krompirov moljac).
Insekti su uzgajani u komorama sa kontrolisanim uslovima (temperatura 251 °C, relativna
vlaznost 65+£5%, dan-no¢ rezim 16:8 h). U testovima smrtnosti su koris¢eni insekti starosti 24
sata. Po 20 jedinki imaga krompirovog moljca je dodavano u staklene volumetrijske boce

(ukupne zapremine 720 mL).

Sa ciljem utvrdivanja efektivne koncentracije etarskog ulja karanfilica koje izaziva
smrtnost 95% (letalna koncentracija LCgs) ili 50% (letalna koncentracija LCsp) adulta
krompirovog moljca, kori§¢en je metod dat od Negahban et al. (2007). Pet razli¢itih koncentracija
etarskog ulja karanfili¢a (izrazenih kao pL Lt vazduha) su kori$c¢ene: 0.5625, 0.375, 0.25, 0.17 i
0.11. Svaka od ovih koncentracija su rastvarane u odredenoj koli¢ini acetona, za zatim nanosene
na trake filter papira (dimenzija 5 x 1 cm), koji su potom fiksirani na poklopce staklenih
volumetrijskih boca sa odraslim insektima P. operculella. Boce su ¢vrsto zatvarane, ¢ime su

imaga P. operculella izlozena isparenjima etarskog ulja karanfili¢a tokom 24 sata.

Kako bi se utvrdilo produzeno delovanje (letalno vreme), imaga krompirovog moljca (Ph.
operculella) su izlagane koncentraciji 8 pL L™ vazduha etarskog ulja karanfiliéa i koncentraciji
40 pL L vazduha EC formulacijama etarskog ulja karanfiliéa (F-CSZ, F-CNZ, F-CG) tokom 14
dana. Testirana koncentracija je jednaka 10 puta vecoj koncentraciji za koju je utvrdeno da
izaziva smrtnost 99% imaga P. operculella nakon 24 sata tretmana. Svaka od tri kapsulirane
formulacije 1 etarsko ulja karanfilia su nanoSene na trake filter papira, koje su zatim fiksirane na
poklopce staklenih volumetrijskih boca sa odraslim P. operculella, a zatim su ¢vrsto zatvoreni.
Negativna kontrola je pripremljena dodavanjem sterilne destilovane vode na trake filter papira,
bez dodavanja etarskog ulja karanfilic¢a ili kapsuliranih formulacija. Tokom narednih 14 dana su

na dnevnoj bazi tretirani poklopci prenoSeni u nove volumetrijske boce sa 20 novih odraslih
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imaga krompirovog moljca starosti do 24 sata.

Smrtnost imaga krompirovog moljca odredivana je nakon svakih 24 sata prenoSenjem
moljaca iz staklenih boca u otvorene Petri kutije (Slika 4). Tokom 30 minuta proveravano je da li
su moljci zivi, odnosno da li mogu da se krecu ili da lete, na osnovu ¢ega je determinisano letalno

vreme LTgg i LTsg.

Eksperiment je postavljen u randomiziranom blok sistemu sa tri ponavljanja i ponovljen je
dva puta.

Slika 4. Ocena ogleda ispitivanja insekticidne aktivnosti formulacija ulja karanfili¢a

4.4. Antimikrobna aktivnost

4.4.1. Antimikrobna aktivnost prema Botrytis cinerea (siva trulez)

Antimikrobna aktivnost tri kapsulirane formulacije etarskog ulja karanfilica (F-CSZ, F-
CNZ, F-CG) je testirana za suzbijanje fitopatogene gljive Botrytis cinerea (prouzrokovaé sive
trulezi) koris¢enjem koncentracija 25%, 5% 1 2.5%, $to redom odgovara koncentracijama 5%, 1%
i 0.5% etarskog ulja karanfili¢a. Efikasnost ovako dobijenih rastvora formulacija ispitana je u in

planta ogledu na plodovima maline (Rubus idaeus L.). U radu je koris¢en B. cinerea soj B.
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cinerea MSTP-19 izolovan sa maline 2019. godine (Kolekcija dr Milana Stevica, Poljoprivredni
fakultet, Beograd) identifikovan na osnovu morfologije i molekularno, primenom metode lan¢ane
reakcije polimeraze (PCR) sa univerzalnim prajmer parom ITS1/ITS4 i sekvenciranjem. Soj je za
eksperiment odrzavan kontinuiranim presejavanjem na krompir dekstroznom agaru (PDA) pri
temperaturi 23 °C u trajanju 8-10 dana.

Svezi, zdravi plodovi U tehnoloskoj zrelosti bez ostecenja ili vidljivih simptoma bolesti
potapani su u rastvore kapsuliranih formulacija F-CSZ, F-CNZ i F-CG, gde su drzani 30 sekundi,
a zatim stavljeni na sterilni filter papir 20 minuta da se osuSe. Nakon suSenja, po 10 plodova je
stavljano u staklene Petri kutije (pre¢nika 150 mm) nakon ¢ega su inokulisani suspenzijom spora
gljive B. cinerea (2 x 10° spora mL™) pomoc¢u prskalice za tankoslojnu hromatografiju (eng. air
brush). Petri kutije su postavljane na temperaturu od 5 °C (Slika 5).

Eksperiment je izveden u tri ponavljanja i ponovljen je dva puta. Ocena ogleda je vrSena
pet dana nakon tretmana, izrazena kao ukupan broj zarazenih odnosno zdravih plodova maline po

tretmanu.

Slika 5. Ispitivanje efikasnosti formulacija ulja karanfilica u suzbijanju sive trulezi (B. cinerea)

na plodovima maline in planta (foto M. Stevi¢)
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4.4.2. Baktericidna aktivnost prema prouzrokovacima vilazne trulezi

U in vitro ogledima testirana je baktericidna aktivnost tri kapsulirane formulacije etarskog
ulja karanfilica (F-CSZ, F-CNZ, F-CG) prema bakterijama prouzrokovac¢ima vlazne trulezi:
Pectobacterium carotovorum (soj Pccl0), Pectobacterium brasiliense (soj Pcb62) i Dickeya
dianthicola (soj Dd31). Svi tri soja su iz Kolekcije dr Tatjane Popovi¢ Milovanovi¢, Institut za
zaStitu bilja 1 zivotnu sredinu, prethodno molekularno okarakterisani i identifikovani (Popovi¢ et
al. 2019; Markovi¢ et al. 2021). Za izvodenje ogleda, kori$¢eni su sojevi bakterija starosti 48 sati
gajeni na Hranljivom Agaru pri temperaturi od 26 °C.

Mogucénost inhibicije je determinisana koriS¢enjem metode difuzije u agar (Balouiri
2016). U sterilnu otopljenu podlogu Hranljivi Agar ohladenu, ali ne stegnutu dodavana je
bakterijska suspenzija testiranih sojeva do finalne koncentracije 10° CFU mL™. Nakon
homogenizacije podloga je razlivana u sterilne Petri kutije (pre¢nika 90 mm). Nakon stezanja,
Cetiri mesta na podlozi su busena pomocu sterilnog borera (pre¢nika 7 mm) da bi se napravile
rupe.

Tri razli¢ite koncentracije kapsuliranih formulacija F-CSZ, F-CNZ i F-CG su testirane:
25% (odgovara 5% etarskog ulja karanfili¢a), 5% (odgovara 1% etarskog ulja karanfili¢a) 1 2,5%
(odgovara 0,5% etarskog ulja karanfilica). U svaki otvor napravljen na podlozi dodavana je
zapremina od 100 pL testirane koncentracije. Kako be se uporedila baktericidna aktivnost
testiranih  koncentracija kapsuliranih formulacija sa ¢istim etarskim uljem karanfilica,
pripremljena je serija razredenja koja odgovara testiranim (0.5%, 1%, 5%) ali 1 viSim
koncentracijama (10%, 25%, 50% i 100%). Kao negativna kontrola koriS¢ena je sterilna
destilovana voda. Petri kutije su postavljene tri dana na inkubaciju na temperaturu od 26 °C.

Eksperimenti su izvodeni u dva nezavisna ogleda sa tri ponavljanja koris¢enjem potpuno
randomizovanog blok sistema. Nakon tri dana inkubacije praceno je prisustvo ili odsustvo zone

inhibicije i meren je precnik zone inhibicije (izraZen u milimetrima).

4.5. Statisticka obrada podataka

U ogledima insekticidne aktivnosti, za ¢isto etarsko ulje karanfilica vrednosti LCsy

(letalna koncentracija koja izaziva 50% smrtnosti populacije) i LCgs (letalna koncentracija koja
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izaziva 95% smrtnosti populacije) su izracunate probit analizom koris¢enjem IBM SPSS verzije
23 (2015). Za kapsulirane formulacije F-CSZ, F-CNZ i F-CG, vrednosti LTz, (letalno vreme koje
izaziva 50% smrtnosti populacije) i LTgy (letalno vreme koje izaziva 90% smrtnosti populacije)
su takode izraCunate probit analizom kori$¢enjem istog statistickog softvera.

Za modeliranje zavisnosti verovatno¢e smrtnosti insekata tokom vremena za kapsulirane
formulacije F-CSZ, F-CNZ i F-CG ili koncentracije ¢istog etarskog ulje karanfili¢a, kori$¢ena je
probit regresija:

pi =D (Bo+ frl0g10Xi),
gde je pi je verovatnoca realizacije ishoda kodiranog sa 1 (smrtnost) u vrednosti prediktora X;

(vreme ili koncentracija) i @ je funkcija standardne normalne kumulativne raspodele.

Primer procene ovog modela je:

pi = P (bo+ b1 loguo xi).

Za procenu antimikrobne aktivnosti u in planta uslovima, rezultati su obradeni analizom
varijanse (One Way ANOVA, Statistica 7 software). Statisticke razlike su determinisane
kori$¢enjem Duncan’s multiple range (p < 0.05). Efikasnost kapsuliranih formulacija izracunata

je koris¢enjem Abotove formule (Abbott 1925):
(%) =X-Y)Xx100
gde je: X = broj zarazenih plodova u kontroli;

Y = broj zaraZenih plodova u tretmanu.

Za procenu baktericidne aktivnosti u in vivo uslovima, Tukey’s multiple-range F test je
primenjen za poredenje tretmana. Standardna greska je izraunata da se ukazu na variranja unutar
srednje vrednosti. Programski softver Minitab, version 19.1.0 (Minitab Inc., State College, PA,

USA) je korisc¢en za obradu podataka (free version).

33



Myr Zoran Miliéevié Doktorska disertacija

5. REZULTATI

Etarsko ulje karanfilica je koriS¢eno za istrazivanja u ovoj disertaciji. U prvom delu
disertacije, izvrSena je hemijska analiza kori$¢enog ulja (Probotanic), u smislu ispitivanja sastava
I ukupnog sadrzaja aktivnih komponenti. Zatim je izvrSena kapsulacija ulja sa ciljem dobijanja
stabilne formulacije bolje rastvorljivosti i produzenog bioloskog delovanja. Potom je testirana
insekticidna i antimikrobna aktivnost novih formulacija dobijenih kapsulacijom sa razli¢itim

nosacima.
5.1. Sastav etarskog ulja karanfili¢a

GC-MS analiza etarskog ulja karanfilica (Probotanic) je detektovala deset komponenti
koje ¢ine 98,98% sastava ulja, a medu kojima je eugenol (4-alil-2-etoksifenol) utvrden kao glavna
komponenta sa sadrzajem od 79.70%. Zatim slede slede tri jedinjenja zastupljena vise od 1%

(eugenol acetat, kariofilen, kariofilen oksid) (Slika 6, Tabela 3).

Apungance
2060822506 27898939

800000 [

700000 24215 i

600000

500000

400000

300000

200000 ‘ |
4EO 26988 90.211
100000 1 [ 1 | ‘
, L1 ([ |
| y 1L A \ X
LA A A

600 8.00 10.00 12.00 14,00 16,00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00 62.00 64.00
Time->

Slika 6. GC-MS hromatogram etarskog ulja karanfili¢a (Probotanic)
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Tabela 3. Hemijski sastav etarskog ulja karanfili¢a utvrden koris¢enjem GC-MS analize

Komponenta Sadrzaj (%) Retenciono vreme (min) Kovac indeks
Eugenol 79.70 20.9212 2773.6
Eugenol acetat 11.83 27.3963 3589.1
Kariofilen (E-) 451 22.9065 3023.5
Kariofilen oksid 1.37 29.2375 3821.0
a-Humulen 0.72 24.2154 3188.5
Vanilin 0.35 22.0565 2916.6
Kalamen trans 0.15 26.9725 3535.7
Humilen epoksid 11 0.14 30.2112 3943.6
Havikol 0.11 16.2289 2196.0
Koniferil alkohol (E) 0.10 40.5097 5240.6
Ukupno 98.98

5.2. Kapsulirane formulacije etarskog ulja karanfilié¢a

Tri razli¢ite, homogene i stabilne formulacije etarskog ulja karanfili¢a su sintetisane u
obliku koncentrata za emulziju (EC), koriS¢enjem tri razli¢ita nosaca aktivne materije: prirodnog
zeolita (formulacija nazvana kao F-CNZ), sintetickog zeolita (formulacija nazvana kao F-CSZ) i
Zelatina govedeg (formulacija nazvana kao F-CG).

Utvrdene vrednosti fizickih parametara novodizajniranih formulacija prikazane su u
Tabeli 4. Dobijeni rezultati ispunjavaju kriterijume preporu¢ene od WHO (2010) za EC

formulaciju.

35



Myr Zoran Miliéevié Doktorska disertacija

Tabela 4. Fizicki parametri kapsuliranih formulacija etarskog ulja karanfilica (radni rastvor
0.5%)

CEO EC formulacija

Parametar

F-CSz F-CNz F-CG

Boja Zuta zuta zuta

pH 7.6 7.61 7.65

Gustina 0.9158 gmL™ 0.9163gmL™" 0.9169 g mL™"
Postojanost pene (0.5%)

10s 0mL 1mL 2mL

60s 0mL 0mL 1mL
180s 0mL 0mL 0mL

720 s 0mL 0mL 0mL

Tacka paljenja >100 °C >100 °C >100 °C

5.3. Insekticidna aktivnost

Izlaganje imaga krompirovog moljca (P. operculella) prema razli¢itim koncentracijama
Cistog etarskog ulja karanfilic¢a u trajanju od 24 h rezultiralo je letalnom koncentracijom od 0,225
uL L™ vazduha koja uzrokuje smrtnost od 50% (LCsg) i 0,536 pL L™ vazduha koja izaziva
smrtnost od 95% (LCgs) imaga P. operculella (Tabela 5). Koncentracija od 0,768 uL L™ vazduha
je uzrokovala mortalitet 99% jedinki imaga P. operculella nakon 24 h izloZenosti (Slika 7, Tabela
6). Tretmanom sa Cistim etarskim uljem karanfilica postignut je 100% mortalitet imaga Ph.
operculella nakon 24 h izlozenosti, dok mortalitet posle 48 h nije utvrden, odnosno, etarsko ulje
karanfili¢a je izgubilo insekticidnu aktivnost.

Kod tretmana novodizajniranih kapsuliranin EC formulacija etarskog ulja karanfili¢a
(FCSZ, F-CNZ i F-CG), zabelezeno je produzeno delovanje na mortalitet imaga P. operculella.
Tokom izlaganja imaga koncentraciji emulzije od 40 puL L™ vazduha, mortalitet se postepeno
smanjivao, od 100% nakon prva 24 h na 50% nakon 5 dana kod primene F-CSZ formulacije ili
posle 4 dana kod F-CNZ i F-CG formulacija (Tabela 5). Najvisu efikasnost je pokazala

formulacija F-CSZ ¢ijom primenom je omoguceno delovanje ulja tokom 14 dana izlozenosti
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Tabela 5. Letalne koncentracije (UL L") etarskog ulja karanfili¢a i letalno vreme (dani) kapsuliranih CEO EC formulacija sa

odgovarajuc¢im intervalima poverenja, chi i p- vrednosti

Tretman LCsg Clsyg LCos Clgs LTs Tlsg LTgo Tlgg Chi p
Etarsko ulje
0.225 0.208-0.243 0.536 0.466-0.645 - - - - 7.435 0.998
karanfilica
F-CSZ - - - - 5.898 5.539-6.243 0.954 0.210-1.576 30.762 0.995
F-CNz - - - - 4.341 4.031-4.635 0.765 0.112-1.294 26.718 0.915

F-CG - - - - 4472 4.189-4.744 1.220 0.652-1.683 19.856 0.993
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(Slika 8, Tabela 7), dok je efikasnost druge dve formulacije (F-CNZ i F-CG) trajala 10 dana
(Slike 9-10, Tabele 8-9). Kod sve tri formulacije etarskog ulja karanfilica beleZen je mortalitet
jedinki imaga P. operculella visi od 50% i nakon Cetiri dana od izvodenja tretmana (Tabele 7-9).

Formulacija F-CSZ je zadrzala aktivnost tokom 14 dana izlaganja (Slika 8).
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Slika 7. Verovatnoca mortaliteta imaga P. operculella izloZenih razli¢itim koncentracijama

etarskog ulja karanfili¢a 24h nakon tretmana
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Tabela 6. Letalne koncentracije (LC) utvrdene za etarsko ulje karanfili¢a (nivo poverenja od

95%) za suzbijanje imaga P. operculella

Verovatno¢a  Utvrdena koncentracija | Donja granica | Gornja granica
.010 0,066 0,051 0,080
.020 0,076 0,060 0,091
.030 0,083 0,067 0,098
.040 0,089 0,073 0,104
.050 0,094 0,077 0,109
.060 0,099 0,082 0,114
.070 0,103 0,086 0,118
.080 0,107 0,090 0,122
.090 0,111 0,094 0,126
.100 0,114 0,097 0,130
150 0,130 0,113 0,145
200 0,144 0,127 0,160
250 0,158 0,141 0,173
300 0,171 0,154 0,186
350 0,184 0,167 0,199
400 0,197 0,180 0,213
450 0,211 0,194 0,228

PROBIT 500 0,225 0,208 0,243
550 0,240 0,222 0,261
.600 0,257 0,238 0,280
.650 0,276 0,255 0,301
.700 0,297 0,273 0,327
.750 0,321 0,294 0,357
.800 0,351 0,319 0,394
.850 0,389 0,351 0,444
900 0,442 0,394 0,515
910 0,456 0,405 0,534
920 0,472 0,417 0,556
930 0,490 0,431 0,581
940 0,511 0,447 0,610
.950 0,536 0,466 0,645
.960 0,567 0,490 0,689
970 0,607 0,520 0,747
.980 0,665 0,564 0,832
990 0,768 0,639 0,986
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Slika 8. Verovatnoc¢a mortaliteta imaga P. operculella izloZenih tretmanu novodizajnirane

formulacije F-CSZ tokom 14 dana, vremenska regresija mortaliteta
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Tabela 7. Letalno vreme (LT) utvrdeno za formulaciju F-CSZ (nivo poverenja od 95%) za

suzbijanje imaga P. operculella

Verovatnoca Utvrdeno vreme (dani) Donja granica Gornja granica
.010 14,873 14,034 15,892
.020 13,822 13,072 14,728
.030 13,155 12,460 13,990
.040 12,653 11,999 13,437
.050 12,244 11,623 12,987
.060 11,897 11,303 12,604
.070 11,592 11,022 12,270
.080 11,319 10,770 11,970
.090 11,071 10,540 11,698
.100 10,843 10,328 11,449
150 9,897 9,446 10,419
.200 9,145 8,738 9,607
250 8,501 8,124 8,918
300 7,922 7,565 8,306
.350 7,385 7,040 1,747
400 6,876 6,534 7,224
450 6,383 6,036 6,726

PROBIT .500 5,898 5,539 6,243
550 5,414 5,035 5,767
.600 4,921 4,516 5,289
.650 4,412 3,975 4,801
.700 3,875 3,399 4,293
.750 3,296 2,773 3,748
.800 2,651 2,071 3,146
.850 1,900 1,249 2,449
900 0,954 0,210 1,576
910 0,726 -0,042 1,366
920 0,478 -0,315 1,138
930 0,205 -0,616 0,887
940 -0,100 -0,953 0,608
.950 -0,448 -1,337 0,289
960 -0,856 -1,788 -0,085
970 -1,358 -2,344 -0,544
.980 -2,025 -3,083 -1,154
990 -3,077 -4,249 -2,113
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Slika 9. Verovatnoc¢a mortaliteta imaga P. operculella izloZenih tretmanu novodizajnirane

formulacije F-CNZ tokom 14 dana, vremenska regresija mortaliteta
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Tabela 8. Letalno vreme (LT) utvrdeno za formulaciju F-CNZ (nivo poverenja od 95%) za

suzbijanje imaga P. operculella

Verovatnoca Utvrdeno vreme (dani) Donja granica Gornja granica
.010 10,832 10,127 11,720
.020 10,072 9,441 10,860
.030 9,589 9,006 10,316
.040 9,226 8,677 9,907
.050 8,931 8,409 9,576
.060 8,679 8,181 9,294
.070 8,459 7,980 9,047
.080 8,262 7,800 8,826
.090 8,082 7,636 8,626
100 7,917 7,485 8,442
150 7,233 6,854 7,684
200 6,690 6,347 7,087
250 6,223 5,906 6,582
300 5,804 5,503 6,134
350 5,416 5,123 5,726
400 5,048 4,756 5,345
450 4,692 4,394 4,984

PROBIT 500 4,341 4,031 4,635
550 3,991 3,663 4,291
.600 3,634 3,283 3,948
.650 3,266 2,885 3,598
.700 2,878 2,462 3,233
750 2,459 2,001 2,844
.800 1,993 1,484 2,413
.850 1,449 0,878 1,916
900 0,765 0,112 1,294
910 0,600 -0,074 1,144
920 0,421 -0,276 0,981
930 0,223 -0,498 0,803
940 0,003 -0,746 0,603
950 -0,248 -1,030 0,377
960 -0,544 -1,363 0,110
970 -0,907 -1,773 -0,217
.980 -1,389 -2,319 -0,651
990 -2,150 -3,181 -1,334
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Slika 10. Verovatno¢a mortaliteta imaga P. operculella izlozenih tretmanu novodizajnirane

formulacije F-CG tokom 14 dana, vremenska regresija mortaliteta
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Tabela 9. Letalno vreme (LT) utvrdeno za formulaciju F-CG (nivo poverenja od 95%) za

suzbijanje imaga P. operculella

Verovatnoca  Utvrdeno vreme (dani) Donja granica | Gornja granica
.010 10,375 9,727 11,184
.020 9,683 9,102 10,405
.030 9,244 8,705 9,912
.040 8,914 8,405 9,541
.050 8,645 8,161 9,241
.060 8,417 7,953 8,985
.070 8,216 7,770 8,761
.080 8,037 7,606 8,561
.090 7,874 7,457 8,380
100 7,723 7,319 8,213
150 7,102 6,745 7,525
200 6,607 6,283 6,983
250 6,183 5,883 6,523
300 5,802 5,518 6,116
350 5,449 5,174 5,743
400 5,115 4,842 5,395
450 4,791 4,516 5,064

PROBIT 500 4,472 4,189 4,744
550 4,153 3,858 4,429
.600 3,829 3,515 4,114
.650 3,494 3,157 3,792
.700 3,141 2,776 3,458
.750 2,760 2,360 3,101
.800 2,336 1,893 2,707
.850 1,842 1,345 2,252
900 1,220 0,652 1,683
910 1,070 0,484 1,546
920 0,906 0,302 1,398
930 0,727 0,101 1,235
940 0,527 -0,124 1,053
950 0,298 -0,381 0,846
960 0,030 -0,682 0,602
970 -0,301 -1,054 0,304
.980 -0,739 -1,548 -0,092
990 -1,431 -2,328 -0,716
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5.4. Antimikrobna aktivnost

5.4.1. Antimikrobna aktivnost prema Botrytis cinerea (siva trulez)

Tokom izvodenja ogleda antimikrobne aktivnosti formulacija etarskog ulja karanfili¢a
koris¢eni izolat fitopatogene gljive B. cinerea prouzrokovao je u kontrolnom tretmanu simptome
sive trulezi na inokulisanim plodovima maline (Slika 11). Kod primene formulacija efikasnost je
belezena i do 100% u redukciji infekcije plodova maline koris¢enjem formulacija sa 5% aktivnog
sastojka (etarskog ulja karanfili¢a) kod sve tri formulacije (Tabela 10; Slike 12 i 13).

U sluc¢aju primene formulacija sa 1% aktivnog sastojka (etarskog ulja karanfili¢a), kod
formulacija sa zeolitom kao nosa¢em (F-CSZ i F-CNZ) efikasnost je bila takode 100%, dok je
nakon primene formulacije sa zelatinom kao nosatem (F-CG) belezena efikasnost od 93,4%.
Primena formulacija sa 0,5% aktivnog sastojka (etarskog ulja karanfilica), je pokazala 100%
efikasnost samo za formulaciju sa sintetickim zeolitom kao nosac¢em (F-CSZ), dok su druge dve
formulacije pokazale smanjenu efikasnost i to od 93,4% i 66,7% za formulaciju sa prirodnim
zeolitom kao nosacem (F-CNZ) i formulaciju sa zelatinom kao nosacem (F-CG), respektivno
(Tabela 10).

Najbolja efikasnost tokom izvodenja ogleda antimikrobne aktivnosti formulacija etarskog
ulja karanfilica postignuta je sa primenom formulacije F-CSZ (sintetic¢ki zeolit kao nosac), sa
kojom je postignuta 100% efikasnost u suzbijanju sive trulezi (B. cinerea), ¢ak i pri najnizoj
testiranoj koncentraciji aktivnog sastojka (0,5% etarskog ulja karanfili¢a). Statisticki znacajna
razlika je utvrdena samo kod tretmana sa primenom formulacije sa zelatinom kao nosacem (F-
CG) sa 0,5% sadrzajem etarskog ulja karanfilica u odnosu na sve ostale testirane tretmane (Tabela
10).
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Tabela 10. Efikasnost kapsuliranih formulacija etarskog ulja karanfili¢a u suzbijanju fitopatogene

gljive B. cinerea na plodovima maline (in planta)

Radna . Ponavljanje * )
. . Koncentracija Srednja )
Formulacija koncentracija Efikasnost (%)
CEO (%) I I Il vrednost
(%)
25 5 0 0 0 Oa 100
F-CSz 5 1 0 0 0 Oa 100
2.5 0.5 0 0 0 Oa 100
25 5 0 0 0 Oa 100
F-CNZ 5 1 0 0 0 Oa 100
25 0.5 0 1 1 0.67a 93.4
25 5 0 0 0 Oa 100
F-CG 5 1 1 0 1 0.67a 93.4
25 0.5 3 3 4 3.3b 66.7
Kontrola - - 10 10 10 10.0c 0

Legenda: * broj plodova sa simptomima sive trulezi sa ukupno 10 po ponavljanju; vrednosti sa istim slovima se ne

razlikuju statisti¢ki znagajno (p<0.05); Duncan test > MS = 0.1111; df = 18.
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Slika 11. Siva trulez maline (B. cinerea), kontrolni tretman
(bez primene formulacija etarskog ulja karanfili¢a) (foto M. Stevi¢)

Slika 12. Tretmani novodizajniranim formulacijama etarskog ulja
karanfili¢a u suzbijanju sive trulezi (B. cinerea) (foto M. Stevic)
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Slika 13. Tretmani novodizajniranom formulacijom ulja karanfilica F-CNZ
u suzbijanju sive trulezi (B. cinerea) — detalj (foto M. Stevi¢)

5.4.2. Baktericidna aktivnost prema prouzrokovacima vlaine trulezi

Rezultati testiranja antibakterijske aktivnosti kapsuliranih formulacija i Cistog etarskog
ulja karanfili¢a prikazani su u Tabelama 11 i 12. In vitro ogledima je utvrdena koncentracija od
1% koja pokazuje inhibitorni efekat prema bakterijama prouzrokova¢ima mrke trulezi (P.
carotovorum, P. brasiliense, D. dianthicola) (Slike 14 i 15; Tabele 11 i 12). Kapsulirane EC
formulacije su pokazale slicnu antibakterijsku aktivnost u testiranim koncentracijama u poredenju
sa istim koncentracijama Cistog etarskog ulja karanfilica (Slika 14). Koncentracija 1% aktivnog
Cistog etarskog ulja karanfili¢a je odredena kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC).

Prema dobijenim rezultatima ispitivanja visih koncentracija ¢istog Cistog etarskog ulja
karanfilica (slika 14d), evidentno je da je etarsko ulje karanfilica pokazalo vrlo sli¢nu efikasnost
ukoliko je kori§¢eno u nerazredenom obliku kao i u smanjenim koncentracijama sve do
koncentacije od 5%. Ovi rezultati ukazuju da povecanje koncentracije Cistog etarskog ulja
karanfili¢a nije u korelaciji sa efikasnoscu, $to znaci da je sli¢an trend efikasnosti dobijen kada se

ulje karanfilica koristilo u nerazredenom obliku i u sSmanjenim koncentracijama sve do 10%.
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Slika 14. Baktericidna aktivnost kapsuliranog i ¢istog etarskog ulja karanfili¢a prema bakterijama
prouzrokovacéima vlazne trulezi u in vitro uslovima; (a) formulacija CNZ; (b) formulacija CSZ;

(c) formulacija CG; (d) ¢isto ulje karanfilica
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Slika 15. Zona inhibicije utvrdena kod primene novodizajniranih formulacija

etarskog ulja karanfili¢a prema fitopatogenim bakterijama, prouzrokovacima vlazne trulezi

Prema dobijenim rezultatima, statisticke razlike su utvrdene kod tretmana primene
razli¢itih koncentracija etarskog ulja karanfilica i kapsuliranih EC formulacija. U grupi
najefikasnijih su bili tretmani primene koncentracije 5% za patogena D. dianthicola kod svih
tretmana, i koncentracije 2,5% kod primene formulacija F-CSZ i F-CNZ (Tabela 11). Slede¢u
grupu po efikasnosti €inili su tretmani primene koncentracija 5% i 2,5% etarskog ulja karanfilica i
kapsuliranih EC formulacija u suzbijanju bakterija Pectobacterium (carotovorum i brasiliense),
zatim primena koncentracije 1% u suzbijanju bakterije D. dianthicola, ali tretmani primene
koncentracije 2,5% etarskog ulja karanfili¢a i kapsulirane formulacije F-CG (Tabela 11). Najslabija
efikasnost je beleZzena kod primene koncentracije 1% etarskog ulja karanfili¢a 1 kapsuliranih EC
formulacija u suzbijanju bakterija P. carotovorum subsp. Primena koncentracije 0,5% etarskog ulja
karanfilica i kapsuliranih EC formulacija nije pokazala efikasnost u suzbijanju test organizama
(Tabela 11).
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Tabela 11. Efikasnost kapsuliranih formulacija i ¢istog etarskog ulja karanfilica u suzbijanju

fitopatogenih bakterija prouzrokovaca vlazne trulezi (in vitro)

Koncentracija (%)

Formulacija Bakterija
5.0 2.5 1.0 0.5
P. carotovorum 13,5 ghi 11,8 jkI 9,7m on
F-CSz P. brasiliense 13,3 ghij 11,7 kl 95m On
D. dianthicola 19,2 ab 16,8 cd 13,0 hijkl On
P. carotovorum 14,0 fgh 12,2 ijkl 9,7m On
F-CNZ P. brasiliense 13,2 hijk 11,7 kl 95m On
D. dianthicola 19,3 ab 16,7 cd 13,8 gh On
P. carotovorum 14,3 efgh 12,0 ijkI 9,7m On
F-CG P. brasiliense 14,0 fgh 11,8 jkI 9,5m On
D. dianthicola 19.7 a 15,7 de 13,3 ghij On
Cisto ulje P. carotovorum 14,8 efg 11,8 jkl 9,3m On
karanfilica P. brasiliense 14,3 efgh 1151 9,5m On
D. dianthicola 17,8 bc 15,5 def 12,2 ijkl On

Legenda: mala slova predstavljaju statistiCke razlike. Kod tretmana gde ne postoje statisticki znacajne razlike, slova
su ista. Razli¢ite boje predstavljaju statisticke grupe.

Tabela 12. Rezultati analize varijanse za razli¢ite tretmane Cistog etarskog ulja karanfili¢a i

kapsulirane EC formulacije

Source DF  SeqSS Adj SS Adj MS F P
Tretman 47 11238,94 11238,94 239,13 476,93 0,000
Greska 240 120,33 120,33 0,50

Total 287  11359,28

S=0,708088 R-Sq=98,94% R-Sq(adj) = 98,73%
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6. DISKUSIJA

Dugotrajna i prekomerna upotreba sintetickih pesticida pokrece potrebu za iznalazenje
alternativnih agenasa koji ispoljavaju selektivno delovanje na target organizme, ali i prihvatljivim
eko-toksikoloskim osobinama, kako bi se njihovim potencijalnim ukljué¢ivanjem u programe
integralne zasStite uvela odrziva strategija suzbijanja Stetnih organizama u poljoprivrednoj
proizvodnji kako u poljskim uslovima i zatvorenom prostoru, tako i tokom skladiStenja gotovih
proizvoda.

Mnogi pesticidi se poslednjih godina sve vise povlaée iz primene sa globalnog trzista, a
njihova direktna upotreba je zabranjena na biljnim proizvodima kao §to su vocée i povrée.
Nasuprot tome, trziste biopesticida belezi trend porasta. Biopesticidi su proizvodi nastali od biljka
ili njihovih ekstrakata, mikroba ili su mineralnog porekla, a deluju direktno kompeticijom,
proizvodnjom antibiotika, parazitizmom ili indukcijom odbrambenog mehanizma biljke.

U ovom radu prikazan je potencijal primene etarskog ulja karanfilica, kao alternativa
primeni sintetickih pesticida, a za uspeSnu redukciju i1 suzbijanje Stetnih insekata i1 biljnih
patogena, u novodizajniranim formulacijama koje imaju cilj da ostave hemijski nekontaminirane
proizvode tokom cuvanja i skladiStenja gotovih proizvoda tj. hrane. Tri nove sintetisane
formulacije etarskog ulja karanfilica u obliku EC (koncentrat za emulziju), predstavljaju ekoloski
prihvatljive formulacije dizajnirane sa ciljem poboljsane bioaktivnosti ulja usled njegovog
sporijeg, produzenog oslobadanja, i rastvorljivosti ulja u vodi. Ulje karanfili¢a je odabrano za
kapsulaciju obzirom da poseduje izvrsnu efikasnost u suzbijanju insekata i biljnih patogena, koja
je i tokom ovog rada potvrdena. Takode, vazno je ista¢i da se ulje karanfilica se nalazi na listi
dozvoljenih etarskih ulja za primenu u zastiti bilja na podru¢ju Evropske Unije.

Kapsulacija etarskog ulja karanfilica vrSena je koriS¢enjem razli¢itih nosaca (sintetic¢ki
zeolit, prirodni zeolit 1 govedi Zelatin). Govedi Zelatin je posluzio kao polimer matriks u kom su

ugradene kapljice ulja karanfili¢a, dok zeolit absorbuje kapljice usled svoje poroznosti.
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Ideja za koriS¢enje govedeg zelatina kao nosaca je proizasSla iz rada Jovanovi¢ et al.
(2020), gde se ovaj matriks pokazao kao dobro iskoriS¢en nosa¢ za etarsko ulje limun trave.
Zeoliti su odabrani zbog njihove sposobnosti da kontroliSu emisiju i kapacitet absorpcije 1 kod
niskih koncentracija isparljivih organskih jedinjenja, Sto ih ¢ini pogodnijim za rad sa nizim
koncentracijama od aktivnog uglja ili polimera (Cox 1999). Prema De Smedt et al. (2015), zeoliti
se mogu primeniti 1 direktno kao zastitni film u suzbijanju Stetocina i1 bolesti 1 mogu delovati kao
nosaci razlicitih aktivnih supstanci, obezbedujuci sporo oslobadanje aktivne supstance.

Shodno tome, pretpostavka u ovom radu je bila da se testira zeolit, prirodni i sinteticki,
kao nosac u formulacijama ulja karanfili¢a i da te formulacije uporedimo sa formulacijom u kojoj
je koriS¢en eksploatisan nosa¢ zelatin (polimer). Neki istrazivaci su koristili prirodni zeolit,
klinoptilolit, kao nosa¢ za sintezu pesticida, kao §to je to slucaj sa ¢vrstim oblikom sintetickog
piretroidnog insekticida supercipermetrina (Sopkova & Janokova, 1998) ili za bioloske agense
kao $to je to slucaj fotostabilizacije Bacillus thuringiensis (Kvachantiradze et al. 1999).

Upotreba zeolita kao nosaca etarskog ulja je ovom prilikom po prvi put testirana u svetu,
¢ime se istiCe znacaj ovih istrazivanja. Prednost kori§¢enja zeolita ogleda se u njegovoj ekoloskoj
1 zdravstvenoj bezbednosti te obzirom da nije toksi¢an nema radnu karencu. Inace, zeoliti su
aluminosilikatni materijali. Oni su prihvatljivi ne samo sa apekta zastite Zivotne sredine, nego i sa
ekonomskog stanovista. Imaju izuzetne jonoizmenjivacke karakteristike, kao i izrazenu sorpcionu
mogucnost. Kada se govori o prirodnim zeolitima, njihova efektivnost zavisi od fizi¢ko-hemijskih
osobina koje su u uskoj vezi sa njihovim geolo$kim nalazi§tima. Pored ovih prirodnih, postoje i
sintetiCki zeoliti koji se zbog Ccistoe proizvoda 1 uniformnosti veli¢ina Cestica, danas
komercijalno ¢eSée u praksi koriste nego prirodni. Glavne prednosti sintetickog zeolita je da se
moze konstruisati sa ve¢im spektrom hemijskih osobina i veli¢inom pora, §to utiCe na veéu
termicku stabilnost i odlikuje ih veca apsorpcionu mo¢. Zeolit je u prirodi nereaktivna supstanca,
a njegove absorpcione sposobnosti i1 kapacitet katjonske izmene se aktiviraju mehanickom
obradom tj. sitnjenjem. Aktivirani zeolit se kao ekoloski proizvod koristi u gradevini, medicini,
veterini, stocarstvu, poljoprivredi, zatim kao antioksidans i absorbent za teSke i radioaktivne
metale. Takode Siru primenu ima u tekstilnoj, prehrambenoj i drugim industrijama. Usled njegove
mogucnosti absorpcije primenjuje se za razdvajanje gasova. Takode, nalazi primenu i kao filter za
akvarijume, precis¢avanje voda koje sadrze teske metale i amonijak, absorpciju gasova; zatim kao

katalizator, remedijaciju zemljista, ¢ak i za uklanjanje radioaktivnih elemenata iz otpadnih voda
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nuklearnih elektrana, omekSavanje vode, separaciju gasova itd. U hemijskoj industriji najvecu
primenu ima sinteti¢ki zeolit, sa taéno definisanim osobinama, a koje su u skladu sa zahtevima
datog procesa, a mogu se upotrebljavati kao katjonski izmenjivaci, katalizatori, absorbensi vlage i
molekulska sita (Tomi¢ 2016). Aditivi, kao §to je Tween 20, je koris¢en kao surfaktant za
rasprSivanje kapljica ulja u rastvoru.

Izbor materijala koji se koristi za oblaganje ili nosa¢ za kapsulaciju etarskog ulja je
klju¢an; mora da $titi ulje, da garantuje njegovo kontrolisano oslobadanje, da bude rastvorljiv u
vodi, biokompatibilan i biorazgradiv (Froiio et al. 2019b). Prijavljeno je da se Cetiri kategorije
jedinjenja koriste za dobijanje jestivih polimera: hidrokoloidi (proteini i polisaharidi), polipeptidi,
lipidi i kompoziti (Froiio et al. 2019a).

Kapsulacija etarskog ulja je, generalno, obecavajuca tehnika za zaStitu osetljivih
bioaktivnih jedinjenja od brze razgradnje. Shodno tome, mnogi istrazivaci su razvili nekoliko
metoda  kapsulacije kao S§to su: filmovi, mikrokapsulacija, = nanoprecipitacija,
elektrohidrodinamicki procesi (eng. electrospinning, electrospraying) (Froiio et al. 2019b;
Munteanu et al. 2021; Nguien et al. 202).

Kapsulacija se najviSe koristi u prehrambenoj industriji (Froiio et al. 2019a, 2019b;
Munteanu et al. 2021), ali moze naéi primenu i u farmaceutskom sektoru (Nguien et al. 2021),
dok u nekim slu¢ajevima 1 u zastiti bilja (Jovanovi¢ et al. 2020; Barros et al. 2022). Koristeci
razli¢ite tehnike 1/ili nosae, mnoga etarska ulja su kapsulirana, 1 to: bosiljak, cimet, divlji
origano, jasmin, limeta, timijan, limun, limun trava, narandZa, origano, menta, ruzmarin itd.
(Jovanovi¢ et al. 2020; Munteanu et al. 2021; Nguyen et al. 2021; Tangpao et al. 2021; Barros et
al. 2022).

Jovanovi¢ et al. (2020) su razvili biorazgradivu, ekoloski prihvatljivu formulaciju na bazi
prirodnih polimera i eteri¢nog ulja limun trave (Cimbopogon citratus L.), za primenu kao ,,zeleni*
biopesticid za suzbijanje krompirovog moljca (P. operculella). Maj¢ina dusica je kapsulirana
metodom ,,spray drying™ i procenjena je efikasnost formulacije na mortalitet i perzistentnost
kukuruznog zizka Sitophilus zeamais (Barros et al. 2022). Hill et al. (2013) su mikroinkapsulirali
inkluzioni kompleks ekstrakta kore cimeta, trans-cinamaldehida, ekstrakta pupoljaka karanfilica,
eugenola i meSavine trans-cinamaldehid:eugenol (2:1) kori¢enjem tehnike suvog zamrzavanja
(eng. ,freeze-drying®). Ovi kompleksi su bili efikasniji pri nizim koncentracijama aktivnog

jedinjenja u poredenju sa ¢istim uljem, sto je verovatno posledica njihove povecane rastvorljivosti
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u vodi, a time i povec¢anog kontakta izmedu biljnog patogena i etarskog ulja. Kouassi et al. (2012)
su ugradili Cinnamomum zeilanicum u komercijalni vosak citrusa (Sclak, karnauba, parafin i
polietilen) i ovom postupkom postigli odli¢nu biolosku aktivnost u formulacijama sa primenom
Selaka 1/ili karnauba voska (Kouassi et al. 2012). Kapsulirana etarska ulja su obec¢avajuci agensi
koji se perspektivno mogu koristiti za povecanje antimikrobnih i insekticidnih aktivnosti ulja u
lancima ishrane (Majeed et al. 2015). Prema dostupnoj literaturi, bioaktivnost etarskih ulja se
povecava U kapsuliranoj matrici u odnosu na cisto ulje, pri istoj, pa ¢ak i nizim koncentracijama
ulja u matriksu (Majeed et al. 2015).

U ovom radu je analiziran sastav i sadrzaj komponenti ulja karanfili¢a koji je koris¢en
tokom rada (Probotanic). Eugenol je detektovan kao glavna komponenta ulja. Prema ranijim
istrazivanjima, eugenol je beleZzen kao glavni sastojak i krece su u ulju karanfili¢a u granicama
45-90% (Chaieb et al. 2007; Nurdjannah & Bermawie, 2012; Barakat 2014; Jafri et al. 2019).
Ulje karanfili¢a kori§¢eno u ovom radu je po svom sadrZaju odgovaralo kompleksu jedinjenja ¢ija
je koncentracija bila u optimalnom opsegu. Medutim, razlike u hemijskom sastavu mogu se javiti
I u zavisnosti su od klimatskih, sezonskih i / ili geografskih uslova ili biljnog organa iz kojih se
ekstrahuje. Znacajne varijacije u sadrzaju glavnih jedinjenja mogu se staviti i u korelaciju sa
sezonom Zetve (Santos-Gomes & Fernandes-Ferreira 2001).

Antimikrobna aktivnost eugenola se zasniva na sposobnosti da permeabilise celijsku
membranu i ostvari interakciju sa proteinima (Hildgaard et al. 2012; Jafri et al. 2019), pa je stoga
visok sadrzaj eugenola pozeljan u etarskom ulju karanfilica. Eugenol je pokazao kontaktnu
toksi¢nost i uticao na ishranu i razvoj Stetnih insekata u skladistu (Huang et al. 2002).

Bioloska aktivnost novosintetisanih formulacija etarskog ulja karanfilia ispitana je na
ekonomski znacajnim Stetnim organizmima koji su zastupljeni na otvorenom polju ali 1 tokom
skladistenja gotovih proizvoda (Stetna insekatska vrsta P. operculella, fitopatogena gljiva B.
cinerea, i fitopatogene bakterije P. carotovorum i D. dianthicola). Neki od najznacajnijih $tetnih
organizama u Srbiji koji osim u poljskim uslovima prave §tetu i tokom Cuvanja i skladistenja
proizvoda su P. operculella (krompirov moljac), B. cinerea (siva trulez) i bakterije iz rodova
Pectobacterium i Dickeya (vlazna trulez). ldeja je bila da se provere razli¢iti mehanizmi
delovanja novodizajniranih formulacija ulja uljane repice na ciljane organizme; stoga smo za
insekte testirali fumigantni nacin delovanja. Za fitopatogene gljive proverili smo direktno

delovanje u vidu premaza, a sa ciljem da se produzi rok trajanja hrane (voca i povrca) tj. gotovih

56



Myr Zoran Miliéevié Doktorska disertacija

proizvoda (in planta), a direktan inhibitorni efekat na rast patogena proveren je kod fitopatogenih
bakterija (in vitro).

U ovom radu je tokom testiranja insekticidne aktivnosti etarskog ulja karanfilica
determinisana koncentracija od 0.768 pL L' vazduha koja izaziva smrtnost 99% jedinki imaga P.
operculella posle 24 ¢asa izlaganja. U slufaju primene novodizajniranih formulacija ulja
karanfili¢a, utvrdeno je produzeno delovanje ulja i do 14 dana kod formulacije F-CSZ, a kod
ostale dve formulacije (F-CNZ i F-CG) do 10 dana. Sli¢no ovim istrazivanjima, u studiji
Jovanovi¢ et al. (2020) formulacija dobijena kapsulacijom limun trave je ispoljila insekticidno
delovanje u suzbijanju krompirovog moljca i produzeni efekat do sedam dana nakon tretmana.

Etarsko ulje karanfilica se prema dostupnim literaturnim podacima pokazalo kao vrlo
perspektivno u suzbijanju Stetnih insekatskih vrsta. Potencijal ovog ulja za kontrolu Stetnih
insekatskih vrsta se ogleda kroz njegovo kontaktno, repelentno ili fumigantno delovanje, a §to
navodi ve¢i broj autora (Chaieb et al. 2007; Kafle & Shih 2013). Prema Jairoce et al. (2016), ulje
karanfili¢a moze da izazove 100% mortalitet pasuljevog i kukuruznog zizka pri koncentracijama
0od17.9i 35 uL g ', sa LCs 0d 9.45-10.15 uL g '. Sli¢no ovim istraZivanjima, Tian et al. (2015)
su pokazali da ulje karanfilica ispoljava visoku kontaktnu toksi¢nost u suzbijanju Cacopsylla
chinensis, redukujuéi populaciju za 73.01% (sa primenjenom dozom od 4.80 mg mL™"), 66.18%
(sa primenjenom dozom od 2.40 mg mL™"), i 46.56% (sa primenjenom dozom od 1.20 mg mL™").

Ispitivanjem bioloske efikasnosti novodizajniranih formulacija ulja karanfilica u
suzbijanju sive trulezi kod plodova maline utvrdena je visoka redukcija pojave bolesti, kao 1
produzen zastitni period od infekcije. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se preporuditi
komercijalna primena formulacija na voce, povrée ili grozde, kao efikasan tretman za suzbijanje
pojave 1/ili Sirenja sive trulezi, ¢cime bi se produzio upotrebni rok ovih proizvoda na trZistu.

Prema dostupnoj literaturi, beleZena je efikasnost etarskih ulja u kontroli sive trulezi (B.
cinerea) u tretmanima kosti¢avog voc¢a nakon berbe (Tsao & Zhou, 2000; Adebayo et al. 2013;
Lopez-Reyeset al. 2013; Zamani-Zadeh et al. 2014; Elshafie et al. 2015). Siripornvisal et al.
(2009) navode antimikrobne osobine etarskog ulja karanfilica u koje se ogledaju u spreavanju
razvoja micelije B. cinerea. Daniel et al. (2015) su pokazali da ulje karanfili¢a kao i ekstrakti
belog luka nakon direktne primene imaju kurativni efekat u zasadima jabuke u upravljanju B.
cinerea, i to bilo kada se primenjuju pojedina¢no ili u kombinaciji, navodeci vecu efikasnost u

odnosu na protektivni tretman. Suzbijanje prouzrokovaca sive trulezi B. cinerea moguca je i
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koris¢enjem ulja Zataria multiflora kapsuliranog u nanocestice hitozana (Mohammadi et al.
2015a, 2015b) ili ulja ruzmarina (Rosmarinus officinalis) i mente (Mentha piperita) pojedina¢no,
ili u kombinaciji sa hipobari¢nim tretmanom na 50 kPa (Servili et al. 2017). Neke komercijalne
formulacije koje kao aktivne sastojke sadrze timol i karvakrol vr$e inhibiciju porasta micelije i
klijanja spora B. cinerea (Adebayo et al. 2013).

Etarsko ulje karanfilica je pokazano u ranijim istrazivanjima kao efikasno u suzbijanju
fitopatogenih bakterija prouzrokovaca vlazne trulezi (Popovi¢ et al. 2017, 2019a, 2019b), ali i
generalno u kontroli Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Chaieb et al. 2007). U ovim
istrazivanjima utvrdeno je da je MIC (ili minimalna baktericidna koncentracija, MBC) ulja
karanfilica 1% za suzbijanje patogenih prouzrokovafa vlazne trulezi. Ulje karanfilica sa
MBC/MIC = 1-2 i eugenol sa MBC/MIC = 1-4 su pokazali baktericidni efekat za sedam Gram-
negativnih i devet Gram-pozitivnih patogenih bakterija riba (Pathirana et al. 2019). Hajian-Maleki
et al. (2019) su u svojim studijama sproveli istrazivanje kako bi se iskoristio inovativni pristup za
upravljanje bolestima vlazne trulezi krompira primenom tri nova etarska ulja ekstrahovana iz
autohtonih biljaka, ukljucuju¢i Hyssopus officinalis, Satureja khuzistanica, i Zataria multiflora u
uslovima in vitro i in vivo. Najbolji supresivni efekat je belezen kod S. khuzistanica i Z. multiflora
sa MIC 0.19 i 0.38 g L™'. Rezultati ogleda sprovedenih u in vivo uslovima su pokazali da je
preventivni tretman u odnosu na kurativni imao mnogo veéi efekat u kontroli trulezi Kkrtola
krompira. Pojava bolesti je redukovana za 38.4-70.6% u poredenju sa netretiranim uzorcima
(Hajian-Maleki et al. 2019).

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju na to da etarsko ulje karanfilica kao i njegove
kapsulirane EC formulacije sa primenom kao prirodnih i ekoloski prihvatljivih biopesticida
predstavljaju sastavni deo novog integrativnog pristupa u kontroli Stetnih insekatskih vrsta kao i
bolesti odnosno biljnih patogena.
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7. ZAKLJUCCI

U okviru ove disertacije sprovedena su ispitivanja primene etarskog ulja karanfilica
(Syzygium aromaticum) kao i kapsuliranin EC formulacija ulja u oblasti zastiti bilja. Na osnovu

dobijenih rezultata u ovom radu se mogu izvesti sledeci zakljucci:

v" Postupkom analize gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-MS) etarskog
ulja karanfilica (Probotanic) detektovano je deset komponenti koje ¢ine 98,98% sastava

ulja, medu kojima je eugenol utvrden kao glavna komponenta sa sadrzajem od 79.70%.

v" Kapsulacijom etarskog ulja karanfili¢a dizajnirane su nove formulacije u obliku koncentrata
za emulziju (EC), koriS¢enjem tri razliita nosaca aktivne materije: sinteticki zeolit
(formulacija F-CSZ), prirodni zeolit (formulacija F-CNZ) i govedi zelatin (formulacija F-
G).

v Fizi¢ke osobine novodizajniranih EC formulacija etarskog ulja karanfilia: boja, pH,
gustina, postojanost pene i tacka paljenja, odgovaraju determinisanim osobinama za tip EC

formulacija.

v" Primena Cistog etarskog ulja karanfilica rezultirala je letalnom koncentracijom od 0,225 L
L™ vazduha koja uzrokuje smrtnost od 50% (LCsp) i 0,536 pL L™ vazduha koja izaziva
smrtnost od 95% (LCygs) jedinki imaga P. operculella nakon izlaganja u trajanju od 24 h,
¢ime je potvrdena isnekticidna aktivnost ulja. Mortalitet nije utvrden posle 48 h, odnosno,

etarsko ulje karanfili¢a je izgubilo insekticidnu aktivnost.
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v' Tretmanima novodizajniranih kapsuliranih EC formulacija etarskog ulja karanfili¢a u
koncentraciji emulzija od 40 pL L™ vazduha, postignuto je produZeno delovanje na
mortalitet imaga krompirovog moljca, P. operculella. Tokom izlaganja imaga mortalitet se
postepeno smanjivao, od 100% nakon prva 24 h do 50% nakon 5 dana kod primene F-CSZ
formulacije ili posle 4 dana kod F-CNZ i F-CG formulacija.

v" Najvisa efikasnost u suzbijanju krompirovog moljca, P. operculella postignuta je primenom
formulacije F-CSZ ¢ijom primenom je omogucéeno delovanje ulja tokom 14 dana
izlozenosti, dok je efikasanost druge dve formulacije (F-CNZ i F-CG) trajala 10 dana. Kod
sve tri formulacije etarskog ulja karanfilica belezen je mortalitet jedinki imaga P.

operculella visi od 50% i nakon Cetiri dana od izvodenja tretmana.

v Antimikrobna aktivnost novodizajniranih EC formulacija etarskog ulja karanfilica dokazana
je u suzbijanju fitopatogene gljive B. cinerea (siva trulez) in planta. Belezena je efikasnost
100% u redukciji infekcije plodova maline kori§¢enjem formulacija sa 5% etarskog ulja
karanfili¢a kod sve tri formulacije (F-CSZ, F-CNZ i F-CG). Najvisa efikasnost postignuta je
primenom formulacije F-CSZ, jer je ¢ak i pri najnizoj testiranoj koncentraciji aktivnog

sastojka (0,5% etarskog ulja karanfili¢a) postignuta 100% efikasnost.

v' Antibakterijska aktivnost novodizajniranih EC formulacija etarskog ulja karanfilica
utvrdena je in vitro prema bakterijama prouzrokova¢ima mrke trulezi (P. carotovorum, P.
brasiliense, D. dianthicola). Koncentracija 1% aktivnog Cistog etarskog ulja karanfilica je
utvrdena kao minimalna inhibitorna koncentracija (MIC). Vise koncentracije cistog
etarskog ulja karanfilica su pokazale vrlo sli¢nu efikasnost primenjeno u nerazredenom
obliku kao i u smanjenim koncentracijama sve do koncentacije od 5%, ¢ime je pokazano da

povecanje koncentracije ¢istog etarskog ulja karanfilica nije u korelaciji sa efikasnosc¢u.
v" Novodizajnirane EC formulacije etarskog ulja karanfilica mogu naci potencijalnu primenu u

poljoprivrednoj proizvodnji odnosno zastiti bilja, kao vredan resurs u daljem razvoju i

primeni biopesticida.
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