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1. UvOoD

Posljednjih su nekoliko godina globalna ekonomska kriza, rastuce cijene hrane, energije i drugih
roba te povecana svijest o utjecaju Covjeka na okoliS potaknuli koncept zelene ekonomije u
srediste politickih, gospodarskih i znanstvenih rasprava. Glavni ciljevi Europske Unije vezani uz
ocCuvanje okoliSa usredotoceni su na sljedeca podrucja: energija; emisija staklenickih plinova i
tvari koje ostecuju ozonski omotac; kakvoca i zagadenje zraka; emisije staklenickih plinova i
oneciS¢ivaca zraka iz sektora prijevoza otpada; voda; odrziva potroSnja i proizvodnja;
kemikalije; bioloska raznolikost i koriStenje zemljiSta. U mnogim industrijskim procesima
primjenjuje se velika koli¢ina hlapljivih i zapaljivih organskih otapala koja se dobivaju iz
neobnovljivih sirovina poput nafte te stoga njihova primjena cini znacajan dio ekoloskih i
ekonomskih znacajki procesa. Ta klasi¢na organska otapala uzrokuju brojne negativne ucinke
na okoliS i zdravlje ljudi, a neizbjezni su za koriStenje u kemijskoj i biotehnoloskoj industriji.
Buduéi da Direktiva Europske Unije o industrijskim emisijama izriCito zahtijeva ogranic¢enje
emisije odredenih hlapljivih organskih spojeva, kao i ostalih znacajnih onecis¢ivaca zraka, u
razvoju zelenih tehnologija posebna paznja je usmjerena ka razvoju novih, ekoloski prihvatljivih

otapala koja bi takoder zadovoljila i tehnoloske te ekonomske zahtjeve.

Znanstvenici Anastas P.T. i Warner J.C. postavljaju temelje teorije zelene kemije poznatije kao
12 nacela zelene kemije. Gotovo Sezdeset godina poslije, s istim Zarom znanstvenici diljem
svijeta ispituju i istrazuju nove mogucnosti zamjene i razvoja proizvoda i procesa s ciljem
ocuvanja okolisa. Opcenito, cilj zelene kemije je pronalazenje, dizajniranje i primjena kemijskih
proizvoda i procesa kako bi se postiglo smanjenje ili eliminacija uporabe i tvorbe opasnih

supstanci, uz istovremeno povecanje iskoristenja procesa.

U prehrambena industrija sve se intenzivnije razviju ne-toplinske tehnike obrade hrane kao Sto
su ultrazvuk visokog intenziteta, visoki hidrostatski tlak, netoplinske plazme i pulsirajuce
elektri¢no polje. Takve nove ne-toplinske tehnike omogucavaju provedbu ekstrakcije bioaktivnih
tvari bez primjene organskih otapala pri ¢emu se kao otapalo moZe koristiti neka tzv. “zelena

otapala” npr. voda, etanol, superktiticki fluidi, D-limonen, eutekti¢ka otapala i dr.



2. ZELENA EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija se definira kao proces izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili tekuée smjese prikladnim
otapalom u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih sastojaka smjese.
Ekstrakcija je jedan od temeljnih separacijskih procesa u pojedinim granama prehrambene
industrije, kao Sto je proizvodnja ulja i Secera, ili se koristi za dobivanje razli¢itih aromaticnih
sastojaka iz biljnih sirovina, za dekafeinizaciju kave ili proizvodnje ekstrakta kave, u proizvodniji
pektina itd. S obzirom na agregatno stanje dviju faza, razlikuje se ekstrakcija: Cvrsto-tekuce
(izluzivanje) i tekuce-tekuce. Princip ekstrakcije temelji se na pojavi molekulske difuzije, koju
karakterizira izjednacavanje koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni
dodir. Procesi ekstrakcije mogu se provesti diskontinuirano, pseudokontinuirano ili kontinuirano.
U suvremenim tehnologijama danas se proces ekstrakcije najcesce provodi u kontinuiranim
uredajima razliCitih operativnih i konstrukcijskih rjeSenja, prilagodenih specificnim zahtjevima u

pogledu svojstva sirovina, nacinu pripreme i kapacitetu (Lovri¢, 2003).

Za odabir otapala bitna je velika selektivnost tj. da dobra otapa klju¢ne komponente, a da ne
otapa druge sastojke, nemijesljivost primarnog i sekundarnog otapala, jednostavna
regeneracija, velika razlika gustoéa,siguran rad, nereaktivnost s biljnim sastavnicama,ne smije
nagrizati materijal strojeva, treba biti neskodljiv za ljudsko zdravlje, dostupan i jeftin (Skevin,
2018).

Konvencionalni procesi ekstrakcije u industrijskom mijerilu imaju velike nedostatke kao Sto su
nepotpuno iskoristenje ekstrakta, uporaba iznimno velike koliine organskih otapala te visoka
potroSnja energije zbog izrazito dugog vremena ekstrakcije i intenzivnog zagrijavanja i/ili
mijeSanja tijekom ekstrakcije. Stoga je cilj zelene kemije zamjena tradicionalnih metoda
ekstrakcije zelenom ekstrakcijom. Tako se uz koriStenje zelenih otapala, predlaze koristenje
alternativnih izvora energije prilikom ekstrakcije. Medu mnogim metodama ekstrakcije istiCe
ekstrakcija potpomognuta istovremenim ultrazvucnim i mikrovalnim zracenjem. Ovakav nacin

ekstrakcije osigurava skracenje procesa, smanjenje utroska energije i povecanje prinosa.

Definicija zelene ekstrakcije je sljedeéa: ,Zelena ekstrakcija se temelji na pronalazenju i
dizajniranju ekstrakcijskin procesa koji ¢e smanijiti potrosnju energije, omoguditi uporabu
alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih proizvoda te osigurati visokokvalitetan i siguran
ekstrakt, odnosno proizvod." Utvrdena su tri glavna rjeSenja za dizajniranje i vodenje



laboratorijskih i industrijskih procesa zelene ekstrakcije, kako bi se postigla optimalna potrosnja
sirovina, otapala i energije, a to su: poboljSanje i optimizacija postojecih procesa; inovacije u

procesima i postupcima i inovacije u otkrivanju novih otapala.
Principi zelene ekstrakcije

Osmisljeno je Sest principa zelene ekstrakcije prirodnih proizvoda koji su prihvaéeni kao

smjernice za industrijsku uspostavu zelene ekstrakcije te su nadalje nabrojana i opisana.

Princip 1: Pronalazak novih izvora biljnih materijala i uporaba obnovljivih izvora

biljnih materijala

Sve vela potraznja prirodnih proizvoda i ekstrakata dovodi do pretjeranog iskoriStavanja
prirodnih biljnih resursa. Povijest izvjeStava nekoliko primjera izumiranja biljaka zbog pretjerane
upotrebe; oCuvanje bioloske raznolikosti stoga je obvezno u pogledu buduéih generacija. Kod
zelene ekstrakcije, pozZeljna je uporaba potpuno obnovljivih izvora kojima je omogucen
intenzivan in vivo ili in vitro uzgoj. Nova tehnologija " plant milking" razvijena je za proizvodnju i
vadenje Zeljenih tvari bez uniStavanja biljke. Biljke se uzgajaju u stakleniku u tekué¢inem mediju
te izluCivanje tvari kroz korijenje u mediju kulture potaknuti su fizikalnom, kemijskom ili
bioloSkom stimulacijom. Tvari se zatim skupljaju standardnim postupcima ekstrakcije i
prociS¢avanja. Taj je proces viSe usmjeren na proizvodnju aktivnih sastojaka iz rijetkih biljaka
Gija je kemijska sinteza teska i skupa. Cetvrtina postojecih lijekova izolirana je iz biljaka, a
najpoznatiji primjer je paklitaksel protiv raka (Taxol®) koji je izvaden iz kora zapadnog tisa. U
sluCaju tise, ova nova metoda berbe, daje puno vele koliine paklitaksela nego tradicionalne
metode berbe. Da bismo uspjeli upotrijebiti ovu tehniku u velikoj mjeri, nekoliko stotina
staklenika bilo bi dovoljno za zadovoljavanje svjetske potraznje za paklitakselom za jednu

godinu.



Slika 1. Plant milking (Anonymous 1, 2018)

Princip 2: Uporaba alternativnih otapala, uglavnom vode i otapala iz prirodnih izvora

Zbog potrosaca i brojnih regulatornih tijela, zabrinutosti za sigurnost, okolis i zdravlje, koje
zahtijevaju bolju kontrolu u kemijskoj i prehrambenoj industriji, trenutno se promatra nova
tendencija vraanja prema prirodnim proizvodima. Prirodni proizvodi kao Sto su voce i povrée,
zacini, aromaticna ljekovita bilja i ljekovita biljka su sloZzene mjeSavine bioaktivnih spojeva kao
Sto su lipidi, bjelancevine, vitamini, Seceri, fibrini, arome, etericna ulja, pigmenti, antioksidanti
itd. IzluCivanje tih bioloskih spojeva zahtijevaju uporabu otapala kao Sto su heksan, diklormetan
toluen, aceton, kloroform, itd. Medutim, ta otapala su klasificirana kao opasna za okoli$ i
zdravlje. Vecina organskih otapala je zapaljiva, hlapljiva, a Cesto i toksiCna te odgovorna za
oneciS¢enje okolisSa i efekt staklenika. Zbog ovih negativnih ucinaka takva otapalo treba
izbjegavati Sto je viSe moguce. Dakle, iz sigurnosnih, ekonomskih i ekoloskih aspekata,
potrebna je zamjena organskih otapala zelenim otapalima. Razvijene su brojne inovacije prema
zelenim otapalima kao Sto su tehnologija bez otapala, uporaba vode kao alternativnog otapala i
uporaba ionskih tekuéina. Medu zelenim otapalima, otapala iz prirodnih izvora predstavljaju
vaznu ulogu u zamjeni petrokemijskih otapala. Oni su obnovljivi resursi proizvedeni od biomase
kao Sto su drvo, skrob, biljna ulja ili plodovi. Prednosti takvih otapala je visoka moc¢ otapanja,
netoksicnost, biorazgradivi su i nezapaljivi. Njihova ogranicenja i nedostatci su zbog troskova,

visoke viskoznosti, visoke tocke klju¢anja i stvaranja neugodnih mirisa.



Tablica 1. Osnovne karakteristike alternativha otapala za zelenu ekstrakciju (Chemat i

2012)

sur.,

Alternativna
otapala

Tehnike
ekstrakcija
(primjene)

Polarni
spojevi

Slabo
polarni
spojevi

Ne-
polarni
spojevi

Zdravlje i
sigurnost

Cijena

Ekoloski
otisak

Bez upotrebe
otapala

Mikrovalna
ekstrakcija
(antioksidansi,
esencijalna ulja)
Pulsirajuce
elektri¢no polje
(antioksidansi,
pigmenti)

+++

+++

+

+++

+++

+++

+++

Voda

Destilacija
(esencijalna ulja)
Destilacija
potpomognuta
mikrovalovima
(esencijalna ulja)
Ekstrakcija
superkriticnom
vodom (arome)

++

+++

+++

++

++

++

CO;

Ekstrakcija
superkriticnim
fluidom
(dekafeinizacija
Caja i kave)

+++

Ionske
tekucéine

Amonijeve soli
(artemizinin)

+++

++

Otapala iz
prirodnih
izvora

Etanol (pigmenti i
antioksidansi)
Glicerol
(polifenolni
spojevi)
Terpeni kao Sto je
d-limonen (ulja i
masti)
Prirodna
eutekticka otapala
(bioloski aktivni
spojevi)

+++

++

+++

++

++

+++

Petrokemijska
otapala

n-heksan (ulja i
masti)

+++

++




Princip 3: Smanjenje potrosnje energije

Buduci da klasicni postupci ekstrakcije zahtijevaju veliki utroSak energije nuzno pronaci metode
koje bi smanjile utrosak energije, skratile vrijeme ekstrakcije, imale manji utjecaj na okolis, bile
sigurne i jeftine, te uz to i povecale iskoriStenje ekstrakcije. Postoje nekoliko nacina za

smanjenje potrosnje energije, a to su:

=~optimiranje postojecih procesa

"regeneracija energije oslobodene tijekom procesa ekstrakcije
= primjenom inovativne tehnologije

Nakon Sto je postupak ekstrakcije postao ogranicavajuci korak za industrijski razvoj, inovacija je
obavezna, kao i koristenje novih otapala, novih tehnika aktivacije ili nove tehnologije. Nekoliko
novih tehnika koje se primjenjuju za ekstrakciju pomaze smanijiti broj faza, vrijeme ekstrakcije i
time potroSnju energije. Primjer je uporaba pulsiranih elektricnih polja, aktiviranje

mikrovalovima ili ultrazvukom.

Princip 4: Proizvodnja nusprodukata umjesto otpada kako bi se obuhvatila bio- i

agroindustrija prerade

Zelenom ekstrakcijom proizvodi se niz ciljanih produkata iz odredenog izvora, za razliku od
tradicionalnog pristupa koji je dizajniran tako da se dobije samo jedan proizvod. Pored
ekstrakcijskih proizvoda tijekom industrijskih procesa nastaju Sirok raspon drugih materijala kao

Sto su nusproizvodi, ko-produkti ili otpad.

Princip 5 : Smanjenje broja operacija i provodenje sigurnih, robusnih i kontroliranih

procesa

Ekstrakcija otapala prirodnih proizvoda nije ograni¢ena na pojedinac¢nu operaciju; to je zapravo
lanac procesa. Smanjenje broja koraka u procesnom lancu dovodi do smanjenja troskova i
boljeg koriStenja energije. Dokazalo se da je jednostupanjski proces idealan. Proces ekstrakcije
pomocu superkriticnih tekucina ima minimalni broj pojedinacnih operacija. Nakon ekstrakcije,
CO, se eliminira i reciklira, a izolirani ekstrakt nema tragove otapala. Ekstrakcija superkriti¢nim
tekuc¢inama oduvijek se smatra skupom tehnologijom od onih tradicionalnih. Medutim, ako se

uzme u obzir cijeli lanac procesa, a ne sama pojedinacna operacija, vidimo da ova tehnologija

6



zahtijeva nekoliko individualnih operacija. Stovise, to ne ukljucuje uporabu otrovnih otapala i

predstavlja smanjenje energije.

Princip 6: Usmjerenje k proizvodnji biorazgradivog i stabilnog ekstrakta bez

kontaminanata

Kako bi zadovoljio zahtjeve trzista i propisa, ekstrakt mora zadovoljiti niz kriterija kvalitete;
suprotno nekim popularnim zabludama, "prirodno" stanje ekstrakta ne jamdci njegovu
bezopasnost ¢ovjeku i okoliSu. Konkretno, ekstrakti moraju biti dobiveni od precizno utvrdenih
sirovina, pregledani prema definiranim postupcima kako bi se zajamcila njihova prirodnost. Oni
takoder moraju imati precizna fizikalno-kemijska svojstva i pravilno pohraniti. Zemljopisno
podrijetlo i okoliSni uvjeti pod kojima je dobivena sirovina (bez obzira jesu li koristeni
neovlasteni pesticidi) takoder su parametri koji se uzimaju u obzir. I konacno, ekstrakt treba biti
slobodan od svih zagadivaca kao Sto su ostatci pesticida, teski metali, mikotoksini itd. U
prehrambenom sektoru, etericna ulja se najceSce koriste kao aromati za hranu i podlijezu

propisima europskih direktiva (Chemat i sur., 2012).



3. ZELENA OTAPALA

Tradicionalno u procesima ekstrakcije koriste se klasicna organska otapala. Budu¢i da oni
predstavljaju jednu od najvecih opasnosti zagadenja okoliSa, istrazivanja su usmjerena k
razvijaju rjeSenja kojima bi se eliminirala i ogranicila upotreba Stetnih organskih otapala i
zamijenila sa novim ekoloski prihvatljivim otapalima(Kudlak i sur., 2015). Vecina organskih
otapala su hlapljivi spojevi (eng. Volatile Organic Compounds, VOC's), Sto im daje veliku
prednost u industrijskim procesima. S druge strane, hlapljivost pridonosi i poveéanju rizika od
vatre ili eksplozija, a njihovim ispustanjem u atmosferu dolazi do nastanka smoga, ozonskih
rupa i globalnog zatopljenja. Nadalje, mnoga konvencionalna hlapljiva otapala su toksi¢na za

ljude, Zivotinje i biljke (Samori, 2010).

U praksi pri ekstrakciji ulja i masti je najrasprostranjenije otapalo heksan koje zadovoljava sve
uvjete osim onog o ekplozivnosti. Heksan kao i benzin i petroleter derivat je nafte. Eter je dobro
otapalo za lipide, ali nije potpuno selektivno, jer otapa i neke druge komponente. On ima nisko
vrelisSte (35°C) tak da je zapaljiv i koristi se za laboratorijske analize (npr. za pigmente).
Klorirani ugljikovodici nisu zapaljiva, ali nisu stabilna (raspadaju se) i zato se izbacuju iz
upotrebe. Kao otapalo moze se koristiti i aceton, ali njegov nedostatak je to Sto se mijeSa sa
vodom i zapaljiv je. NajceSce koriSteno otapalo iz prirodnog izvora je etanol, koji se dobiva
fermentacijom materijala bogatih Secerom kao Sto su Seéerna repa i zitarice. Iako je zapaljiv i
potencijalno eksplozivan, etanol se koristi u velikoj mjeri jer je lako dostupan, ima nisku cijenu i
potpuno je biorazgradiv. Metilni esteri masnih kiselina biljnog ulja (soja, kakao i repice) takoder
mogu zamijeniti petrokemijska otapala (Skevin, 2018).

Upravo zbog toga Sto su ta konvencionalna otapala toksicna i zapaljiva, a njihova svojstva
hlapivosti i topljivosti doprinijela su zagadenju zraka, vode i zemlje, sve se viSe pridaje vaznost
zelenim otapalima. NajviSe potencijala u istrazivanjima su pokazali voda, ionske tekucine i
superkriticni fluidi, a sve viSe se izvode i reakcije bez prisutnosti bilo kojeg otapala (eng.
treba postojati moguénost njegove viSekratne uporabe, sposobnost recikliranja te laganog i
sigurnog rukovanja (Samori, 2010). Zamjena jednog otapala drugom ne znaci nuzno uklanjanje
svih opasnosti i problema vezane uz provedbu procesa. Doista, promjena procesa opcenito je

povezana s novim rizicima. Stoga se u odabiru alternativa treba uzeti u obzir mjere opreza



otapalo kao i njihova fizikalno-kemijska svojstva, ekoloske ili sanitarne kriterije i cijenu otapala(
Yara Varon i sur.,2017).

3.1. Voda

nije toksi¢na. Osim toga, upotreba vode kao otapala ima ogromne prednosti kao zeleno otapalo
za ekstrakciju jer je bezalkoholna te pruzaju¢i mogucnost CiSéenja i prevencije oneciscenja.
Medutim voda ne moze zamijeniti puno otapala zbog niske topljivosti i stabilnosti mnogih
organskih tvari u vodenom mediju. Voda ima vrlo jednostavnu kemijsku formulu: H,O
molekularne tezine 18 i gustoce 997 kg/m3. Vrlo bitna je grada, odnosno struktura molekule
vode, iz koje proizlaze i sva njena svojstva. Voda ima 4 priblizno tetraedarski orijentirana, sp3-
hibridizirana elektronska para, dva u kovalentnoj vezi s atomima vodika, te dva kisikova
nevezujuca para. Zbog velike razlike u koeficijentu elektronegativnosti vodika i kisika, molekula
vode je izrazito diplonog karaktera. Molekula vode je pozitivho nabijena na strani vodika, a
negativno na strani kisika. Dipolni moment vode = 6,24°10-30 C'm ili 1,87 D i najveci je od svih
poznatih tvari te on uvjetuje sva njena fizikalna i kemijska svojstva. Buduéi da je voda je vrlo
polarno otapalo, uglavnom Kkoristi za ekstrakciju spojeva s visokom polarnosti, odnosno visoke
topljivih u vodi, kao npr. proteini, Seceri i organske kiseline i anorganske tvari (Cvjetko Bubalo i
sur., 2015).

Osim ekoloskih prednosti koriStenja vode umjesto organskih otapala, olaksana je i purifikacija
proizvoda jer, nakon hladenja, organski produkti nisu topljivi pri temperaturi okolne vode, Sto je
ubrzava pokretanje i pojednostavljuje procesne korake (Chemat i sur.,2012). Pri poviSenoj
temperaturi i tlaku uz uvjete ekstrakcije mijenja se i dielektricna konstanta vode, koja utjece na
polarnost vode kao otapala. Tako je dielektriéna konstanta vode na 200 °C jednaka dielektri¢noj
konstanti metanola pri sobnim uvjetima. PoviSenjem temperature voda postaje otapalo s
manjom polarnosti. Ekstrakcija toplom vodom pod pritiskom jedna je od najzahtjevnijih
modernih tehnika i metoda ekstrakcije zelenila. Znacajna je zbog jednostavna manipulacija
dielektricne konstante (er) vode, koja se moze mijenjati u Sirokom rasponu samo mijenjanjem
temperature i tlaka (Chemat i sur.,2012). Kod temperature od 250 °C i tlaku 50 bara voda se
nalazi u subkriticnom stanju, a pri temperaturi 400 °C i tlaku 5000 bara nalazi se u
superkriticnom stanju. Podrucja primjene vode u subkriticnom stanju sve su brojnija u odnosu

na vodu u superkriticnom stanju. Ekstremni uvjeti superkriticne vode pogoduju procesima



oksidacije, hidrolize i razgradnje spojeva pa joj je primjena ograni¢ena na vrlo stabilne

komponente (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

Pod nekim uvjetima, moguce je koristiti aditive za vodu kako bi se pomoglo ekstrakciji prirodnog
proizvoda. Drugi alternativni pristup oslobadanja etericnog ulja je djelomic¢na ili potpuna
hidroliza stani¢nih stijienki pomocu enzima. Molekule surfaktanta omogucuju povecanje
topljivosti viSe hidrofobnih molekula u vodi, a i sol se moZze upotrijebiti za poboljSanje

koncentracije odredenih komponenti u esencijalnom ulju.

Aurore Filly i suradnici koristili su razne tehnike destilacije kao Sto su hidro-destilacija, destilacija
parom, turbo-hidro-destilacija, sol-hidro-destilacija, enzimska-hidro destilacija, mikrovalna
destilacija i mikrovalnu ekstrakciju bez otapala za ekstrakciju etericnog ulja iz lavande i
usporedeni su dobivene rezultati. Rezultati su otkrili optimalnu tehniku ekstrakcije kao sto je
destilacija pare uz pomoé mikrovalova. Stovise, ova tehnika nudi vazne prednosti u odnosu na
tradicionalnu vodenu destilaciju. Donosio je prinos od 5,4% u 30 minuta, u odnosu na 4,6% u
120 minuta za hidro destilaciju i potroSio je 0,298 kWh prema 3,445 kWh konvencionalnom
metodom, dobiveno eteri¢no ulje bilo je izvrsne kvalitete. Opcenito tradicionalni nacin izoliranja
hlapivih spojeva kao esencijalnih ulja iz cvjetova lavande je destilacija. Tijekom destilacije,
mirisne biljke su izloZzene kipuci vodi ili pari. Destilacija se Cesto vrsi produzenim zagrijavanjem
nekoliko minuta pa i do par sati, Sto moze prouzrociti degradaciju termo labilnih spojeva
prisutnih u pocetnom biljnom materijalu i to moZe dovesti do razvoja nepozeljnih mirisa.
Takoder ova konvencionalna metoda ima visoku potroSnju energije i vremena. Zbog povecanja
cijena energije i poticanja smanjenja emisija CO. znanstvenici suoceni su s pronalazenjem
inovativnih tehnologija koja moze smanijiti potrosSnju energije, posti¢i smanjenje troskova i

povecati kvalitetu (Filly i sur.2016).
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3.2. Superkriticni fluidi
Tijekom posljednjih godina velika se paznja posvecuje ekstrakciji sa superkriticnim tekué¢inama
radi njihove ekonomicnosti i ekoloske prihvatljivosti. Superkriti¢ni fluidi imaju svojstva i plinova i
tekucina, tj. na temperaturi i tlaku iznad svoje kriticne tocke mogu difundirati kroz otopinu kao
plin i otapati materijale kao tekucina. Primjena ekstrakcije superkriticnim fluidima na
prehrambene proizvode je relativno novog datuma. Prednost u odnosu na tradicionalna
(organska) otapala, od kojih su poneka toksi¢na, je upravo u netoksi¢nosti fluida, odnosu
plinova koji se upotrebljavaju za ekstrakciju. Ekstrakcija superktilénim fluidima moze se
primijeniti kako na krutine tako i na tekucine. U ovom procesu otapalo je plin u uvjetima
temperature i tlaka pri kojima ne dolazi do kondenzacije odabranog plina u kapljevini. Naima,
pojedini plinovi posjeduju sposobnost otapanja kada su komprimirani iznad kriticne. U tim
uvjetima plin ima gustocu priblizno kao kapljevine, iako nije u teku¢em stanju, neovisno o tlaku.
K tome topljivost topljivih tvari je vrlo velika, skoro kao u kapljevini. To znaci da je primjenom
superkriticnih fluida moguce uspjeSno provesti ekstrakciju tipa kruto-tekuée. Topljivost tvari
koje se ekstrahiraju tim fluidima u velikoj je mijeri zavisna o primijenjenom tlaku. Topljivost
raste sa gustoc¢om (pri konstantnoj temperaturi), a kako gusto¢a raste sa tlakom tako i

topljivost raste s tlakom.

Najcesce upotrebljavani je superkriticni ugljikov dioksid. Ekstrakcijom s superkriticnim CO, mogu
se dobiti Cisti parfemi, mirisi i aktivni sastojci bez tragova otapala. CO, je nezapaljivi prirodni
plin proizveden spaljivanjem fosilnih goriva, alkoholnom fermentacijom i takoder se dobiva kroz
ljudsko i Zivotinjsko disanje. CO; je relativno jeftin, lako dostupan, netoksi¢an, neskodljiv za
okolinu i dobrih svojstva otapanja veéine sastojaka koji se koriste u proizvodnji hrane, uz
razmjenu niski kritiénu temperaturu (31.3 °C pri kriticnom tlaku od 72.9 bara). Takoder
superkriticni CO, ima mali viskozitet, visoku stlacivost, ne gori, nije korozivan, lako se uklanja i
reciklira, odlican medij za oksidaciju i redukciju, dobro otapa polarne tvari i potpuno se mijeSa
sa CO, Hz i 02. Na komercijalnoj razini ponajcesée se ekstrakcija superkiticnim CO, primjenjuje
za dekafeinizaciju kave, u pripremi ekstrakta hmelja za potrebe industrije pive, i sve vise za
dobivanje prirodnih tvari arome (eteri¢na ulja i arome voca) i boje, ekstrakta mirodije, te
razliCitih aktivnih tvari za industrije farmaceutskih i kozmetickih proizvoda. Koristi se za slabo
polarne spojeve male molekulske mase kao Sto su karotenoidi, trigliceridi, masne kiseline itd.
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Sve znacajnije mjesto ovoj proces zauzima u tehnologiji ulja, ukljucujuci dobivanje lecitina, te za
uklanjanje kolesterola iz maslaca i drugih Zivotinjskih masti (Lovri¢, 2003). Tehnika ekstrakcije
sa superkriticnim CO- koristi komprimirani plin pod tlakom 300 bara pri umjerenoj temperaturi
(30-40 ° C), kako bi se zamijenila organska otapala kao Sto je heksan Glavni nedostaci su
visoka pocetna ulaganja i teSkoce tijekom kontinuirane ekstrakcije, veliki je utroSak energije za
komprimiranja CO- i oprema mora izdrzati pritiske do nekoliko stotina atmosfera (Chemat i sur.,
2012).

Pritisak

évrsta faza superkritiéni fluid

kompresibilna
teénost

Kriti€ni pritisak ™
PCI' II

teéna faza Kritiena tacka
L]
(]
'
: pregrijana para
Py Trojna tacka '

gasovita faza
Kritiéna temperatura

Tlp Ter

Temperatura

Slika 2. Fazni dijagram za superkriti¢ne fluide (Anonymous 2, 2006)

Osim CO; za ekstrakciju prirodnih tvari superktiticnim fluidima koriSteni su i dusicni oksid, etan,
propan, butan i neki halogeni ugljikovodici. Postrojenje za ekstrakciju s jednim ekstraktom radi
sa ili bez recikliranja superkriticnog fluida. Ukoliko je primijenjeno recikliranje, u procesu se vrsi
snizenje tlaka radi izdvajanja otopljene tvari iz otopine zbog gubitka topljivosti u fluidu, nakon
Cega se fluid pri nizem tlaku komprimira ponovno na superkriticne uvjete, te reciklira tj. vraca u
proces. Alternativno moguce je i sniZzenje temperature, te naknadnim zagrijavanjem fluida bez
rekompresije, ostvariti isti ucinak odvajanja ekstrahirane tvari i recikliranja otapala (Lovri¢,
2003).
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3.3. Ionske kapljevine

Ionske kapljevine su organske soli koje su sastavljene od kationa koji mogu biti razlicito
supstituirane organske molekule koje sadrze pozitivno nabijen dusikov, sumporov ili fosforov
atom iz anorganskog ili organskog aniona (npr. tetrafluorborat, heksafluorfosfat, nitrat, sulfat).
Pri sobnoj temperaturi su u tekuéem stanju, a tocka talista im je ispod 100 °C. Zbog pozitivnih
svojstva kao Sto su neznatna hlapljivost, te velika toplinska, kemijska i elektrokemijska
stabilnost, ionske kapljevine se posljednja dva desetljeca intenzivno proucavaju kao zelena
zamjena za tradicionalna i Skodljiva organska otapala. Neka glavna fizikalno-kemijska svojstva
ionskih tekucina su: velika sposobnost otapanja razliitih organskih, anorganskih i
organometalnih materijala; ne mijeSaju se s alkanima i drugim nepolarnim otapalima pa se
mogu rabiti kao dvofazni sustavi; imaju visoku tocku talista; u teku¢em su stanju u inertnoj
atmosferi pri temperaturnom rasponu od 200 do 300 °C; imaju Sirok raspon elektrokemijske
stabilnosti, dobru elektrokemijsku provodljivost kao i visoku ionsku pokretljivost; izrazito su
polarne, minimalno toksi¢ne, biorazgradive i mogu se lako reciklirati Pri standardnim uvjetima
je nizak tlak pare u usporedbi s klasi¢nim organskim otapalima s visokim tlakom pare. Zbog
toga ionske kapljevine ne isparavaju sto ih Cini pogodnim otapalima za reakcije koje se izvode u
vakuumu ili pri visokim temperaturama. Ionske kapljevine imaju veliku sposobnost stvaranja di-
i polifaznih sustava, Sto olakSava njihovu izolaciju iz reakcijskog sustava. Isto tako, imaju dobru
sposobnost otapanja organskih i anorganskih otapala. Glavni faktor koji utjeCe na topivost i
mijeSanje je vrsta vezanog aniona ionske kapljevine. Takoder, imaju svojstva kiselina i luZina,
odnosno mogu biti proton donori i proton akceptori, ovisno o vezanom kationu ili anionu. Ionske
kapljevine su puno stabilnije i manje sklone otapanju kod visokih temperatura u usporedbi s
klasicnim organskim otapalima. Stabilnost ovisi o vezanom kationu ili anionu (Kudlak i sur.,
2015).

Kombinacijama razli¢itih kationa i aniona mogucée je sintetizirati ionske tekucine s razlicitim
kemijskim i fizikalnim svojstvima. Upravo zato se ionske tekucine opisuju kao dizajnirana
otapala jer se njihova svojstva mogu prilagoditi tako da odgovaraju zahtjevima nekog procesa.
Moguce je sintetizirati ¢ak 10'® ionskih tekuéina s razlicitim kemijskim i fizikalnim svojstvima kao
Sto su taliSte, gustoéa, topljivost, hidrofobnost, kiselost, viskoznost i indeks loma. Prvotna

ocekivanja od ionskih kapljevina bila su velika, i u tehnolosSkom smislu su opravdana, no neki
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parametri kao Sto su: slaba biokompatibilnost, problem razgradnje i odlaganja ionskih kapljevina
nakon provodenja procesa, njihova toksi¢nost te cijena sinteze otapala (koja je 5 - 20 puta veca
od sinteze organskih otapala) ne uklapaju se u nacela zelene kemije. Navedeni nedostaci u
nacelu se odnose na imidazolijeve i piridinijeve ionske kapljevine te je razvoj alternativnih
otapala posljednjih godina usmjeren ka prirodnim ionskim kapljevinama i eutektickim otapalima

koja su pokazala najveci potencijal u podrucju zelene kemije (Kudlak i sur., 2015).

Danas postoje tri generacija ionskih tekucina. Prvu generaciju ¢ine halogenaluminatne ionske
tekudine,a njihovi nedostaci su: higroskopnost, velika reaktivnost s organskim spojevima zbog
Cega je ograniCena njihova primjena. U drugu generaciji ubrajaju se najpopularnije i najvise
istrazene ionske tekucine sastavljene od 1,3dialkilimidazolijevoga prstena kao kationa i aniona
poput tetrafluorborata, heksafluorfosfata, trifluormetansulfonata. Anioni koji ne sadrze
halogenide Cine trecu generaciju ionskih tekucina. Ionske tekucine 2. i 3. generacije stabilne su

u vodi i na zraku.

Priprava ionskih teku¢ina moze se podijeliti u dva dijela:

1. stvaranje zeljenih kationa koji se mogu dobiti reakcijama kvaternizacije tercijarnih amina i
2. izmjena aniona reakcijama neutralizacije ili reakcijama metateze

Ionske kapljevine se predstavljaju kao zeleno otapala, ali ova klasifikacija ovisi 0 ionima
odabranim za stvaranje zadane ionske kapljevine. Detaljna procjena regeneracije tih kapljevina
je potrebna kako bi se potvrdila njihova prikladnost s zelenog glediSta. Primjena ionskih
kapljevina pokazala je uspjesna u ekstrakciji alkaloida, terpenoida, flavonoida, prirodnih boja i
lipida (Passos i sur., 2014).

Kao glavni problem uporabe ionskih kapljevina u organskim sintezama navodi se teska izolacija
produkta do koje dolazi zbog njihove nehlapljivosti. Stoga se provode ekstrakcije u dvofaznim
sustavima u kojima se opcenito rabe otapala kao Sto su dietil-eter ili neki alkani (Bogdanov,
2014).

Mnogi problemi ionski kapljevina mogu nadvladati dodavanjem vode koja smanjuje viskoznost i
omogucava proces ekstrakcije pri niskim temperaturama. Osim nize potrosnje energije, postoji i
smanjenje ukupnih troSkova otapala. Prisutnost vode kao glavnog sastojka otopine za
ekstrakciju moze takoder sprijeciti neke probleme s toplinskom degradacijom nekih spojeva s
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dodanom vrijednos¢u. Dakle, kad god je to moguce, vodene otopine ionski kapljevina trebaju
biti preferirani izbor, ali vazno napomenuti da neke ionske kapljevine sa fluoriranim grupama
nisu stabilni u vodi. U prisutnosti vode moze doci do hidrolize i formiraju fluorovodicnu kiselinu.
Ova reakcija dovodi do Stetnih ucinaka bilo u degradaciji ciline biomolekule ili u nepovratnom

gubitku kapljevine (Passos i sur., 2014).

3.4. Eutekticka otapala
Kako bi se rijeSio problem visoke cijene i toksi¢nosti ionskih otapala doSlo je do razvoja nove
Cetvrte generacije otapala pod nazivom duboke eutekticke smjese (engl. Deep eutectic solvents,
DES). DES-ovi se nazivaju otapalima 21. stolje¢a. Pojam eutektik oznacava smjesu od dviju
komponenti koja pri to¢no odredenom omjeru ima nize taliSte u odnosu na taliSte svake od tih
komponenti zasebno zbog novonastale vodikove veze. Opcéenito, DES-ovi koji se sastoje od
kvaternih amonijevih soli imaju najnize taliSte, i to u rasponu od 23 do 25 °C. Delokalizacija
naboja koja se javlja mijeSanjem donora i akceptora vodika dovodi do snizenja taliSta, odnosno
svojstva eutekti¢nosti. Kombiniranjem razlicitih akceptora i donora vodikovih veza, kreiraju se
eutekticka otapala to¢no zeljenih kemijskih i fizikalnih svojstava. Moguce je postiéi toc¢no Zeljenu
Lewisovu ili Bronstedovu kiselost, polarnost, viskoznost i tocku ledista(Cvjetko Bubalo,2016).
Na primjer, kada se ChCl i urea mijeSaju zajedno u molarnoj otopini od 1: 2, tocka smrzavanja
eutektike je 12 ° C, Sto je znatno nize od vrijednosti ChCl i ureje (talista ChCl i uree su 302 i 133
° C). Opcenito, DES-ovi s prijelaznom tockom nizom od 50 °© C su atraktivniji jer se mogu
koristiti kao jeftina i sigurna otapala u mnogim podruéjima (Zhang, 2012). Snizavanje
temperature taliSta ovisi o simetriji prisutnog kationa i o kemijskoj prirodi funkcionalnog boc¢nog
lanca. Uglavnom su to smjese nabijenog akceptora vodika (najceSce kvaterne amonijeve soli) i
donora vodika (npr. amini, Seceri, alkoholi, karboksilne kiseline) koji se medusobno vezu

vodikovim vezama.

Za pripravu DES-a najceSée sa kao donor vodika koristi kolin klorid (Ch), jeftina, biorazgradiva i
netoksi¢na kvaterna amonijeva sol, koju je odobrila Europska agencija za sigurnost hrane (engl.
European Food Safety Authority, EFSA) kao dodatak. Iako je kolin klorid najceS¢a amonijeva sol
koja se koristi u sintezi eutektickih otapala, zbog svoje jeftine cijene i biorazgradivosti, i mnogi
drugi halidi pogodni su za njihovo dobivanje. Iako su navedeni spojevi ionske prirode,

eutekticka otapala ipak se ne mogu u potpunosti smatrati ionskim spojevima jer se mogu
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pripremiti i iz neionskih spojeva. Pripravljena otapala Cesto su biorazgradiva, stabilnija, nisu
hlapljiva, manje su toksi¢na prema okoliSu i ljudima te je njihova izravna upotreba u proizvodniji
moguca bez dodatnog procis¢avanja. Pod pojmom stabilnosti smatra se mogucnost pripravljenih
istih da ostanu u tekucoj fazi dulje vrijeme, tj. da ne dolazi do pojave kristalnog taloga. U
sluaju organskih kiselina, za razliku od jabucne i limunske, jantarna kiselina neée tvoriti
tekucinu sa kolinijevim solima. Prisutnost dodatnih hidroksilnih i karboksilnih skupina u jabuc¢noj
i limunskoj kiselini omoguéava nastajanje vise vodikovih veza sa kolin kloridom, ¢ime se
omogucava formiranje stabilnog otapala. Uz kemijsku strukturu, na stabilnost vodikovih veza

veliki utjecaj ima i prostorni raspored skupina unutar molekula (Cvjetko Bubalo,2016).

Tablica 2. Vrste eutekticki otapala (Kudlak i sur.,2015)

Tip eutektickog otapala Sastav
TipI Metalna sol + organska sol
Tip II Hidrat metalne soli + organska sol
Tip III Organska sol + donor vodikove veze
Tip IV Metalna sol + donor vodikove veze

Vedina eutektickih otapala ima vecu gusto¢u od vode. Osim o temperaturi, gustoca je fizikalna
veli¢ina koja ovisi i 0 sadrzaju vode, te opada ukoliko se sadrzaj vode povecava. Molarni odnos
organske soli i donora vodikovih veza takoder ima utjecaj na gustocu eutektickog otapala. A
viskoznost eutektickih otapala relativno je visoka. Zabiljezene visoke vrijednosti viskoznosti
eutektickih otapala posljedica su prisutnosti velikog broja vodikovih veza medu komponentama
otapala, koje utjeCu na smanjenje slobodnog prostora izmedu tih komponenata. Nadalje, uz
prisutnu vodikovu vezu javljaju se i medumolekularne van der Waalsove sile koje takoder

uvjetuju visoku viskoznost (Tarnai, 2017).
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Slika 3. Fazni dijagram za zamisljenu smjesu dviju komponenata (Anonymous 3, 2012)

3.4.1. Priprema eutektickih otapala
Za razliku od ostalih generacija ionskih kapljevina, priprava eutektickih otapala je jednostavnija i
ekonomicnija te se mogu pripraviti na vise nacina: iz koncentrirane vodene otopine koja sadrZi
svaku komponentu, iz otopine jedne komponente u kojoj je druga disocirana ili iz krute
mjeSavine dviju komponenti koje se zagrijavaju do unaprijed odredene vrijednosti temperature
Kod priprave ovih otapala ne dolazi do kemijske reakcije ve¢ se komponente povezuju
vodikovim vezama tvoredi eutekticko otapalo. Sa stajaliSta zelene kemije vazno je spomenuti da

svi atomi supstrata se ugraduju u produkt pri ¢emu se ne stvara otpad.

NajéeS¢e se pripravljaju postupkom blagog zagrijavanja gdje se tocno odredena masa
komponenata izvaze te se s ili bez dodatka vode zagrijava uz mijeSanje na temperaturi do 100
°C, 30 do 240 minuta dok se ne formira bistra tekucina. Molarni omjer komponenata i
temperatura taljenja ovisi o kemijskoj prirodi komponenata eutektickog otapala. Vrijeme
potrebno za dobivanje tekuceg otapala iz krutih i tekucih komponenata takoder varira te se ono

mijenja s obzirom na tip komponenata i udio vode unutar otapala. Otapala istog kemijskog
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profila mogu se dobiti vakuum upravanjem ili liofilizacijom. Takoder, jedan od novijih nacina
priprave ukljuCuje primjenu ultrazvuka ili mikrovalnog zracenja. Iako se u ovim postupcima rabe
razliCiti mehanizmi prijenosa energije, ovi postupci omogucuju krace vrijeme priprave uz

smanjenje energetskih troskova.

U radu Cvjetka Bubala je prikazano da se priprava eutektickog otapala kolin-klorid:glukoza, u
molarnom omjeru 1:1 s 10 % vode (w/w) u ultrazvuéno — mikrovalnom reaktoru uz
istovremenu upotrebu ultrazvuka i mikrovalova moze znacajno ubrzati (viSe od 7x) te se
preporuca kao alternativna metoda pripreme ovih otapala. Taj reaktor omogucuje tri nacina
rada: vodenje postupka pod djelovanjem ultrazvuka, mikrovalnog zraCenja odnosno
istovremenom primjenom istih. Moguée ga je koristi za istrazivanje metoda i mehanizama
kemijskih reakcija, sinteza, pripreme materijala, predobrade uzoraka i drugo. Reakcije u ovom
uredaju odvijaju se u uvjetima niske temperature i normalnog tlaka Sto ne zahtjeva posebno
posude za njihovo odvijanje. Karakteristike uredaja ukljuCuju podesiv raspon energije

mikrovalova, te moguénost podesavanja temperature (Cvjetko Bubalo i sur.,2016).

3.4.2. Prirodna eutekticka otapala
Ukoliko se za DES koriste ishodiSne sirovine prirodnog porijekla, takvi se DES-ovi nazivaju
prirodnim eutektickim otapalima (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES). Komponente
od kojih se sastoje NADES-ovi su primarni metaboliti kao Sto su organske kiseline,
aminokiseline i Seleri. Zbog postojanja Sirokog spektra spojeva koji mogu tvoriti prirodna
eutekticka otapala, postoji i mogucnost dizajniranja njihovih fizikalno-kemijskih svojstava za
razliCite procese kao npr. otapalo ili zamjenski medij u podrucju sinteze, ekstrakcije, biokemije,

elektrokemije, kemijske i enzimske katalize, proizvodnji biodizela itd.

Polarnost NADES-ova pokriva velik raspon, te se mogu koristi za ekstrakciju velikog broja
spojeva. NADES-ovi koji kao komponente sadrze organske kiseline su najpolarniji, dok su
NADES-ovi sa sastavom aminokiselina manje polarni. Najmanju polarnost imaju NADES-ovi koji
sadrze Secere i polialkohole (Dai i sur., 2013). Cvjetko Bubalo i sur. proveli su istrazivanje u
kojem je za ekstrakciju antocijana koriSteno pet razlicitih NADES-ova (kolin-klorid:glicerol
(ChGly), kolinklorid:oksalna kiselina (ChOa), kolin-klorid:sorboza (ChSor), kolin-klorid:mali¢na
kiselina (ChMa), kolin-klorid:prolin:mali¢na kiselina (ChProMa). Najveca koli¢ina ekstrahiranih
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antocijana postignuta je kako slijedi: ChOa>ChMa>ChMaPro>ChGly>ChSor, tj. najboljim
otapalima pokazala su se NADES-ovi ChOa i ChMa, koji u sastavu imaju organske kiseline
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016).

Moguca je i primjena prirodnih eutekti¢nih otapala u farmaceutskoj industriji za ekstrakciju
prirodnih produkata. Buduéi da se u njima mogu otapati i polarni i nepolarni metaboliti, moze se
da ¢e se koristiti za ekstrakciju raznih prirodnih spojeva, a ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima
svakog pojedinog eutekti¢nog otapala. Primjerice, optimiranjem svih procesnih parametara
(viskoznost, polarnost, temperatura), dobiveni su visoki ekstrakcijski prinosi fenolnih spojeva
koriStenjem eutekti¢nih otapala u usporedbi s uobicajenim otapalima poput vode ili etanola.
Osim toga, kombiniranje eutekticnih otapala s bioaktivnim molekulama poput ibuprofena ili
mentola s biorazgradivim prirodnim polimerima i superkriticnim ugljikovim dioksidom, mogla bi
biti uCinkovita alternativa za razliCite biomedicinske primjene jer poboljSava otpustanje lijekova
(Cvjetko Bubalo i sur., 2016). NADES mogu djelovati kao otapala enkapsulirana u liposome za
lijekove koji nisu topljivi u vodi (npr. Paclitaxel) ili za spojeve koji su nestabilni u vodenom
mediju i kao medij za kemijske i biokemijske reakcije. NADES mogu igrati ulogu u svim vrstama
stanicnih procesa, objasnjavaju¢i mehanizme i fenomene koji su inace tesko razumljivi, kao Sto
je biosinteza malih molekula i makromolekula koje nisu topljive u vodi. Zelena kemija temeljena
na NADES-u vjerojatno je vrlo rano evoluirala u povijesti Zivih organizama i moze odrazavati
temeljnu komponentu kemije Zivota na zemlji, ¢ak i dopustajuci Zivim stanicama da prezive
ekstremne uvjete okoline kao Sto su susa, stres soli i visoke i niske temperature (Choi i sur.,
2011).

3.5. Glicerol
Glicerol se obicno proizvodi kao nusprodukt transesterifikacije triglicerida u proizvodnji prirodnih

derivata masnih kiselina. Ovi derivati se koriste u mnogim podrucjima od farmaceutskih i
prehrambenih industrija do alternativnih goriva, npr. biodizela, a time i proizvodnja glicerola
podize svoju cijenu. Osim toga, glicerol takoder obecava fizikalna i kemijska svojstva. Ima vrlo
visoku tocku vrenja i zanemariv pritisak pare; kompatibilan je s vedinom organskih i
anorganskih spojeva i ne zahtijeva posebno rukovanije ili pohranu. Glicerol, kao i druga polarna
organska otapala, omogucuje otapanje anorganskih soli, kiselina i baza, kao i enzima i
kompleksa prijelaznog metala, ali takoder otapa organske spojeve koji se slabo mogu mijesati u
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vodi i je neopasna. Razli¢ita hidrofobna otapala kao Sto su eteri i ugljikovodici koji se ne mogu
mijesati u glicerolu omogucuju uklanjanje proizvoda jednostavnom ekstrakcijom. Glicerol, koji je
neotrovna, biorazgradiva i reciklirana tekuéina proizvedena iz obnovljivih izvora, pokazuje slicna
svojstva kao ionska tekuéina i ima veliki potencijal da sluzi kao zeleno otapalo za organske
sinteze. Jedinstvena fizikalno-kemijska narav glicerola omogucuje jednostavno izdvajanje

proizvoda ekstrakcijom ili destilacijom zajedno s recikliranjem katalizatora (Wolfson, 2006).

Cinjenica da je glicerol slabo zapaljiv znadi da se ¢ak ne moze koristiti kao gorivo, a mnogi
smatraju otpadnim proizvodom. Jedan od ograni¢avajuc¢ih cimbenika je njegova visoka
viskoznost i visoka tocka vrenja Sto oteZava odvajanje vrsta filtriranjem ili destilacijom. Abbott i
suradnicu u svom su rad pokazali da dodavanjem ChCl u glicerol pridonosi znacajnom
smanjenju viskoznosti. To je zbog interakcija intermolekularnih vodikovih veza u glicerolu koje
su razbijene uz dodavanje ChCl, Sto rezultira manje uredenim sustavom. To takoder podupire
podatke o gustoci koji se smanjuju kad se dodaju ChCl (Abbott i sur., 2011).

3.6. Terpeni
Terpeni su velika grupa prirodnih spojeva opée formule (C5H8)n. Oni se dobivaju od
aromaticnih biljaka i zacina kroz postupak destilacije pare, pra¢en postupkom deterpenizacije.
Poznato je oko 30000 terpena, a osnovnu strukturu terpena izgraduje 2-metilbutanska jedinica
koja se Cesto naziva izoprenska jedinica (C5). Terpeni se Cesto nazivaju i izoprenoidi. U prirodi,
terpeni su uglavnom ugljikovodici, alkoholi i njihovi glikozidi, eteri, aldehidi, ketoni, karboksilne

kiseline i esteri.

Terpeni bi mogli biti uspjeSna zamjena za otapala nafte, kao Sto su diklorometan, toluen ili
heksan, za ekstrakciju prirodnih proizvoda. U usporedbi s n-heksanom kao otapalom terpeni
imaju slicne molekulske mase i strukture za supstituciju n-heksana. Parametri topljivosti otapala
proucavani su pomocu Hansenovih parametara topljivosti (HSPs). HSPs su razvili Charles M.
Hansen i pruzaju nacin opisivanja otapala prema prisutnos¢u nepolarnih, polarnih i vodikovih
veza.. Ukupno ponasanje otapala karakterizirano je s tri pojma: energija iz disperzijskih veza
izmedu molekula; energija iz dipolarne intermolekularne sile izmedu molekula; i energija iz
vodikovih veza izmedu molekula. N-heksan i terpeni imaju slicne vrijednosti triju tih pojmova, te
s ove tocCke gledista, terpeni su jednako ucinkoviti kao heksani za otapanje ulja. Medutim, s

obzirom na njihove dielektricne konstante, terpeni su manje polarni i imaju vece disocijacijsku

20



snage od n-heksana. Takoder,terpeni imaju veéu temperaturu vreliSta od n-heksana, pa su

manje zapaljivi i opasni.

Nedostatak koristenja terpena je njihova visoka viskoznost i gustoca, kao i veca potrosnja
energije Sto se odnosi na oporavak otapala isparavanjem zbog njihovog viseg vrelista (155 ° C i
176 ° C) i viSe entalpije isparavanja (37-39 kJ / mol) u usporedbi s n-heksanom (Tv= 69 ° C,
AH = 29,74 kJ / mol).

NajcéeS¢e koristeni terpeni kao otapala vijerojatno su d-limonen koji predstavlja glavni
nusproizvod industrije agruma. Drugi monoterpen koji je zanimljiv kao alternativno otapalo je
pinen. On predstavlja glavni sastojak kod veéine Cetinjaca i komponenta ulja dobivenih od liséa,
kore i drveta Siroke raznolikosti biljaka poput ruzmarina, perSina, bosiljka, jabuka i ruza.
Terpentina je nusproizvod drvne i papirne industrije; godiSnja proizvodnja u svijetu iznosila je
vise od 130-150.000 T / god, Sto ga Cini obilnim proizvodom. Terpentin je smolna izlucevina
crnogoricnih drveca(Boutekedjiret i sur., 2014). Para-cimena je aromatski ugljikovodik koji se
Siroko rasprostranjen u uljnim listovima. To je vazan proizvod i dragocjeni intermedijar u
kemijskoj industriji. Medu ostalima, koristi se kao otapalo za boje i lakovi, kao medij za prijenos
topline, kao aditiv u mirisima i parfemima, i kao maskiranje mirisa za industrijske proizvode
(Tanzi isur,.2012).

Lhdd PQ YT

isoprene w-pinene [-pinene A-carene d-limonene camphene myrcene
7
NG

(-phellandrene  sabinene  a-terpinene  ocimene a-thujene terpinolene --terpinene

Slika 4. Kemijske strukture nekih terpena (Anonymous 4, 2018)
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Tanzi i suradnici opisali su zelenu i originalnu alternativnu proceduru za vadenje ulja iz
mikroalgi. Ekstrakcije su provedene koristenjem terpena dobivenih iz obnovljive sirovine kao
alternativna otapala umjesto opasnih naftnih otapala. Metoda rada sastojala se od dva koraka
uz koriStenje Soxhlet ekstrakcije nakon cega je slijedilo uklanjanje otapala iz medija upotrebom
destilacije Clevenger. Ekstrakcija ulja iz mikroalgija je mnogo tezi problem od izvlacenja ulja iz
uljarica. Mikroalgi su jednostanicni organizmi s ekstremno teskim stani¢nim stjenkama koje
mogu biti teSko poremetiti. NajéeS¢e su tehnike za ekstrakciju lipida iz mikroalgama uporaba
kloroforma, metanola ili heksana kao otapalu ili Soxhlet ekstrakcija. Ti zapaljivi i toksicni
organska otapala uzrokuju Stetne ucinke na zdravlje i okolis, tako da su u tom radu d-limonene,
a-pinene i para-cimena koristeni kako bi se zamijenio ta nepozeljna otapala te su se dokazala
kao zelena, Cista i ucinkovita otapala. Nakon ekstrakcije videna je na mikroskopu jaca
degradacija membrana stanice mikroalgi za ekstrakciju s terpenom, neko s heksanom sto je

pokazuje da su terpeni ucinkovitija otapala (Tanzi i sur., 2012).

3.7 Biljna ulja
Na temelju nacela Zelene kemije i zelenog inzenjerstva, bilijna ulja mogu postati idealno
alternativno otapalo za ekstrakciju spojeva za prociS¢avanje, obogacivanje ili ¢ak sanaciju
oneciscenja. Prirodna ulja iz biljnih izvora dobro su poznata zbog njihovih prehrambenih i
funkcionalnih svojstava protiv nekih bolesti i mikroorganizama. Aromatske biljke su od davnina
koriStene u mnogim podrucjima, od prehrambenog do kozmetickih i farmaceutskih proizvoda
zbog njihovog sadrzaja eteri¢nih ulja i drugih bioaktivnih supstanci. U novije doba postoji sve
veéi interes za obogacdivanje biljnih ulja s biljem ili zacinima kao izvorom prirodnih
antioksidansa. Etericna ulja su kompleksne smjese kemijskih razli¢itih kemijskih spojeva,
izolirane iz aromati¢nih biljnih vrsta. Pohranjena su u morfoloski diferencijalnim spremnicima,
koji su lako prepoznatljivi i Cija je anatomska grada svojstvena cijelom rodu ili porodici. Eteri¢na
ulja su smjese velikog broja kemijskih spojeva, sastoje se od 20 do 200 razli¢itih spojeva.
Ljekovita djelovanja etericnih ulja su antibakterijska, antivirusna, antifungalna, antiparazitska,
protuupalna, analgetsko i sedativno. Etericna ulja imaju karakteristican miris, topivi su u
lipofilnim otapalima, slabo su topiva u vodi i uglavnom su laksa od vode (specifi¢na tezina je od
0,84 do 0,88). Tocka vrelista eteric¢nih ulja je od 150°C do 300°C i opticki su aktivna. Sadrze

lako hlapljive aromati¢ne spojeve karakteristicne za svaku zacinsku biljku.
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Vedina laboratorijskih istrazivanja dokazala je dobru otapaju¢u snagu biljna ulja, kao i bolju
organolepticku kvalitetu i oksidativhu stabilnost. Biljno ulje je izvanredno dobro otapalo za
Siroku paletu spojeva aroma hrane. Selektivnost biljna ulja ovise o njihovim tipovima i sastavu.
Oni se koriste kao otapala koji pripadaju biorazgradnoj klasi otapala, koja pruzanju pozitivan
utjecaja na okolis i zdravlje (nema emisije hlapivih organski spojevi, biorazgradivi su i
netoksicni). Biljna ulja su nepolarni lipofilni sustavi Cija se sastav znacajno razlikuje ovisno o
njihovom porijeklu, kvaliteti i metodama iz kojih oni su dobiveni. Paradoksalno polarni ili
su biljna ulja dok nepolarni ili lipofilni antioksidanti s niskim HLB vrijednostima imaju tendenciju

da budu topljiviji u polarnim medijima kao Sto su emulzije ulje-voda (Yara Varon i sur., 2017).

Ekstrakcija karotenoida obi¢no se postize organskim otapalima koji stvaraju velike prinose
ekstrakcije. Medutim, kao Sto je vec reCeno ta su otapala Stetna. U tom je kontekstu Chermat i
suradnici uspjeSno su proveli upotrebu biljnih ulja za ekstrakciju karotenoida, te soje i
maslinovog ulja kao suotapala, Sto je rezultiralo od dva do Cetiri puta vedim prinosom.
Dobivanje karotenoida takoder je provedeno koristenjem ulja suncokreta kao sredstvo za
ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom. Taj je postupak usporeden s uobitajenom ekstrakcijom
koristeCi heksan kao otapalo. Istrazivanja su pokazala da ultrazvuCna ekstrakcija koja koristi
suncokretovo ulje kao otapalo daje karotenski prinos od 334,75 mg / L, u samo 20 minuta, dok
koristenje heksan kao otapalo daje malo manji prinos (321,35 mg / L) u 60 min. Biljna ulja su
tako pokazala su svoju ucinkovitost u zadrzavanju visoke koncentracije karotenoida pod
optimalnim uvjetima bez ikakvog gubitka ili razgradnje karotenoida, ili promjena u profilu
masnih kiselina ulja (Chemat u sur., 2014). Tako biljna ulja mogu biti jedno od rjeSenja koja
dolaze iz proSlosti i djeluju kao buduénost CovjeCanstva kao ekoloSka i ekonomska alternativa

nafte i opasnih otapala.
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4. NE-TOPLINSKE EKSTRAKCIJE

U posljednje vrijeme mnoga su istrazivanja prehrambenih industrija usmjerena na razvoj novih,
blazih, ne-toplinskih tehnika obrade hrane kao Sto su ne-toplinske plazme, pulsirajuce elektri¢no
polje, visoki hidrostatski tlak te ultrazvuk visokog intenziteta. SaCuvani i unaprijedeni, aroma,
okus, miris, vizualni izgled, boja, teksturalna i nutritivna svojstva samo su neke znacajke na taj
nacin obradene hrane. Zajednic¢ko je svim ovim tehnikama da se obrada materijala odvija na
sobnoj temperaturi, odnosno da dolazi do neznatnog poviSenja temperature kao posljedice
obrade te da sam proces traje kratko i to od jedne do deset minuta. Nove ne-toplinske tehnike
omogucavaju provedbu ekstrakcije bioaktivnih tvari bez primjene organskih otapala pri ¢emu se

kao otapalo moze koristiti voda ili neka druga ve¢ spomenuta zelena otapala.

4.1, Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Paralelno s razvojem ultrazvuka niskog intenziteta koji se koristi kao analiticka metoda razvio se
i veliki interes za upotrebu ultrazvuka visokog intenziteta pri obradi hrane pri ¢emu se najcesce
koriste frekvencije ultrazvuka od 16 do 100 kHz. Pri nizim frekvencijama energija ultrazvuka u
tekuéim sustavima izaziva kavitacije koje mogu dovesti do znacajnih fizikalnih i kemijskih
promjena u sustavu. Zvucno podrudje cini infrazvuk (0 — 16 Hz), zvuk (16 Hz — 20 kHz) i

ultrazvuk (vise od 20 kHz) ,a za titranje frekvencija visih od 10° Hz koristi se naziv hiperzvuk.

Opcenito, ultrazvuk ima dvije glavne primjene u prehrambenoj industriji: pri niskim
intenzitetima (nize od 1 W/cm? ) i visokim frekvencijama se koristi kao analiticka metoda, te pri
visokim intenzitetima (viSe od 1 W/cm? ) i niskim frekvencijama moZe se koristiti pri razlicitim
procesima u obradi hrane. Ultrazvucni valovi slicni su zvucnim valovima u ¢ujnom podrucju, ali
imaju frekvencije vise od 16 kHz pa ih ljudsko uho ne moze Cuti. Tijekom obrade materijala
ultrazvukom visokog intenziteta, kada zvucni val dode do tekuce sredine, nastaju longitudinalni
valovi pri ¢emu dolazi do naizmjenicnih ciklusa saZimanja i ekspanzije. Ovo naizmjeni¢no
izmjenjivanje tlaka izaziva kavitacije pri ¢emu se formiraju mjehurié¢i plina u materijalu. Ovi
mjehuri¢i imaju vecu povrSinu tijekom ekspanzijskog ciklusa Sto povelava difuziju plina
uzrokujuci ekspanziju mijehuri¢a. Kada energija ultrazvuka nije dovoljna da bi se zadrzala
plinska faza, u mjehuri¢u dolazi do brze kondenzacije. Ove kondenzirane molekule sudaraju se
velikom brzinom pri ¢emu nastaju Sok valovi. Ovi Sok valovi uzrokuju vrlo visoke temperature

(do 5500 K) i tlakove (do 100 MPa). Sposobnost ultrazvuka da izazove kavitacije ovisi o
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karakteristikama ultrazvuka (frekvenciji, intenzitetu), svojstvima proizvoda (viskoznosti, gustoci i

povrsinskoj napetosti) i okolnim uvjetima (temperaturi, tlaku i vlaznosti).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom moze se izvesti pomocéu ultrazvucéne kupelji ili
ultrazvucne sonde. Ultrazvucna kupelj je najéeSée poznat tip ultrazvucnog uredaja koji se
obi¢no sastoji od spremnika od nehrdajuceg Celika s jednim ili viSe ultrazvucnih pretvornika.
Ultrazvucne kupke obi¢no rade na frekvenciji od oko 40 kHz i moguca je kontrola temperature.
Oni su lako dostupni, dostupni i veliki broj uzoraka moze se istodobno lijeciti. Medutim, u
usporedbi s sustavima sonde, slaba produktivnost i niska snaga ultrazvuka glavni su nedostaci.
Visoke ultrazvucne sonde opcenito su preferirane za ekstrakcijske primjene. Oni obi¢no rade na
oko 20 kHz i koriste pretvornu napravu sonde koja je uronjena u reaktor, sto rezultira direktnom
isporukom ultrazvuka u sredstvu za ekstrakciju s malim malim ultrazvucnim gubitkom energije.
Postoji nekoliko izvedbi sondi s razli¢itim duljinama, promjerima i geometrijama vrha. Selekcija
sonde se vrsi u skladu s primjenom i koli¢inom volumena uzorka. Intenzitet ultrazvuka kojeg
probni sustav isporucuje u tekuci medij inducira brzo povelanje temperature u reaktoru.
Potrebno je hladenje reaktora dvostrukim plastom. Proizvodaci opreme fokusiraju se na
projektiranje uredaja koji ukljucuju specificne operativne znacajke kao Sto je kontinuirani nacin
rada. Oprema se uglavnom sastoji od stakla ili reaktora od nehrdajuceg cCelika, kroz koji se

mjeSavina pumpa pod atmosferskim ili visokim pritiskom (Chemat i sur.,2016).

Mehanizam ultrazvucne ekstrakcije ukljucuje unistavanje biljnog tkiva ultrazvuénim valovima
koji putuju unutar biljnih stanica kao mehanicke vibracije i uzrokuju ekspanzijske i kompresijske
cikluse tijekom kretanja kroz ekstrakcijski medij. Ovi mehanicki i termicki efekti uzrokuju
degradaciju stanicnih stijenki, oslobadanje stani¢nih sadrzaja, veéi prodor otapala u biljni
materijal, povecanje prijenosa mase i time povecanje prinosa polifenola. Prema rezultatima
prethodnih publikacija, udio polifenola u biljnim ekstraktima dobivenim ekstrakcijom uz pomoc
ultrazvuka bio je veéi kao povecanje odnosa krutog / tekuceg. To bi se moglo objasniti
mehanizmom ultrazvucnih valova koji stvaraju promjene u materijalima, povecavaju brzinu
prijenosa, a time i brzu zasi¢enost tekuéine. Stoga povecanje odnosa ¢vrstog / teku¢eg dovodi

do spreCavanja zasi¢enja ekstrakcijskog medija i povecanja polifenolnih sadrzaja u ekstraktima.
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Prednosti ultrazvucne ekstrakcije ukljucuju:

e povecanje prinosa ekstrakcije

e poboljSanje kakvoce ekstrakta

e brza kinetika (vazno svojstvo za industrijske potrebe)
e ultrazvucni instrument ima nizu cijenu

e moZe se upotrijebiti za prerada razlicitih bioloski aktivnih fitokemikalija
Nedostaci ekstrakcije s pomoc¢nim ultrazvukom su:

¢ razgradnja antioksidacijskih polifenolnih spojeva

e ucinci ultrazvucnih valova na prinos polifenola i kinetiku ekstrakcije ovise o svojstvima
biljnog materijala

e prisutnost vecée koli¢ine biljne Cestice doprinose slabljenju ultrazvucnog vala, Sto rezultira
ograniCavanjem aktivnog dijela ultrazvuka unutar zone koja se nalazi u blizini

ultrazvucnog odasiljaca

Vrlo visok prinos polifenola u ekstraktima dobivenim ultrazvuénim ekstrakcijom i kraéim
ekstrakcijskim vremenom, u usporedbi s tradicionalnim tehnikama ekstrakcije, pokazano je u
nekoliko studija. Stoga se ultrazvucno ekstrahiranje moze predloziti kao ucinkovit i brz postupak

ekstrakcije bioaktivnih polifenola iz razlicitih biljnih materijala (Jovanovic i sur.,2017).

Transducer

Ultraseund
Generator
D ,h-demh of probe inliquid
® @
T ¥ Ja:ketledglass beaker

Slika 5. Shematski prikaz i oprema ultrazvuc¢no potpomognute ekstrakcije (Molina i sur., 2016)
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4.2. Ekstrakcija pomocu visokog hidrostatskog tlaka

Koristenje visokih hidrostatskih tlaka (HHP) za preradu hrane je pronasla povecane primjene u
prehrambenoj industriji. Jedna od prednosti ove tehnologije je to Sto zbog ne povisenja
temperature, senzorske i nutritivne vrijednosti proizvoda ostaju gotovo nepromijenljive, ¢ime se
dobivaju proizvodi bolje kvalitete od onih obradenih tradicionalnih metoda. HHP ima sposobnost
inaktivacije mikroorganizama kao i enzima odgovornih za skracivanje zivotnog vijeka proizvoda.
Tako da dolazi do promjena u stanicnoj strukturi i stjenci mikroorganizama, ali nema utjecaja na
male molekule poput vitamina, komponenti okusa i mirisa i dr. Osim produljenja roka trajanja
prehrambenih proizvoda, HHP moze modificirati funkcionalna svojstva komponenata kao Sto su

proteini, Sto zauzvrat moze dovesti do razvoja novih proizvoda.

Koriste se vrlo visoki tlakovi, od 1000 do 8000bara . U primjeni visokog hidrostatskog tlaka, tlak
djeluje kvazitrenutno i homogeno na prehrambeni material neovisno o veliCini i obliku
materijala, za razliku od npr. toplinske obrade (npr. pasterizacije) namirnica gdje su najvise
izloZeni vanjski slojevi. Primjenom tako visokog stvaranju se velike razlike izmedu unutarnje i
vanjske strane staniéne membrane Sto omogucuju prodiranje u stanicu uzrokujuéi razaranje
stanicnih komponenti. Osim toga, deformacija stanica i denaturacija proteina smanjuju

selektivnost stanica i povecavaju prinos ekstrakcije (Shahid i sur.,2015).

Zhang i Ma u svojom je radu ektrakciju pomodéi visoka hidrostatska prikazao kao djelotvornu
metodu za ekstrakciju antocijana iz borovnice. Omjer tekuce/ Cvrsto, koncentraciju etanola i

jacina pritisaka pokazala se da ima znacajan ucinak na prinos antocijana (Zhang i Ma, 2017).

4.3. Ektrakcija potpomognuta pulsirajuc¢im elekticnim polje

Procesiranje pulsiraju¢im elektricnim poljem znaci primjenu elektricnog polja napona izmedu 12
i 80 kV/cm u kratkim pulsevima (1 - 100 us) na prehrambeni proizvod koji je smjesten u komori
izmedu dviju elektroda. Proces traje manje od 1 sekunde i provodi se na sobnoj temperaturi.
Gubici energije zbog zagrijavanja proizvoda su minimalni, dok je kakvoca proizvoda znatno
oCuvana u usporedbi s konvencionalnom toplinskom obradom. Tehnologija primjene
pulsirajuceg elekticnog polja ukljuCuje stvaranje elekticnog polja visokog intenziteta, izvedbu
komore koja omogucuje jednoli¢nu obradu proizvoda uz minimalno zagrijavanje i elektrodu s
minimalnim ucinkom elektrolize. Jako elekticno polje se postize pohranom velike koli¢ine

energije u kondenzator (odnosu seriju kondenzatora) iz izvora jednosmjerne struje, koja se
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otpusta u obliku pulseva visokog napona. Ovaj je proces energetski znatno ucinkovitiji nego oni
toplinski, pogotovo u slucaju kada se primjenjuje kontinuirani sustavu. Pulsirajuce elektricno
polje se moze primijeniti u vidu eksponencijalno padajucih ili pravokutnih valova, bipolarnih ili
osciliraju¢ih pulseva. Pulsevi pravokutnih valova imaju veci letalni i energetski ucinak nego oni

eksponencijalnog oblika.

Pulsirajuce elektrino polje pokazalo se efikasnim za uniStenje mikroorganizama. Mehanizam

djelovanja nije potpuno razjasnjen, ali se pretpostavlja da dolazi do:

e razaranja stanic¢ne stijenke mikroorganizma

e produkti elektrolize ili stvoreni slobodni radikali iz pojedinih sastojaka namirnice
unistavaju mikroorganizme

e induciraju se reakcije oksidacije i redukcije unutar stani¢ne strukture Sto ostecuje
metaboliticke procese

e oslobodena toplina nastala transmisijom inducirane elektricne energije uniStava

mikroorganizme

Elektorporacija je pojava u kojoj se izlaganjem pulsevima elektricnog polja visokog napona
destabilizira lipidno-proteinski medusloj stanicnih stijenki, koje postaju propusne za male

molekule, Sto uzrokuje bubrenje i eventualno kidanje stijenke (Lovri¢, 2003).

Studija su pokazala znacajnu ulogu poboljSanje ekstrakcije fenola (sadrzaj antocijana i tanina),
intenzitet boje i aktivnost uzoraka tijekom fermentacije crvenog vina nakon primjene ekstakcije
s pulsirajuéim elektri¢nim poljem i toplinske obrade (20%). Osim toga, Delsart i sur. odredili su
prisutnost fenolnih spojeva iz Merlot grozda i ucinka takve ekstakcije na fermentacijski proces
ove sorta grozda i pripadajuce karakteristike vina. Rezultati sugeriraju da ekstrakcija s
pulsirajuéim elektricnim poljem ima velike prednost u odnosu na klasi¢ni prosec te da nema

gubitka kvalitete proizvoda (Molina i sur., 2016).
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5. ZAKLJUCAK

Ideja zelene kemije usmjerena je na zamjenu najcesce koristenog otapala s zelenim otapalima,
Sto rezultira smanjenim utjecajem na okoliS. Prednosti takvih otapala je visoka mo¢ otapanja,
netoksicnost, te da su biorazgradivi i nezapaljivi. PronalaZenje prikladnog otapala koje je
ekoloski pozeljno moze biti izazov, buduci da se moraju uskladiti s potrebnim kriterijima procesa
kako bi se ukljucili moguéi problemi s topljivostima, inertnost prema kemikalijama, trosak,
sigurnost rukovanja i zastita okoliSa i zdravlja. Naj¢eSce koriStena tzv. zelena otapala su voda,
etanol, superkriticni CO, i eutekticka otapala koji su se pokazali kao izvrsna zamjena za
nepozeljna klasi¢na otapala, a i mnoga druga otapala se tek istrazuju kao potencijalno prikladna
alternativna otapala. Danas se zelena otapala sve ¢eSée istrazuju i primjenjuju u ekstrakcijama
potpomognutim inovativnim tehnika kao Sto su ultrazvuk, obrada visokim pritiskom, pulsiraju¢im
elektri¢nim i magnetskim poljem. Prema raznim istraZivanjima moze se zakljuciti da se takve ne-
toplinske tehnike mogu upotrijebiti za razli¢ite biolosSke komponente, te da poveéavaju prinos
ekstrakcije, poboljSavaju kakvocu ekstrakta i skracuju vrijeme procesa, a zbog kratkog vremena

uvelike se Stedi energija i troSkovi.
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Zadnja stranica zavrsnog rada
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Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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