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1. UVOD

Porastom ljudske populacije, industrijska proizvodnja brzo se razvija i povecava te sa sobom
donosi razna zagadenja okoliSa i vrlo pretjeranu eksploataciju prirodnih resursa. Takav
sustav nije odrziv i zbog toga se nastoje pronaci alternativni putevi i rjeSenja. RjeSenje
odrzivog razvoja je u zelenoj kemiji (Kudlak i sur. 2015). Njen cilj je proizvesti i osmisliti
procese i produkte kojima bi se smanjila upotreba supstanci stetnih za zdravlje ljudi i okolisa,

uz istovremeno povecavanje iskoristenja procesa (Kudlak i sur. 2015; Chemat i sur., 2012).

Jedno od bitnijih polja zelene kemije je zelena ekstrakcija (Chemati sur., 2012). Njezin cilj je
zamjeniti tradicionalne postupke ekstrakcija alternativnim postupcima kojima se postize
optimalna potroSnja sirovina, otapala i energije. Takoder, jedan od zadataka zelene
ekstrakcije je pronadi nove izvore obnovljivih biljnih materijala te brinuti otpad industrije.
Danas gotovo da ne postoji proizvodni proces u raznim industrijama koji ne ukljucuje jednu
od vrsta ekstrakcije prirodnih produkata (Chemat i sur., 2012). Konvencionalni nacini
ekstrakcije koriste hlapiva organska otapala u iznimno velikim koli¢inama koja isparavaju u
zemljinu atmosferu i stvaraju efekt staklenika, troSe puno energije zbog procesa koji su
vremenski dugotrajni i Cesto se provode pri povisSenoj temperaturi, te ne ostvaruju potpuna
iskoriStenja procesa (Chemat i sur., 2012). Procjenjuje se da otapala koja se koriste tijekom
ovakvih procesa ekstrakcije Cine gotovo 60 % svih industrijskih emisija i 30 % svih hlapljivih
organskih emisija tvari u cijelom svijetu (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Stoga se organska
otapala nastoje zamijeniti zelenima otapalima. Danas, velika je paznja usmjerena u nove
vrste otapala kao Sto su ionske kapljevine i eutekticke tekucine koje bi svojim svojstvima

mogle biti dobra zamjena konvencionalnim otapalima.

Cilj ovog rada je utvrditi ucinkovitost koriStenja odabranih “zelenih” otapala te njihovu
optimalnost u ekstrakciji bioaktivnih komponenti i eteri¢nih ulja timijana, kadulje, ruzmarina,

mravinca, lista masline i majcine dusice.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Zelena kemija

Zelena kemija je definirana kao osmisljavanje kemijskih produkata i procesa na nacin
da reduciraju ili eliminiraju upotrebu i generacija opasnih supstanci. Ova definicija i koncept
zelene kemije je prvi puta spomenut na pocetku devedesitih godina dvadesetog stoljeca, i od
tada ima veliki utjecaj na industriju te poprima sve veéu vaznost. Karakterizira ju pomno
planiranje kemijskih sinteza kako bi se smanjile potencijalno Stetne posljedice. Cilj je
proizvesti proizvode i procese koji su profitabilni, a svojim svojstvima ne Skode ljudskom
zdravlju niti okoliSu. Znanstvenici Paul Anastas i John Warner su 1998. godine osmislili
dvanaest nacela zelene kemije koja su dizajnirana kao pomo¢ kemicarima za postizanje cilja
odrzivosti (tablica 1). Prema tim nacelima, vode se nove ideje 0 smanjenoj ili nikakvoj
upotrebi supstanci Stetnih za zdravlje ili okoliS, bez smanjenog ucinka samog procesa te
profitabilnosti. OsmiSljeni okvir dvanaest nacela zelene kemije je predlozak za mnoge
napretke na terenu, medutim, dvanaest nacela nisu trebala biti dvanaest neovisnih ciljeva,
veC integrirani kohezivni sustav dizajna. Jedino kroz primjenu svih nacela nadamo se
postizanju istinski odrzivog procesa. Traze¢i medusobno ojacavajuce aspekte nacela,
sustavni odrzivi dizajn je moguc i moZe olaksSati transformaciju umijesto inkrementalnog

poboljSanja (Anastas i Eghbali, 2010).



Tablica 1. 12 nacela zelene kemije (Anastas i Warner, 1998)

BROJ

NACELO

1

10

11

12

Bolje je sprijeciti nastajanje otpada nego ga tretirati ili unistiti nakon Sto je
nastao.

Sinteticke metode bi trebale biti osmisljene tako da se maksimalno iskoriste
sve ulazne sirovine u kona¢nom proizvodu.

Kada je moguce, sinteticke metode trebale bi biti osmisljene da koriste i
generiraju supstancije koje su malo ili ne toksi¢ne ljudskom zdravlju i okoliSu.
Kemijske produkte potrebno je osmisliti tako da im se odrzi djelotvornost, a
smanji toksic¢nost.

Uporabu pomocnih tvari poput otapala i separativnih tvari, treba izbjeci kada je
moguce.

Potrebno je poznavati ucinak na okoliS te ekonomski ucinak energetskih
zahtjeva kemijskih procesa. Energetski zahtjevi trebaju biti svedeni na
minimum tako da se kad god je moguce provode na sobnoj temperaturi i
atmosferskom tlaku.

Treba koristiti obnovljive sirovine i materijale kada je to tehnicki i ekonomski
izvedivo.

Nepotrebna proSirenja procesa kao Sto su zastita funkcionalnih skupina i
privremene modifikacije fizikalno-kemijskih procesa, potrebno je zaobiéi kada
je moguce, jer takvi postupci zahtjevaju dodatne ragense i mogu generirati
otpad.

Kataliticki reagensi, selektivni koliko je moguce, prihvatljiviji su od reagensa u
stehiometrijskim koli¢cinama.

Kemijsi produkti trebaju biti osmisljeni tako da na kraju njihove funkcije oni se
raspadnu na neskodljive degradacijske produkte, i da ne Stete okoliSu.
Analiticke metodologije trebaju biti daljnje razvijene kako bi dozvolile
nadgledanje procesa u stvarnom vremenu te kontolu prije nastanka opasnih
supstanci.

Supstance koristene u kemijskim procesima treba odabrati tako da se
minimalizira potencijalna opasnost od kemijskih nesreci, ukljucujuci eksplozije,

pozare te Stetna isparavanja.



2.2. Zelena ekstrakcija

Ekstrakcija je ravnotezno odvajanje jedne ili viSe komponenti iz poCetnog sustava koji
moZze biti kruta ili kapljevita faza, pomocu otapala. U otapalo difundiraju tvari koje su topive
u tom otapalu, a ostale zaostaju u ishodiSnoj smjesi. Dobiva se ekstrakt koji sadrzZi tvar za
Cije se razdvajanje mora provesti postupak prociS¢avanja. Pojam zelene ekstrakcije pojavio
se kao jedna od ideje zelene kemije, te je generalna definicija zelene ekstrakcije da se ona
temelji na otkrivanju i dizajnu ekstrakcijskih procesa koji ¢e reducirati uporabu energije,
dozvoliti koriStenje alternativnih otapala i obnovljive prirodne produkte, i osigurati siguran i
visoko kvalitetan produkt ili ekstrakt (Chemat i sur., 2012). Primjeri konvencionalnih
ekstrakcija poput destilacije vodenom parom troSe velike koli¢ine energije, a ekstrakcije
otapalima vec¢inom koriste organska otapala koje stvaraju velike koli¢ine otpadne tekucine

koja je Stetna za okolis te su dugotrajne.

Identificirana su tri glavna rjeSenja prema kojima se dizajniraju i demonstriraju zelena
otapala u laboratorijima ili industrijskim razmjerima za pristup optimalnoj potrosnji sirovih

materijala, otapala i energije, i to su:

1. poboljsanje i optimizacija postojecih procesa,
2. koristenje nenamjenske opreme i

3. inovacija procesa i procedura te otkrivanje alternativnih otapala.

Postavljeno je Sest principa zelene ekstrakcije prirodnih produkata, te znanstvenici i
industrija bi ih trebali gledati kao upute u uspostavljanju inovativnih zelenih ekstrakcija
(tablica 2), te su opisane ne kao pravila, vec vise kao inovativne smjernice za pratiti, koje su
otkrivene od strane znanstvenika i uspjeSno primjenjivani u industiji. Opisuju viSenamjensku
strategiju primjene ovog koncepta na istrazivackoj i industrijskoj razini. Osnove ovog radnog
protokola su nova i inovativna tehnologija, intenziviranje procesa, agro-otapala i usteda
energije. Raspravlja se o konceptu, nacelima i primjerima zelene ekstrakcije, nudeéi azuriran
pogled na ogroman tehnoloski napor koji se stvara i raznolike aplikacije koje se razvijaju
(Chemat i sur., 2012).



Tablica 2. Principi zelene ekstrakcije (Chemat i sur., 2012)

BROJ PRINCIP

1 Inovacije od selekcija varijeteta obnovljivih biljnih izvora.

2 KoriStenje alternativnih otapala i uglavnom vodenih ili agro-otapala.

3 Redukcija potroSnje energije kroz rekuperaciju energije i upotrebu inovativnih
tehnologija.

Proizvodnja nusprodukta, umjesto otpada, kako bi se ukljucile druge industrije.
5 Smanijiti rad pogona i koristiti sigurne i kontrolirane procese.

Ciljati na ne-denaturirane i biorazdradive ekstrakte bez kontaminanata.

Na ekstrakciju posebno utjeCu ekoloski i ekonomski ¢imbenici koji zahtijevaju masivno
smanjenje potroSnje energije i proizvedenog otpada. Postoje Cetiri natina za smanjenje
potroSnje energije: optimiziranje postojeCih procesa, rekuperacija energije oslobodene
tijekom procesa ekstrakcije, pomaganje postojeéim procesima intenziviranjem i potpuna

inovacija procesa.

Primjeri smanjene potroSnje energije ponovnom uporabom energije i primjene
inovativnih tehnologija su aktivacija mikrovalovima i/ili ultrazvukom, primjena alternativnih
otapala kao Sto su super i superkriticni fluidi (CO; i voda), ionske kapljevine i eutekticka
otapala. U sljede¢im odlomcima je poblize objasnjena ekstrakcija primjenom mikrovalova,

ultrazvuka te visokonaponskog praznjenja.

Ekstrakcija potbomognuta mikrovalovima

Mikrovalna ekstrakcija je jedna od inovacija zelenih ekstrakcija te predstavlja novu
tehniku procesiranja materijala. Mikrovalovi su elektromagnetski valovi gradeni od dva
osciliraju¢a polja: elektricno i magnetno polje. Energija mikrovalova je neionizirajuce zracenje
frekvencije izmedu 300 MHz i 300 GHz, te valne duljine od 1mm do 1m. Dijeluju tako da
zagrijavaju cijeli volumen uzorka odjednom te oStecuju vodikove veze, potiCuci rotaciju
dipola. Kretanje otopljenih iona povecava prodiranje otapala u materijal te se na taj nacin
poti¢e otapanje (Wong i Weller, 2006). Temelj zagrijavanja pomo¢u mikrovalova je njihovo

direktno djelovanje na molekule ciljanog materijala.



Danas se, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, najcesce koristi za ekstrakciju
prirodnih  komponenti iz biljnog materijala zbog znacajne redukcije vremena samog
postupka, i uporabe otapala, te dokazane efikasnosti. Tijekom ekstrakcije, zracenje
mikrovalova sluzi za zagrijavanje otapala s uzorkom zbog unaprijedenja postupka ekstrakcije.
ZraCenjem mikrovalova tijekom ekstrakcije uglavnom se postize povecanje ekstrakcije
sekundarnih biljnih metabolita, poput polifenola, te tvari arome (Bleki¢ i sur., 2011).

Kada je uzorak podvrgnut zagrijavanju, u njemu se zagrijava vode zbog ¢ega dolazi
od oslobadanja vodene pare u stanicama Sto rezultira puknuéem stanicnih membrana.
Difuzija sekundarnih metabolita se pospjesuje i oni difundiraju u otapalo. (Starmans i
sur.,1996) Efikasnost samog procesa najviSe ovisi o prirodi otapala i matriksu uzorka, te sam
odabir otapala i parametara procesa ovisi 0 komponentama prisutnim u pojedinom uzorku.
Parametri koju utjeCu na sam proces ekstrakcije su temeperatura, vrijeme ekstrakcije,
primjenjeni tlak, snaga mikrovalova, odabrano otapalo te svojstva matriksa uzorka
(Destandau i sur., 2013).

Ekstrakcija ultrazvukom

Proces esktrakcije ultrazvukom temelji se na koriStenju ultravucnih valova, valova
frekvencije iznad 20 kHz. KoriStenje ultrazvuka moZe poboljSati proces ekstrakcije
povecanjem prijenosa mase izmedu otapala i biljnog materijala. Ultrazvucni valovi uzrokuju
nastajanje sitnih mjehuri¢a koji pri dovoljno snaznim vibracijama, kada su amplitude nastalog
tlaka vece od hidrostatskog, tada dolazi implozije mjehuri¢a i pojave kavitacije. Implozijom
nastaju esktremno veliki uvjeti, temeprature visoke nekoliko do tisuéa kelvina i tlakovi od

nekoliko stotina atmosfera (Lovri¢, 2003.).

Osim toga, kolaps kavitacijskih mjehuri¢a vodi boljem stanicnom remeéenju putem
formiranja mikrocestica zbog asimetricnog kolapsa mjehura u blizini ¢vrste povrSine. To
omogucuje poboljSano prodiranje otapala u sam biljni materijal, i moze takoder razbiti
stanicne stijenke. Kao posljedica toga, koristenje ultrazvuka u provodenju ekstrakcija biljaka
ima brojne prednosti poput povecanog prijenosa mase, bolje prodiranje otapala, manje
ovisnosti o koriStenim otapalima, ekstrakcija se moze provoditi pri nizim temperaturama,
vrijeme trajanja procesa ekstrakcije se smanjaje, te postizu se veci prinosi Zeljenih
komponenti u ekstraktu. Ove znacajke Cine ultrazvucnu ekstrakciju vrlo poZeljnom tehnikom

za mnoge ekstrakcije (Mason i Vinatoru, 2011).



Ekstrakcija visokonaponskim praznjenjem

Zadnjih dvadeset godina se sve viSe istrazuju elektriCna praznjenja u vodi. Provode
elektricna praznjenja u tekuc¢inama i plinovima. Molekule u tekucini imaju mnogo veéi
ionizacijski potencijal Sto znaci da je potrebno puno viSe energije da im se ukloni elektron.
Sam mehanizam nastajanja plazme u tekucini nije joS u potpunosti razjasnjen (Gasanova,
2013). Pulsirajuce elektricno polje koje se koristi za nastajanje plazme dovodi do stvaranja
pora u membrani stanice, tj. elektroporacije. Kao poslijedica polarizacije iona u membrani
dolazi do njene kompresije i naposljetku pucanja (Fincan i sur., 2004). Elektricni izboji
stvaraju Sok valove, a u tekucini mogu izazvati kavitaciju. Produkti djelovanja plazme u vodi
su hidroksilni radikal i vodikov peroksid koji su visoko reaktivni spojevi (Boussetta i Vorobiev,
2014). Na osobine praznjenja utjeCu oblik i raspored elektroda, razmak medu njima te

hrapavost povrsine elektroda (Sugiarto i Sato, 2001).

2.3. Zelena otapala

Zelena otapala su mozda najaktivnije podruéje istrazivanja u sklopu zelene kemije.
Otapala predstavljaju izazov za zelenu kemiju jer Cesto Cine veliku koli¢inu otapada u
sintezama i procesima jer se koriste svakodnevno i u velikim koli¢inama. Stovide, vedina
konvencionalnih otapala je toksi¢na, zapaljive i nagrizajuca. Njihova topljivost i hlapivost su
doprinjele poluciji zraka, vode i zemlje, i zato se nastoje zamjeniti zelenim otapalima.
Organska otapala predostavljaju opasnost za dobrobit okoliSa zbog cega su brojna
istrazivanja upravo posvecena otkrivanju zelenih otapala, te zamjenom konvencionalnih
organskih otapala zelenima koja su ekoloski prihvatljivija jer svojim raspadom na pojedine
komponente ni na koji nacin ne Stete prirodi (Anastas i Eghbali, 2010). Oni ¢ine obnovljive
izvore proizvedene od biomasa poput drva, ulja voéa i povréa. Imaju veliku mo¢ otapanja,
biorazgradiva su, netoksi¢na i nezapaljiva. Njihove limitacije vezane su za cijenu, viskoznost i
temperature vrenja. Idealna zelena otapala moraju zadovoljavati sljedece kriterije: moraju
biti sigurni za zdravlje ljudi, smanijiti opasnost, lako razgradiva te pruziti visoki prinos
produkta (Chemat i sur., 2012). Vrste zelenih otapala koja se najc¢esce koriste opisane su u

sljedeé¢im odlomcima.

Voda je molekula koje na planetu najvise ima u izobilju i nekad za nju kaze da je

benigno, univerzalno otapalo i zato je biti u mogucnosti provoditi reakcije u ili na vodi velika



prednost. Voda je sigurna i ne predstavlja nikakvu opasnost. Moze biti koriStena kao korisno
otapalo na velikoj skali raznih procesa u kemiji. Svojstva vode su vodila poboljSanju brzina
reakcija kroz hidrofobni efekt i lakSu separaciju jer se velika koli¢ina organskih tvari ne otapa
u vodi. Jedina mana koja bi mogla usporiti industrijsku primjenu je kontaminacija vode za
koju bi se trebalo utrositi velika koli¢ina energije za njeno prociS¢avanje (Anastas i Eghbali,
2010).

Primjenjuje za ekstrakciju polarnih spojeva kao proteini, ugljikohidrati i organske
kiseline. Najvise obecavajuce tehnike zelene ekstrakcije vodom su ekstrakcija vru¢om vodom
pod visokim tlakom te upotreba superkriticne vode, pogotovo zato Sto utjeu na brzinu
ekstrakcije. Vrlo je znacajna karakteristika lagana manipulacija dielektricne konstatnte vode,
koja moZe varirati u Sirokom rasponu Sto se postize mjenjanjem temperature i tlaka. Pri
sobnoj temperaturi, voda ima dielektricnu konstatntu od oko 80, Sto je Cini jako polarnim
otapalom te zbog toga u njoj su slabo topljive organske tvari. Topljivost organskih tvari se
moze povecati promjenom i postavkom parametara vode na odredene vrijednosti.
Povisenjem temperature i tlakova snizuje se dielektricna konstanta, Sto povecava difuziju
vode. Potrebno je pripaziti na parametre primjenjene temperature i tlakove kako bi se ne bi
troSilo puno energije, te ostalo u okvirima zelene kemije (Chemat i sur., 2012, Chemat i sur.
2016).

Etanol je najéeS¢e zeleno otapala koje se dobije fermentacijom biljnih materijala
bogatih Secerom poput SeCerne repice ili Zitarica. Iako je zapaljiv i potencijalno eksplozivan,
koristi se u velikoj mjeri jer je lako dostupan i visoke Cistoce, jeftin je i potpuno biorazgradiv.
Dobro ekstrahira polarne komponente iz prethodno pripremljenog biljnog materijala (Chemat
i sur., 2012).

Superkriticni  fluidi takoder predstavljaju alternativu tradicionalnim organskim
otapalima i opsezno su proucavani u proteklim desetljec¢ima. Oni su tvari koje su istovremeno
zagrijane i komprimirani iznad njihovih kriticnih toCaka. NajceS¢e su superkriticni fluidi
generirani iz vode i ugljicnog dioksida, iako uglji¢ni dioksid ima najSiru upotrebu (Anastas i
Eghbali, 2010).

Dokazano je svestrano otapalo, sigurno te se njime lako rukuje, Sto je pokazano
djelima brojnih istrazivanja. Ono Sto superkriticne fluide Cini priviacnim, i osobito superkriticni
ugljikov dioksid, je promjena stanja koja se javlja kada hladenjem posude ili smanjenjem
tlaka. Iznadkriticne tocke, ugljikov dioksid ce biti tekucina u kojoj mogu biti reakcije izvedene

i ispod, te ¢e biti plin. Otplinjavanje sustava omoguéava potpuno uklanjanje otapala.



Pronasao je Sirok raspon industrijskih aplikacija s najpoznatijom kao dekafeincija zelenih zrna
kave, i zamjena perkloretilena u suhom ciSéenju. Superkriticne tekucine pokazale su se kao
jedna vrijedna alternativa do tradicionalnih otapala (Anastas i Eghbali, 2010). Tehnika
ekstrakcije sa superkriticnim CO2 koristi se kao komprimirani plin pod tlakom do 300 MPa pri
umijerenoj temperaturi od 30 do 40 ° C, kako bi se zamijenila organska otapala kao Sto je
heksan. Koristi se za slabo polarne spojeve male molekularne mase kao Sto su karotenoidi,
trigliceridi, masne kiseline, arome. Glavni nedostaci ostaju njegova visoka pocetna cijena

ulaganja i teSkoce za kontinuirane ekstrakcije (Chemat i sur., 2012).

Metilni esteri masnih kiselina biljnih ulja takoder mogu zamijeniti petrokemijska
otapala. Osim Sto su biorazgradivi i netoksi¢ni, metilni esteri masnih kiselina ne emitiraju
hlapive organske spojeve, imaju tehnicke rezultate usporedive s onima petrokemijskih
otapala. Glicerol, nusproizvod iz trans-esterifikacije biljnih ulja, vrlo je Cest u kozmetickoj

industriji kao otapalo za maceraciju bilja i zacina (Anastas i Eghbali, 2010).

Terpeni su prirodna otapala koja postoje i u agrumima i mnogim drugim biljkama, s
izvanrednim tehnickim i kemijskim svojstavima. Ukljucuju ugljikovodike s CsHs izoprenskim
jedinicama te se mogu dobiti uglavnom iz esencijalnih ulja, smola i drugih aromati¢nih
proizvoda od povréa. Manje su zapaljivi od klasi¢nih organskih otapala, a manje su im to Sto
imaju vecu viskoznost, gustocu i viSu temperaturu vreliSta. Poznati terpeni koji se koriste kao
otapala su d-limonen, p-cimen i B-mircen. d-Limonen dobiva se iz kore agruma. Rastudi
interes za limonen se pojavio jer su prepoznate njegove kvalitete odmascéivaca. Nedavno je,
kao alternativa ekstrakciji organskim otapalom, ispitana ekstrakcija ulja s d-limonenom.
Prinos i kvaliteta dobivenog sirovog ulja bile su gotovo slicne onima dobivenim pomocéu n-
heksana. p-Cimen je aromatski ugljikovodik koji se javlja u uljima listovima drveca. a-Pinen
je prirodni terpen - ugljikovodik dobiven iz smole turpentina, vrsta eteri¢nog ulja dobivenog

destilacijom borove smole (Tanzi i sur., 2012).

2.3.1. Ionske kapljevine

Kao Sto istie njihovo ime, ionske tekuéine, ili ponekad nazvane ionske tekucine
sobne temperature, su tekuée otopine soli na sobnoj temperaturi (Anastas i Eghbali, 2010).
Njihova je specifi¢nost sto nisu gradene od molekila, ve¢ od aniona i kationa, to jest njihovih
slabo koordiniraju¢ih otopina. Po definiciji, tocka taljenja mora biti ispod 100 °C. U njima,

kationi najceSée dolaze iz velikih organskih molekula male simetrije razli¢ito supstituiranih
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koji sadrze pozitivno nabijen dusikov, sumporov ili fosforov atom kao Sto su N, N’-
dialkilimidazolijev,  N-alkilpiridinijev,  N-alkilmorfolinijev,  N-alikilpikolinijev, N, N'-
dialkilpirazolijev, alkilamonijev, alkil. Tipi¢ni anioni su anioni halogenidi, tetrafluorborat,
heksafluorfosfat- , nitrat, sulfat, bis[(trifluormetil)- sulfonillimid, acetat, dicijanamid,
alkilsulfati, alkilsulfonati, p-toluensulfonat i trifluoracetat (Cvjetko Bubalo i sur., 2014, Janiak,
2013).

Povoljna svojstva ionskih tekucina ukljucuju izuzetno male koli¢ine isparavanja, niska
tocka vrelista, kemijska i termicka stabilnost, nezapaljivost, visoka ionska provodnost, veliki
toplinski kapacitet, velika toplinska provodnost, Sirok potencijal elektrokemijskog prostora.
Jos vaznije, njihova fizikalna i kemijska svojstva, kao Sto su hidrofobnost, polaritet i
mjesljivost, mogu se jako dobro prilagoditi za niz primjena kroz razli¢ite strukture kationa ili
aniona i njihovih kombinacija (Zhao, 2006). Izabrana svojstva ionskih tekucina prikazana su
u tablici 3. (Kudlak i sur., 2015).

Tablica 3. Izabrana svojstva ionskih tekucina (Kudlak i sur., 2015)

Parametar Opis

Tlak pare Pri standardnim uvjetima, ionske tekucine imaju vrlo nizak tlak pare
zbog Cega imaju visoku tocku vrelista, Sto ih jako razlikuje od klasi¢nih
organskih otapala. Nizak tlak pare znaci da otopine ne hlape i ne

emitiraju Stetne tvari u atmosferu.

Topljivost i Ionske kapljevine pokazuju visoku mogucnost stvaranja di- i polifaznih

mjesanje sustava Sto olakSava njihovu naknadnu izolaciju iz reakcijskog sustava.
Velika prednost je i moguénost otapanja organskih i anorganskih
komponenti. Glavni faktor koji utjeCe na ove parametre je vrsta vezanog

aniona, a drugi je duljina alkilnog lanca kationa.

Kiselost i Ionske kapljevine pokazuju svojstva kiselina i luzina, mogu biti proton
luZnatost donori i proton akceptori. I u ovom slucaju, navedeni parametri ovise o

kombinaciji aniona i kationa.

Termostabilnost Ovo svojstvo vrlo je vazna karkteristika ionskih kapljevina. U usporedbi s
klasi¢nim organskim otapalima, one su viSe stabilne i manje sklone
otapanju pri visokim temperaturama. Anion i kation imaju utjecaj na
termostabilnost. Neke Siroko primjenjivane ionske kapljevine su stabilne
na Cak i 400 °C.
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Sama priprava ionskih kapljevina najéesce se odvija u dva koraka: priprava zeljenog
kationa reakcijom kvaternizacije tercijarnog amina odgovarajuéim alkiliraju¢im reagensom te

izmjena aniona solima ili kiselinama koje sadrze zeljeni anion (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).

2.3.2. Eutekticka otapala

Eutekticka otapala su nova generacija otapala proizasla iz ionskih kapljevina te danas
prolaze brojna ispitivanja smjesa ionskih kapljevina i nenabijenog donora vodika, a pripadaju
skupini spojeva koji se nazivaju jaka eutektiCka otapala, poput smjese kolin-klorida i uree
(Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Posljednjih je godina sporno pripadaju li eutekticka otapala
ionskim kapljevinama, jer osim iona, oni ukljuCuju neutralne molekule. Eutekticko otapalo
sastoji se od nekoliko, obicno dva ili tri sastojaka. Specificnost eutektckih otapala je ta da
sastojci stvaraju eutekticnu smjesu temperature taljenja nizu od temperature taljenja svakog
pojedinog od tih sastojaka, Sto je rezultat stvaranja intermolekularne vodikove veze. Primjer
jednostavne eutekticke smjese je kombinacija dvaju krutih tvari: urea (Tt =133 ° C) i kolin
klorid (Tt = 302 ° C) u molarnom omjeru od 2:1.

Kao rezultat toga, dobiva se tekué¢a smjesa temperatura taljenja od 15 °C. Kolin klorid
je kvaterna amonijeva sol, sigurna, jeftina i niske toksiCnosti. To je Siroko koriStena
komponenta eutekticnih otapala, te se obicno kombinira sa spojevima sposobnim za
stvaranje vodikove veze poput amida, kiselina i alkohola (Kudlak i sur., 2015). NajéesS¢a
eutekticka otapala temelje se na kolin kloridu, karboksilnim kiselinama i drugim donorima
vodikovih veza, poput uree, limunske kiseline, sukcinske kiseline i glicerola. Imaju sli¢ne
karakteristike kao ionske kapljevine, ali su jeftinija za proizvodnju (niza cijena sirovine),

manje su toksicni i ¢esto biorazgradivi (Kudlak i sur., 2015).

Dai i suradnici su istazivali veliki broj stabilnih prirodnih eutekti¢kih otapala na
temelju prirodnih spojeva, narocito primarnih metabolita kao Sto su organske kiseline,
aminokiseline i Seceri (Paiva i sur, 2014). U zadnje vrijeme su prirodni spojevi poput
aminokiselina, organskih kiselina, Secera, kolina i uree priviace veliki interes. Oni Cine vrlo
raznovrsnu skupinu tvari za proizvodnju novih ionskih i eutektickih tekucina. Vrlo su
obecavajuci jer su, osim njihove velike kemijske raznolikosti, lako biorazgradivi i njihova
niska toksi¢nost dopusta primjenu u farmaceutskoj industriji. Tipovi eutektickih otapala

prikazani su u tablici 4 (Paiva i sur., 2014).
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Tablica 4. Tipovi eutektickih otapala (Kudlak i sur., 2015)

Tipovi Sastav Primjer

TipI Kombinacija metalne soli i ZnCl; + kolin klorid
organske soli

Tip II Kombinacija hidrata metalne  CoCl,*6H,O + kolin klorid
soli i organske soli

Tip III Komponenta koja je donor kolin klorid + urea
vodika u kombinaciji s
organskom soli

Tip IV Kombinacija metalnog klorida MClx + urea / ethilen-glikol /
s komponentom koja je acetamid

donor vodikove veze

Ucinkovitost ekstrakcijskog sredstva je ovisna o svojstvima otapanja. Eutekticke
otopine imaju sposobnost donaciranja i prihvacanja protona i elektrona, Sto im daje
sposobnost stvaranja vodikovih veza te se time povecava njihova sposobnost otapanja. Dai i
suradnici su prometrali ekstrakciju fenolnih spojeva Safranike, koristeéi razliCita prirodna
eutketicka otapala, mlijeCnu kiselinu, glukozu, glukoza-kolin klorid i fruktozu-glukoza-
saharoza. U tom radu utvrdeno je da prirodna eutekticka otapala imaju visoku sposobnost
ekstrakcije fenolnih spojeva, koji su povezani interakcijama vodikovih veza koje su
uspostavljene izmedu fenolnih spojeva i molekula prirodnih eutektickih otapala. Njihova
fizicka svojstva takoder imaju veliki utjecaj na ekstrakciju, kao Sto su polaritet i viskoznost.
Optimiziranjem svih parametara (viskoznost, polaritet i temperatura), ovi su autori zabiljeZili
veci prinos ekstrakcije fenolnih spojeva koristenjem prirodnih eutekti¢kih otapala u usporedbi
s uobicajenim otapalima kao Sto su voda i etanol. Topivost slabo topljivih molekula kao Sto je
benzojeva kiselina, grizeo-fulvin, danazol i itrakonazol, prijavljena je 5 do 22.000 puta viSe u
eutektickim otapalima nego u vodi. To potvrduje njihovu primjenjivost kao ekstrakcijskih
agensa bioaktivnih molekula. Stovise, takoder mogu otopiti vide-ionske prijelazne metalne

okside iz minerala (Paiva i sur., 2014).

U vedini slucajeva gustoda je veca od one u vodi. Uglavnom eutekticka otapala imaju

vecu gustocu od gustoce tvari koja je davatelj vodikove veze. Eutekticne smjese imaju vecu
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gustoCu koja moze biti rezultat pojave jakih vodikovih veza izmedu molekula. Van der
Waalove interakcije i elektrostatske interakcija imaju velik utjecaj na gusto¢u. To ovisi
uglavnom o postotku vode i temperature. Eutekticke smjese na osnovi organskih kiselina su
najpolarnije; druge su smjese na osnovi aminokiselina. Smjese na osnovi Secera i poliakohola
su najmanje polarni. Vodljivost je strogo povezana s viskoznoS¢u zadanog sustava i povecava
se s povecanjem sadrzaja soli u sustavu. Veéina eutektickih smjesa mogu se usporediti s
ionskim tekué¢inama u tom pogledu. Fizikalno-kemijska svojstva uvelike ovise o strukturi dane
tekucine. Vedina ih pokazuje odrzivost na visokim temperaturama (preko 200 ° C), osim onih
koji sadrze Se¢ernu komponentu (Paiva i sur., 2014).

2.4. Biljke za ekstrakciju

Bilini materijali koji ¢e se koristiti u eksperimentalnom dijelu projekta “ Greenvoltex”

opisani su u sljede¢im odlomcima, te prikazani na slici 1.

Kadulja (Salvia officinalis) je biljka iz porodice usnaca. Kadulja je viSegodisnja biljka,
racvastog, drvenastog korijena koji duboko prodire u tlo. Vrlo je otporna na susu. Eteri¢no
ulje se nalazi u cijelom nadzemnom dijelu biljke, a najvise u listovima. U osusenoj biljci ga
ima od 1,6 - 2,7%. Od aktivnih tvari, kadulja najviSe sadrzi monoterpenskih ketona - a i B
tujon u omjeru 5 : 1 u koli¢ini od 60 %, 1,8-cineol, tanine, ruzmarinsku kiselinu i karnozol.

Najcijenjenija je dalmatinska kadulja jer sadrzi najviSe tujona (Dragovi¢-Uzelac, 2017).

Timijan ( Thymus vulgaris L.) je takoder biljka iz porodice usnaca. Visegodisnji je mali
grm visine 20 - 40 cm, i ima Cetverobridnu stabljiku koja je u donjem dijelu drvenasta. Koristi
se nadzemni dio biljke u cvatnji. Prosjecno list sadrzi 1 - 2,5% etericnog ulja koje Cine
sljede¢e komponente: timol (30 — 70%), karvakrol (3 — 5%), triterpenske Kkiseline,
klorogenska -, kava — i ruzmarinska kiselina te flavoni luteolin i njegovi derivati (Dragovic-
Uzelac, 2017).

Majcina dusica (7hymus serpyllum L.) joS je jedna biljka porodice usnaca. Biljka
izgleda kao grm visine do 30 cm s malim listicima i cvijetovima svijetloruzicaste do purpurne
boje. Etericnog ulja ima vrlo malo u kolicinama 0,1 — 0,6%. Ono sadrzi fenolske
monoterpene timol (1 — 4%) i karvakrol (5 — 33%). Neki kemotipovi sadrze citral, 1,8-cineol,
linalol, linalilacetat, borneol i geraniol. p-Cimen-osnovni je sastojak ulja srednjoeuropskih
podvrsta (50%), rijede citral i pinen (Dragovi¢-Uzelac, 2017).
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Ruzmarin (Rosmarinus Officinalis) je biljka sredozemnog podneblja iz porodice
usnaca. Ruzmarin je zimzelena grmolika biljka iglicastih listova i krhkih svjetloplavih cvjetova.
Za ekstrakciju bioaktivnih komponenti koriste se igliasti listovi. Eteri¢no ulje ruzmarina u
najvecoj mjeri sadrzi 1,8-cineol, a-pinen, kamfor, kamfen, borneol, bornil acetat i kariofilen
(Fu i sur., 2007).

Mravinac (Origanum vulgare) naziva se jos i divlji mazuran ili origano te je samonikla
bilika mediteranskog podneblja iz porodice usnaca. VisegodiSnja je biljka koja raste do visine
od 60 cm. Stabljika ima male tamnozelene listice koji su na vrhu zasiljeni. Nekoliko
nehlapivih spojeva kao Sto su karnosol, kvercetin, kafeinska kiselina i ruzmarinska kiselina,
koji ¢ine glavninu etericnog ulja mravinca, poznati se kao dobri sakupljaci slobodnih radikala,
ali neki hlapivi spojevi iz etericnih ulja posjeduju i potencijal kao prirodna sredstva za

ocuvanje hrane (Kulisi¢ i sur., 2004).

Listovi masline (Olea europea) smatraju se jeftinom sirovinom koja moze posluziti kao
izvor visokovrijednih bioaktivnih spojeva poput polifenola, s potencijalnom primjenom u
medicini, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Fenolne komponente listova maslina
posjeduju antioksidacijsku aktivnhost kao i antimikrobnu protiv Helicobacter pylori,
Campylobacter jejuni i Staphylococcus aureus. Od komponenti, ekstrakt u znacajnijim
koli¢inama sadrzi oleoeuropein i polifenole poput hidroksitirozola, tirozola, kafeinske kiseline,

p-kumarinske kiseline i brojne druge (Lee i Lee, 2010).

Slika 1. Izgled biljki koristenih za ekstrakciju (a - kadulja, b — timijan, ¢ — majcina dusica, d

— ruzmarin, e — mravinac, f — maslina)
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2.5. Ekstraktor

U eksperimentalnom dijelu rada koristit ¢e se “plazma generator IMP-SSPG-1200"
(Impel group, Zagreb, Hrvatska) koji sluzi za sofisticirane znanstvene primjene. Tehnicki
parametri ukljuCuju podesivost DC napona u podrucju 1kV do 30kV, podesivost maksimalne
DC struja 40 mA pri 30kV, TCP/IP sa web serverom za daljinsko upravljanje i
parametriziranje, napajanje 230 VAC jedna faza, 50Hz - ambijentalnu temperature od 5° C
do 40° C , ambijentalnu vlaznost od 10% do 90% te forsirano zrac¢no hladenje. Plasma
sustav se sastoji od upravljacke kontrole (GUI, WEB, generator impulsa, procesni kontroler),
pretvorbe AC napona u visoki DC napon sa pohranom energije, H-most pretvarata DC

napona u pravokutne impulse, zastitne kontrole visokog napona i plasma reaktora.

Slika 2. Prikaz “plazma generator IMP-SSPG-1200"

Upravljacka kontrola sluzi za nadgledanje i parametriziranje cijelog sustava te ona prima
komande preko tipkovnice ili vanjskog racunala te ih pretvara u fizikalne velicine.

AC
NAPAJANJE
+30KVI40 mA HBRIDGE
HV DC NAPAJANJE — POHRANA ENERGME |—{ puise swircn |———| PLAZMA REAKTOR
SMART KONTROLA Al
(GULWEB,PULSE GENERATOR) |
ZASTITNA KONTROLA f——

Slika 3. Blok dijagram “plazma generator IMP-SSPG-1200"
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci
e Biljni materijal su osuseni i usitnjeni listovi majcine dusice (Franck, Zagreb,
Hrvatska)

3.1.2. Reagensi
e otapalo: destilirana voda
e otapalo: etanol:voda
e 30%-tna vodena otopina etanola
e Folin-Ciocalteu reagens (FC reagens)
e stanardna otopina ruzmarinske kiseline
o U tikvici volumena 100 mL otopi se 50 mg ruzmarinske kiseline u
30%-tnoj vodenoj otopini etanola te se istom otopinom nadopuni
do oznake.
e zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (m/v), Na.COs;
o U 800 mL vruée destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijeva

karbonata, u odmjernoj tikvici volumena 1000 mL, a zatim ohladi
na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva
karbonata, te se nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Pripremljena otopina treba odstajati 24 sata te se nakon toga
profiltrira.

3.1.3. Uredaji i pribor

e generator (IMP-SSPG-1200)

e Buchnerov lijevak

e odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL
e mikropipeta

e pipete, volumena 25 mL, 20 mL, 5 mL, 2mL

e vodena kupelj

e Kkivete

e spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS )

e pH-metar (Pye Model 292, Pye Unicam)

e konduktometar (PTI-8 Digital Conductivity Meter)
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3.2. Metode rada

3.2.1. Ekstrakcija

Priprema uzorka zapocinje vaganjem odredene mase osusenog materijala, ovisno o
broju pokusa, te se homogenizira s 50mL odgovarajuéeg otapala. Homogena smjesa se
ekstrahira u reaktoru u struji argona pri visokom naponu pri unaprijed odredenim uvjetima
(tablica 5). Dobiveni ekstrakt se filtrira preko Buchnerovog lijevka te se prikuplja u

odgovarajuée posude te se analizira.

Tablica 5. Parametri tretiranja uzoraka majcine dusice

masa frekvencija vrijeme udio etanola napon
uzorka
g Hz min % kv
MA2 5 150 9 50 5
MAS5 5 50 3 0 25
MA7 5 100 6 25 15
MA10 3 100 6 25 15
MA14 5 150 3 50 25
MA16 1 100 6 25 15
MA18 1 100 9 75 15
MA21 1 0 6 25 15
MA24 1 100 6 25 15
MA32 3 150 9 50 25

Oznaka ,MA" oznacava uzorak majcine dusice, a broj koji slijedi definira parametre pokusa
koji su navedeni u tablici 5.

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja ukupnih fenola se temelji na kolornoj reakciji koja je posljedica
reakcije fenola s Folin—Ciocalteu-ovim reagensom te je primjenom spektrofotometrijske
metode mijeren intenzitet nastalog obojenja pri 760 nm (Ough i Amerine, 1998). Folin-
Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline, a pri oksidaciji
fenolnih tvari ove kiseline se reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo
obojani.

Postupak

U odmijernu tikvicu volumena 25 mL otpipetira se redom: 250 pL uzorka (prethodno
razrijedenog otapalom u omjeru 1:9), 15 mL destilirane vode, 1,25 mL FC reagensa (FC
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reagens mijeSa se s destiliranom vodom u omjeru 1:2 neposredno prije mjerenja), nakon 3
minute 3,75 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata te se uzorci nadopune odgovarajuéim
otapalom do oznake. Tako pripremljeni uzorci stavljaju se u vodenu kupelj na termostatiranje
pri 50°C, 30 minuta. Na isti nain se pripremi slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta stavi
250 pL otapala. Nakon termostatiranja, uzorci se ohlade pod vodom, te se mjeri apsorbancija
pri valnoj duljini od 760 nm.

Izrada bazdarnog pravca

1z pripremljene otopine galne kiseline (500 mg/L) rade se razrijedenja, u odmjernim
tikvicama volumena 10 mL, tako da koncentracije galne kiseline iznose: 0, 50, 100, 150, 250,
500 mg/L. Razrijedenja se prirede tako Sto se u odmjerne tikvice volumena 10 mL redom
doda: 0, 1, 2, 3, 5 i 10 mL otopine ruzmarinske kiseline i nadopuni 30%-tnom vodenom
otopinom etanola do oznake. 1z svake tikvice se otpipetira 250 pL uzorka u odmjerne tikvice
volumena 25 mL te se postupa po propisu za odredivanje ukupnih fenola. Bazdarni pravac se
nacrta pomocu programa Microsoft Excel na raCunalu pri ¢emu se na apscisu nanesu
koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinatu vrijednosti apsorbancija mjerene pri 760

nm.

Koncentracija ukupnih fenola izraCuna se prema jednadzbi pravca koja se dobije

pomocu programa Excel.

A T80 nm 06
05

03 /

02

0 100 200 300 400 500 600

Kencentracija (mg/L)

Slika 4. Bazdarni pravac galne kiseline
y=0,0011x

R2=0,991
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y-apsorbancija na 760 nm
x-koncentracija galne kiseline (mg/L)

R?-koeficijent determinacije

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti

Odredivanje pH vrijednosti nakon tretmana vrsi se ocitavanjem na pH — metru (pH
METER, Pye Model 292, Pye Unicam) tako da se kalomel elektroda uroni u uzorak i u njoj
drzi 5 minuta nakon ¢ega se ocita pH - vrijednost.

3.2.4. Odredivanje elektroprovodljivosti

Odredivanje elektroprovodljiivosti prije i nakon tretmana vrSi se ocitavanjem na
konduktometru (PTI-8 Digital Conductivity Meter, Scientific Industries International Inc., UK).
Instrument je kalibriran prije mjerenja sa kemikalijama kojima je poznata

elektroprovodljivost
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Fenolni spojevi su prepoznati po svojoj bioloskoj aktivnosti zbog koje imaju vaznu
ulogu u ocuvanju zdravlja organizma jer djeluju kao antioksidansi te hvataci slobodnih
radikala. Upravo zbog tih vrijednosti koje nose, pozeljno ih je izdvojiti u Sto veéim kolic¢inama.
Konvencionalne metode ekstrakcija trose puno organskih otapala i velike koli¢ine energije sto
ne Cini sustav odrzivim. Upoznati s tim problemima, znanstvenici istrazuju metode i otapala
su u skladu s principima zelene kemije (Chemat i sur., 2012). U ovom eksperimentalnom
radu kao zelena otapala koriStena su voda i etanol, te ekstrakcija visokonaponskim

praznjenjem kao alternativni postupak ekstrakcije.

U sklopu projekta “Greenvoltex”, otapala koja su se u ovom radu koristila su voda,
25% vodena otopina etanola, 50% vodena otopina etanola i 75% vodena otopina etanola.
Fenolni spojevi su polarni spojevi te su navedena otapala zbog svoje izrazite polarnosti
pogodna za njihovu ekstrakciju vodeci se principom '"slicno otapa slicno”. U sljede¢im
tablicama prikazani su rezultati mjerenja provodnosti, ph, temperature te ukupnih fenola
nakon izvrSenih ekstrakcija (tablice 6 i 7).

Tablica 6. Rezultati mjerenja kod netretiranih uzoraka majcine dusice

UZORA Provodno pH Temperatu Ukup | UZORA Provodno pH Temperatu Ukup
K st ra ni K st ra ni
HS/cm °C fenoli HS/cm °C fenoli
mg mg
GAE / GAE /
g9 g
uzork uzork
a a
3 621 5,9 20,6 6,87 | 6 809 6,0 20,5 18,62
NMO/1 1 NM25/ 6
5
3 1529 5,8 21,1 7,54 | 9 283,7 6,0 20,9 22,47
NMO/3 8 NM25/ 3
1
3 2500 5,9 21,1 12,59 | 9 595 6,0 20,2 43,94
NMO/5 4 NM25/ 8
3
6 625 5,7 20,8 17,97 | 9 706 59 20,6 18,44
NMO/1 4 NM25/ 6
5
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6 1558 5,7 200 593 133,8 6,2 202 1,47
NMO/3 4 NM50/ 8

1
6 2394 56 207 21,233 270 6,3 21,5 9,04
NMO/5 4 NM50/ 0

3
9 560 5,7 206 23,07 |3 418 6,0 203 11,75
NMO/1 7 NM50/ 8

5
9 1508 6,3 21 19,69 | 6 1222 6,3 204 3,27
NMO/3 5 NM50/ 6

1
9 2348 5,8 202 21,326 342 6,2 206 17,84
NMO/5 0 NM50/ 3

3
3 319 6,0 209 1066 447 6,0 202 16,52
NM25/ 6 NM50/ 4
1 5
3 402 6,0 205 11,249 121,8 6,2 204 11,07
NM25/ 2 NM50/ 8
3 1
3 863 5,9 205 1556 |9 316 6,2 21,7 13,89
NM25/ 4 NM50/ 3
5 3
6 358 6,2 24 7329 442 6,0 206 17,93
NM25/ 1 NM50/ 9
1 5
6 565 6,0 22 14,29
NM25/ 1
3

Prvi broj oznake uzorka oznacava vrijeme tretiranja koje moze biti 3, 6 ili 9 minuta.

Kratica , ;' oznacava netretirane uzorke, ,M' oznacava uzorke majcine dusice, a broj nakon

M udio etanola u vodi koji moze biti 0% (sama voda), 25% ili 50% vodena otopina etanola.

Broj na kraju oznake oznacava odvagu samog uzorka te ona iznosi 1, 3 ili 5 grama.
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Tablica 7. Rezultati mjerenja nakon tretiranja uzoraka majcine dusice

UZOR Provodn pH Temperat Ukup | UZOR Provodn pH Temperat Ukup
AK ost ura ni AK ost ura ni
HS/cm °C fenoli HS/cm °C fenoli
mg mg
GAE GAE
/9 /9
uzork uzork
a a
MA2 542 6,1 22,5 27,47 | MA16 287,2 6,2 22,8 12,87
7 3
MA5 2419 5,8 21,3 28,58 | MA18 39,8 6,7 23,1 17,37
4
MA?Z7 1090 5,9 22,3 23,96 | MA21 265,2 6,1 23,3 18,72
8 5
MA10 708 6,1 22,5 15,74 | MA24 275,8 6,0 23,4 26,82
1 9
MA14 497 6,1 24,3 26,73 | MA32 348 6,2 27,7 32,04
4 8

Usporedbom rezultata mijerenja provodnosti, pH vrijednosti i temperature nakon
provedenih ekstrakcija, moguée je primjetiti odredene karakteristike ponasanja uzoraka.
Vedim udjelom etanola u vodenoj otopini, provodnost ekstrakta se smanjuje. To se svojstvo
pripisuje tome Sto je poznato da etanol nije elektrolit, ali buduéi da se nalazi u vodenoj
otopini moze se ocitati provodnost. Takoder, tretirani uzorci pokazuju nesto nizu provodnost
u odnosu na netretirane. Razlog tomu je utjecaj plazme. Intenziteti emisije OH skupine i
atoma kisika (O) smanjuju se s povecanjem provodljivosti. Ako je plazma nastala zbog
raspadanja, pojavi se trenutni impuls i napon ¢e se smanijiti kroz vrijeme. Hipotetizira se da

je uzrokovano mehanizmom nastajanja plazme u vodi (Ihara i sur., 2018).

Tretirani uzorci pokazuju i viSe pH vrijednosti u odnosu na netretirane uzorke. Fenoli
su spojevi s hidroksilnom skupinom koja je bazi¢nog karaktera, te ona povisuje pH vrijednost
otopine. Buduéi da se u tretiranim uzorcima nalazi viSe fenolnih spojeva, pH vrijednost je

takoder visa.

Utjecaj temperature takoder je vazan jer poviSenjem temperate moze dodi do
ugrozavanja strukture biljke i uniStavanja bioloski aktivnih komponenti koje je potrebno
ekstrahirati. Primje¢uje se da tretiranjem uzoraka ne dolazi do znacajnijeg povisenja

temperature u odnosu na netretirane uzorke.
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U grafovima koji slijede, prikazane su dobivene masene koncentracije ukupnih fenola

u netretiranim uzorcima majcine dusice (slike 5, 6, 7), te u tretiranim uzorcima majcine

dusice (slike 8, 9, 10) i na kraju usporedbe tretiranih i netretiranih uzoraka.

N
ul
)

N
o
1

[ary
ul
1

10.6

mg GAE / g uzorka
=)

(8]
1

3 6
vrijeme / min

23.07 22,47

11.07 =m0 % EtOH
m 25 % EtOH
=50 % EtOH

Slika 5. Masena koncentracija ukupnih fenola u 1 gramu netretirane majcine dusice

50 -
45 -

mg GAE / g uzorka

vrijeme / min

43.94

=0 % EtOH
m 25 % EtOH
=50 % EtOH

Slika 6. Masena koncentracija ukupnih fenola u 3 grama netretirane majcine dusice
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m 0 % EtOH
m 25 % EtOH
=50 % EtOH

mg GAE / g uzorka

3 6 9
vrijeme / min

Slika 7. Masena koncentracija ukupnih fenola u 5 grama netretirane majcine dusice

0
mg 26,82
GAE/g 17 _
uzorka
4
= 18,72
1=
1
1 m Gmin
E = 9mén
[
3
a
25% 25%
25kV 25kV
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Slika 8. Masena koncentracija ukupnih fenola u 1 gramu tretirane majcine dusice
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Slika 9. Masena koncentracija ukupnih fenola u 3 grama tretirane majcine dusice
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Slika 10. Masena koncentracija ukupnih fenola u 5 grama tretirane majcine dusice
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Slika 11. Usporedba ukupnih fenola majcine dusice odvaga od 1 g netretiranih i tretiranih

uzoraka
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Slika 12. Usporedba ukupnih fenola maj¢ine dusice odvaga od 3 g netretiranih i tretiranih

uzoraka

26




mg GAE
ig
uzorka
36
30 28,58 2747
2573 e
23,96
24
18,82 17.93
18 )
= 3min
B &min
12,58 .
12 11,75 = 9min
I MAZ
6
0 || L
] 30k M IRV ] 25kW M 20KV
INMOSS S0HZ INMS0/S 150Hz GMM25/5 100Hz ANMS0/S 150Hz
OFELOH SO%ELOH 25%EROH SOMEROH

Slika 13. Usporedba ukupnih fenola majcine dusice odvaga od 5 g netretiranih i tretiranih

uzoraka

Usporedujuci prinos ekstrakcije ukupnih fenola izmedu tretiranih i netretiranih
uzoraka, zamjeCuje se povecana koliina ekstrahiranih ukupnih fenola u korist tretiranih
uzoraka, Sto je i u skladu s ocekivanjima bududi da se kao metoda koristilo visokonaponsko
praznjenje koje stvara pulsirajuée elektricno polje, te stvaranje pora u membranama stanica
iz kojih je tada laksi pristup otapala fenolima te bolje difuzija, odnosno izmjena tvari (Fincan i
sur., 2004).

U vedini sluCajeva, duljim vremenom ekstrakcije dobiva se veéa koli¢ina fenolnih
spojeva. Ali, moze se primjetiti da duljim vremenom ekstrakcije nije svaki put zagarantiran i
ocekivani veci prinos fenolnih spojeva. To se moze pripisati produktima djelovanja plazme u
vodi Sto su hidroksilni radikal i vodikov peroksid koji su vrlo reaktivni. (Boussetta i Vorobiev,
2014). Bududi da fenoli imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala, oni ¢e donirati svoj
proton i na taj nacin ih neutralizirati. Zato u uzorcima koji su tretirani duze vrijeme ponekad

ima manje ukupnih fenola, nego Sto je ocekivano.

Primjenjene vrijednosti frekvencije i napona imaju izrazit utjecaj na ekstrakciju
fenolnih spojeva. Pokazano je da se dezintegracija stanica postupno povecava povecanjem

frekvencije i napona, i zbog toga se dobiva veéa koli¢ina fenola (slika 8). Ali, povecanje
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frekvencije i napona pozitivho djeluje samo do odredene granice. Za sve te spojeve postoji i
optimalan unos energije za ekstrakciju. Oksidacijske kemijske reakcije koje se javljaju mogu
ostetiti ekstrahirane polifenole. Konkretno, primjenom visokog napona, koli¢ina proizvedenih
oksidacijskih vrsta je povecana i moze oksidirati polifenole i smanjiti njihovu koncentraciju
(Boussetta i Vorobiev, 2014). Primjer navedene pojave primjecuje se na slici 11. Ekstrakt
tretiranog uzorka sadrzi manju koncentraciju fenola (17,37 mg GAE/g uzorka) u odnosu na
netretirani uzorak (22,47 mg GAE/g uzorka). Posto su oba uzorka odvage 1 g, te je u oba
slucaja upotrijebljena 25% otopina etanola, utjecaj frekvencije od 100Hz i napona od 25kV
bio je prejak te je zato niza koncentracija fenola u ekstraktu tretiranog uzorka.

Jedan od najbitnijih faktora uspjesnosti ekstrakcije bioaktivnih komponenti je odabir
otapala. Budu¢i da su voda i etanol izrazito polarni, imaju dobro svojstvo ekstrakcije
polifenola. U vecini provedenih eksperimenata, ekstrakcija vodom pokazala se uspjesnijom
od ekstrakcije ostalim otapalima jer je sama voda polarnija od etanola (slike 5, 7, 10, 13).
Medutim, manipuliranjem utjecaja frekvencije i napona, ponekad su dobivene vece
koncentracije fenola otopinama etanola nego primjenom vode. Najuspjesnijim pokusom
(MA32) ekstrahirano je 32,04 mg GAE/g uzorka majcine duSice uz primjenu frekvencije od
150Hz te napona 30kV te 50% vodenom otopinom etanola (slika 12). Gledajuéi ostale
eksperimente, zamjecuje se slabo djelovanje 75% otopine etanola (MA16, slika 8), a
uspjesnost ekstrakcije vodom, 25% otopinom etanola i 50% otopinom etanola izmjenjuje se

ovisno o primjenjenim parametrima kao Sto su vrijeme tretiranja, napon i frekvencija.

Usporedujuci koncentraciju ukupnih fenola dobivenu iz odvaga od 1g, 3g i 5g moze
se primijetiti da u tretiranim uzorcima nema vecih razlika u koncentraciji ekstrahiranih fenola.
Iz 1g uzorka MA24 dobilo se 26,82 mg GAE/g uzorka (slika 11), iz ve¢ spomenutih 3g uzorka
MA32 dobilo se 32,04 mg GAE/g uzorka (slika 12), te iz 5g uzorka MA14 26,73 mg GAE/g
uzorka majcine dusice (slika 13). Mogudi razlozi tomu su nedovoljna koli¢ina otapala u
odnosu na vece vrijednosti odvaga, i zbog toga, mala dodirna povrsina izmjene tvari biljnog

materijala i otapala.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti sljedece :

1.

Tretiranjem visokonaponskim praznjenjem uspjesno je provedena ekstrakcija
fenolnih spojeva iz majcine dusice.

Voda i etanol pokazali su se prikladnim otapalima koja su u skladu sa
principima zelene kemije.

Optimizacijom parametara primjenjenog napona i frekvencije moze se utjecati
na uspjesnost ekstrakcije i prinos fenolnih spojeva.

Najvedi prinos ekstrakcije postignut je upotrebom 50% vodene otopine
etanola, napona 30kV i frekvencije 150Hz.

U veCem broju eksperimenata voda se pokazala kao prikladnije otapalo s

vecim prinosom koncentracije fenolnih spojeva.
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1zjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezuftat mojeg rada te da se u njegovoj
izradli nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveder.
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