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1. UvoD

Tisu¢ama godina Covjek koristi razlicite biljne vrste za ublazavanje ili ljeCenje bolesti, a
poznato je da sadrze brojne bioaktivhe komponente koje imaju potencijalnu upotrebu u medicini.
Bioaktivne komponente ljekovitog bilja pripadaju razli¢itim skupinama kao Sto su: alkaloidi,
steroidi, tanini, glikozidi, hlapljiva ulja, smole, fenoli, flavonoidi koji su smjesteni u specifi¢nim
dijelovima biljaka kao Sto su: list, cvijet, kora, siemenke, plod, korijen itd. (Tonthubthimthong i
sur., 2001).

Biljni materijal kao izvrstan izvor bioaktivnih spojeva ima velik potencijal primjene u
razlicitim segmentima: kao dodaci prehrani, poboljSivaci okusa, farmaceutski ljekovi ili direktno u
medicinske svrhe. Ovakva upotreba biljaka ima dugu povijest Sirom svijeta te se tijekom stolje¢a
razvijaju bolje metode za pripremu takvih materijala. Danas postoji sve veci interes za prirodne
lijekove kao nadomijestak lijekovima koji se koriste u klasi¢noj medicini. Ljekovito i aromatsko
bilje predstavlja neiscrpan izvor sirovog materijala za farmaceutsku, kozmeticku i prehrambenu
industriju te se koristi sve ¢eSce u agrokulturi za suzbijanje Stetocina (Rice, 1995).

Farnsworth i sur. (1985) u svojim istrazivanjima identificirali su 119 sekundarnih biljnih
metabolita koji se koriste kao lijekovi. Od 225 lijekova koji se smatraju bitnim i nheophodnim od
strane Svijetske Zdravstvene Organizacije (WHO), njih 11% se dobiva od biljaka (Evans, 2002).

Biljni materijal se moZe preradivati na razlicite nacine ovisno o tome sto je ciljani finalni
proizvod. Jedan od nacina prerade je suSenjem, proizvodnja biljnih ekstrakata, izolacija etericnih
ulja i sl.

Ekstrakcija je jedan od Cesto koristenih postupaka za izdvajanje i koncentriranje odredenih
sastojaka iz biljnih i Zivotinjskih tkiva pomocéu selektivnih otapala primjenom standardnih
procedura. Takve tehnike odvajaju topljive biljne metabolite pri ¢emu zaostaju netopivi stanicni
sastojci (Handa i sur., 2008). Razlikujemo tekuce, guste i suhe ekstrakte koji imaju primjenu u

prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Povijest razvoja biljnih ekstrakata

Biljni ekstrakti vazne su komponente tradicionalne medicine i njihova upotreba prati
povijest Covjecanstva, ne samo kod lijecenja bolesti nego i kod kuhanja, religioznih rituala pa ¢ak
i u procesu mumifikacije. Zapisi stari preko 4000 godina spominju biljke kao Sto je mak (Papaver
somniferum), Ciji su se alkaloidi koristili kao narkotici te velebilje (Atropa belladonna), Ciji se tekuci
ekstrakt koristio za proSirenje zjenica (koje su se tada smatrale simbolom ljepote) i proizvodnju
otrova. Morfij, koji proizlazi iz otrova ekstrahiranog iz maka danas se koristi kao narkotik, dok se
atropin i scopolamin izolirani iz beladone koriste u oftalmologiji (Rizzo i sur., 2008). Zapisi o biljnim
ekstraktima datiraju unazad 2000 godina kada su eteri¢na ulja prvi puta dobivena destilacijom.
Nakon 13. st. p.n.e. kemicari su zapoceli sa proizvodnjom etericnih ulja, a njihova farmaceutska
svojstva opisivala su se u farmakopejama (Burt, 2004).

De La Croix (1881) prezentirao je prvi rad o antibakterijskim svojstvima biljnih ekstrakata
i upotrebu etericnih ulja za poboljSanje okusa hrane. Zbog pojave antibiotika proizvedenih
bakterijskom fermentacijom 1945.godine dolazi do znatnog smanjenja istrazivanja o ljekovitom
bilju i upotrebi biljnih ekstrakata (Cowan, 1999). Devedesetih godina proslog stolje¢a zbog
zabrane koristenja nekih antibiotika i povecanja javnog trenda koristenja prirodnih proizvoda
dolazi to ponovne pojave biljnih ekstrakata kao alternativnih zamjena za razne lijekove (Rizzo i
sur., 2008).

2.2, Biljni ekstrakti

Biljni ekstrakti se mogu definirati kao sastojci dobiveni razlicitim postupcima ekstrakcije iz
svjezeg ili susenog bilja, ili dijelova biljaka kao Sto su: liS¢e, cvijetovi, siemenke, korijen i kora.
Aktivni sastojci dobiveni su zajedno sa ostalim materijalom prisutnim u biljnoj masi (Vinatoru,
2001).

Biljni ekstrakti se dobivaju tako Sto se usitnjeni dijelovi biljke, uglavnom suhe, dovode u
kontakt sa otapalom za ekstrakciju u odgovarajuéem uredaju (ekstraktoru). U sljedecoj fazi
procesa nastaje meduproizvod (miscella, eluat) koji se odvaja od ostatka biljne droge. Ako se u
procesu ekstrakcije koriste tekuca otapala (etanol ili smjesa etanola i vode, masna ulja i sl.) nakon
filtracije se dobiva tekuci ekstrakt. Kao rezultat procesa ekstrakcije moze se dobiti i suhi ekstrakt,

ako se od faze miscelle nastavi proces uparivanja u vakuum uparivacu. U ovoj fazi nastaje gusti



ekstrakt od koga se daljnjim procesom susenja na odgovarajuéi nacin dobiva suhi ekstrakt (Savic,
2014).

2.2.1. Podjela biljnih ekstrakata

Smisao ekstrakcije je koncentriranje bioloski aktivnih tvari i razdvajanje od onih koje
smatramo balastnima ili manje bitnim za djelovanje. Ekstrakti se mogu podjeliti prema
adekvatnosti za uporabu, prema tipu otapala koje koristimo, prema tehnologiji (postupku) te

prema konzistenciji (Savi¢, 2014).

2.2.1.1. Podjela prema uporabi

S obzirom na kona¢nu namjenu, postoje tri grupe ekstrakata:

1. Ekstrakti kao konacni ljekoviti oblici- pogodni za koristenje odmah nakon priprave
poput infuza, dekokta, tinktura, glicerolnih ekstrakata, SIPF i uljnih macerata. Kod
takvih ekstrakata dozvoljena su samo netoksi¢na otapala- voda, etanol, glicerol te
biljne ili Zivotinjske masnoce (lipidi).

2. Ekstrakti kao meduproizvod - ovi ekstrakti najéeSée sluZze kao poluproizvod te se
preraduju u suhe ekstrakte. To mogu biti vodeni i vodeno-etanolni ekstrakti, ali i oni
dobiveni otapalima koji nisu dozvoljeni za dobivanje finalnih ekstrakata, poput
metanola, etil-acetata, acetona i sli¢nih otapala.

3. Ekstrakti koji su pogodni za uzimanje, ali se moraju formulirati u odredeni ljekoviti

proizvod poput tablete ili kapsule (Anonymous 1).

2.2.1.2, Podjela prema postupku ekstrakcije
Najstariji nacin dobivanja ekstrakata je klasicha maceracija, gdje se biljni materijal
jednostavno ostavi u otapalu uz povremeno mijeSanje i eventualno grijanje. Razvitkom

tehnologije razijeni su razliCiti postupci ekstrakcije.

Vodeni ekstrakti i macerati

Vodeni ekstrakti su prikladni za biljke koje sadrze aktivne tvari koje se otapaju u vrucoj
vodi. To su, primjerice, biljke sa sluzima, te neke droge s mineralima, flavonoidima, kumarinima
i slicnim spojevima. Nezaobilazni su ljekoviti oblici koji se koriste u lije¢enju bolesti urogenitalnog,

probavnog i diSnog sustava.



Vodeni macerati pripremaju se od biljaka koje sadrZe aktivne tvari osjetljive na toplinu, te
se ekstrahiraju u mlakoj vodi. Opéi je princip da se biljna tvar ostavi stajati u mlakoj vodi kroz
neko vrijeme, obi¢no 15-60 minuta, no ponekad i duze.

To su najcesce droge sa sluzima, odnosno biljke poput korijena bijelog sljeza, sjemenki
piskavice, sjemenki lana i psiliuma. U modernoj fitoterapiji, maceracija vodom na sobnoj
temperaturi zadrzala se uglavnom za ljekovite bilike koje sadrze grupu spojeva koju nazivamo
sluzima. Vodeni macerati idealni su upravo za droge sa sluzima, jer su same sluzi vrlo Ceste
nestabilne na poviSenoj temperaturi. Primjerice, grupa autora pokazala je kako su sluzi korijena
bijelog sljeza stabilni na temperaturi do 65 °C.

Stoga je vrlo je bitno da takve biljke udovoljavaju propisima Europske farmakopeje za
Cajeve koji se ekstrahiraju bez zagrijavanja — Mikrobioloska kvaliteta biljnih medicinskih proizvoda
za oralnu upotrebu 04/2010.:50108 (Anonymous 2).

Tinkture

Tinkture su alkoholni ekstrakti biljnih droga dobivenih maceracijom u smjesi etanola i vode
(npr. 40/60%). Vrijeme maceracije je izmedu tjedan i mjesec dana, nakon ¢ega se svjeza tinktura
odvaja od biljnog materijala i ostavi odlezati joS neko vrijeme kako bi se istalozile balastne tvari.
Tinktura se tada filtrira i Cuva na tamnome mjestu (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Tinkture se Cesto dodaju u sirupe, same ili zajedno s vodenim ekstraktom. Primjerice,
tradicionalni sirup od timijana u 100g sadrzi 15g tinkture timijana. U ovom je slucaju tinktura, a
ne vodeni ekstrakt, aktivna tvar sirupa. U tradicionalne sirupe zna se dodavati i tinktura slatke

narance kao korigens okusa koje uz sirupus simplex ili med korigira okus sirupa (Anonymous 2).

Infuzi

Infuzi su najcesdi ljekoviti oblici koji se pripremaju u svakom domu i zovemo ih “¢ajevima”.
Pripremaju se najceSce od listova, cvjetova te zeleni (herba) mekih zeljastih biljaka, te ponekad
od plodova. Neki od poznatih primjera su infuzi lista ljekovite kadulje, medvjetke, breze i koprive,

cvijet rimske i njemacke kamilice te sljeza, zelen zlatnice (Paradikovi¢, 2014).

Dekokti
Dekokti se pripremaju od tvrdih dijelova biljke, stoga je za proces ekstrakcije aktivnih tvari

potreban robustniji nacin ekstrakcije. Biljni materijal se kuha (otud i naziv dekokt), 5-15 minuta.



Dekokti se spravljaju najéesce od droga poput korijena Cicka, maslacka i koprive, kore krkavine,

ali i nekih zeljastih biljaka (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Perkolati i Digesti
To su tekuci ekstrakti biljaka gdje se biljka tretira s otapalima niskog vreliSta poput etanola
pri povisenoj temperaturi kako bi se povecala ekstrakcija slabo topivih spojeva. To je pogodan

nacin ekstrakcije za tvrde biljne dijelove.

Sirupi
Sirupi su vjerojatno najpopularniji ljekoviti oblici biljaka, prije svega zbog slatkog okusa.
Uglavnom se koriste za lije¢enje bolesti diSnog sustava i simptomatsko lijeenje kaslja, te su
popularni u pedijatriji jer djeca opéenito vole slatki okus. Stoga ih primjenjujemo u dobi kada ne
mogu uzimati tablete ili kapsule.
Slatke tvari u sirupima mogu biti:
1. sirupus simplex, odnosno jednostavni sukrozni (saharozni) sirup pripremljen od 64%
saharoze i 34% vode
2. med, koji u prosjeku ima 18% vode, te smjesu fruktoze i glukoze
3. polioli sorbitol (koji je naj¢esci u sirupima za dijabetiCare), izomaltol i glicerol
4. zasladivaci aspartam i acesulfam
Secer odnosno polioli u sirupima su prirodni konzervansi, koji osmotskim djelovanjem sprjecavaiju
razvoj mikroorganizama i osiguravaju stabilnost (trajnost) sirupa. Premala razina Secera izazvat
e kvarenje sirupa, najcesce kvasnicama koje ¢e izazvati alkoholno vrenje. Sam Secer, a pogotovo
med, nije samo korigens okusa i konzervans, ve¢ i aktivna tvar, koja u Zdrijelu takoder izaziva
osmotski Sok, te ima sposobnost barem na krace vrijeme smanijiti broj mikroorganizama na
sluzinici.
Osim slatkih tvari, sirupi sadrze gotovo uvijek vodeni ekstrakt biljaka. Ti vodeni ekstrakti su daleko
koncentriraniji od uobicajenih infuza ili dekokta, kako bi u sirupima bila suvisla doza ljekovitih

tvari (Anonymous 2).



Glicerinski ekstrakti

Cijela bilika, svjeza ili suha, moZze se macerirati i u razrijedenom glicerolu. Tako se
sacuvaju vece kolicine ljekovitih tvari u biljci. Biljke se takoder mogu usitniti i cijele Cuvati u otopini
glicerola. Na taj nacin se sacuvaju gotovo svi bioloski aktivni spojevi, lipofilni i hidrofilni.
SIPF tehnologijom (suspension intégrale des plantes fraiches, integralna suspenzija ljekovitog
bilja) cijele biljke usitnjene do vrlo fnog praha u tekuéem dusiku, otpaju se u glicerolnom ili
alkoholnom mediju (Dragovic¢-Uzelac, 2016). Ta tehnologija opisana je u biljnim ekstraktima te je
takoder gotov farmacetuski oblik. U kontekstu primjene (patient compliance) takoder je
jednostavna kao i tinkura, a prednost je manja koncentracija etanola. Na zapadnom trzistu
postoji ukupno 16 biljaka u obliku SIPF-a kao gotovog farmaceutskog oblika — mati¢njak, articoka,
ehinacea, crni ribiz list, Zuti kokotac, divlji kesten, korijen cCicka, korijen maslacka, preslica, odoljen
(valerijana), gospina trava, fukus, list koprive, pasiflora, 7ribulus terrestris, cvijet gloga.
Njihova glavna prednost je raznovrsniji profil ljekovitih tvari u pripravku u odnosu na tinkturu,
koristenje ljekovitog bilja, te upotreba ekooloSki uzgojenih biljaka i ekoloskog etanola

(Anonymous 2).

2.2.1.3. Podjela prema konzistenciji
Ovisno o konzistenciji, ekstrakti se mogu klasificirati kao:

1. tekudi ekstrakti (tekudi ekstrakti i tinkture),

2. polucvrsti ekstrakti (meki (zitki) ekstrakti),

3. Cvrsti ekstrakti (suhi ekstrakti).

Tekudi ekstrakti (extracta fluida) su preparati tekuce konzistencije kod kojih jedan dio
mase/zapremnine ekstrakta odgovara jednom dijelu mase suhe biljne tvari upotrebljene za
ekstrakciju. Tinkture (tincturae) su tekudi preparati koji se dobivaju ekstrakcijom osusenih biljnih
droga i pripremaju se postupkom maceracije ili perkolacije.

Meki (zitki) ekstrakti (extracta spissa) su polucvrsti preparati dobiveni uparavanjem ili
dijelomic¢nim uparavanjem otapala koje je koristeno za ekstrakciju.

Suhi ekstrakti (extracta sicca) su Cvrsti preparati dobiveni uparavanjem otapala koje je
koriSteno za njihovo dobivanje. Gubitak suSenjem obicno iznosi 5% (Savi¢, 2014).



2.2.2. Postupci proizvodnje biljnih ekstrakata

Postoiji cijeli niz parametara koji utjecu na ucinkovitost proizvodnje razliitih tipova biljnih
ekstrakata, a prikazani su na slici 1.
Vazan faktor svakako je i odabir otapala za ekstrakciju shodno polarnosti ciljanih komponenata
koje se zele izolirati iz biljnog materijala. Prema rastucoj polarnosti otapala se odnose na slijedeci
nacin:

voda > etanol > metanol > aceton > etil-acetat > biljna ulja > n-heksan

Ako je ljekovita tvar koju zelimo ekstrahirati iz biljke izrazito polarna, odrabrat e se otapalo koje
je takoder polarno, poput vode ili etanola. Ako je tvar nepolarna, koristit ¢e se nepolarna otapala

(Anonymous 1).



Slika 1. Parametri za odabir odgovarajué¢e metode ekstrakcije (Majekodunmi, 2015).



2.2.3. Priprema uzorka za ekstrakciju

Pocetna faza kod proizvodnje biljnih ekstrakata iz ljekovitog bilja je priprema uzorka za
ekstrakciju kako bi se saCuvale bioaktivhe komponente vaZzne za ekstrakciju. U proucavaniju
liekovitog bilja koriste se svjezi i suseni uzorci. U vecini slucajeva prilikom ekstrakcije preferira se
suSeni uzorak. Sulaiman i sur. Prikazali su da je period izmedu berbe listova Moringa oliefera i
provedbe eksperimenta otprilike 3 sata kako bi se ouvala svjezina uzorka s obzirom da su svjezi
uzorci lomljivi i brZze propadaju od susenih uzoraka. Usporedbom svjezih i susenih listova biljke
Moringa oliefera nisu primjecene nikakve znacajne promjene ukupnih fenola ali je u suSenom
uzorku bio prisutan veci udio flavonoida (Azwanida, 2015).

Usitnjavanje uzorka je vazan faktor koji moze znacajno utjecati na ucinkovitost postupka
ekstrakcije. Mljevenjem uzorka mozemo dobiti grubo mljeveni ili praskasti uzorak. Praskasti uzorci
su vise homogenizirani i imaju manje Cestice, Sto znaci da imaju vecu povrsinu i bolji kontakt sa
otapalom za ekstrakciju. Za efikasnu ekstrakciju idealno je da uzorak ima Cestice manje od 0.5

mm (Azwanida, 2015). Na slici 2. prikazani su faktori koji utjeCu na izbor nacina ekstrakcije.

Faktori koji utjecu

na izbor nacina
ekstrakcije

. - - o : o Terapijska . Koncentracija
Priroda lijeka Cijena biljke Stabilnost biljke EslTeE: e Priroda otapala sl

Slika 2. Faktori koji utjecu na izbor nacina ekstrakcije (Majekodunmi, 2015).




2.2.4. Metode ekstrakcije ljekovitog bilja

2.2.4.1. Ekstrakcija organskim otapalima
Princip ekstrakcije se zasniva na molekularnoj difuziji koju karakterizira izjednacavanje
koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni dodir (Lovri¢, 2003).
Bilo da se radi o ekstrakciji iz tekuce (ekstrakcija tekuce-tekuce) ili iz krute faze (ekstrakcija kruto-
tekuce), organsko otapalo koje se primjenjuje za ekstrakciju treba zadovoljiti sljedece uvjete:
e otapalo mora biti kemijski inertno prema prisutnim tvarima,
e tvar koju ekstrahiramo mora imati Sto bolju topljivost u tom otapalu,
e otopina iz koje ekstrahiramo Zeljenu tvar i otapalo moraju se Sto viSe razlikovati u gustodi,
o otapalo ne smije imati previsoko vreliSte kako bi se, nakon ekstrakcije, moglo lako ukloniti,
e otapalo mora biti Sto manje zapaljivo, otrovno, te mora biti jeftino (Jerkovi¢ i Radoni¢,
2009).

Maceracija

Maceracija je postupak namakanja biljnog materijala (usitnjenog ili samljevenog) u
zatvorenoj posudi s otapalom, pri sobnoj temperaturi, u trajanju od minimalno 3 dana uz
povremeno mijeSanje. Nakon izvrSene ekstrakcije, smjesa ide na presanje ili filtraciju kako bi se
odvojio ekstrakt od netopivog biljnog materijala (tropa). Obzirom na statiCnost sistema, izuzevsi
povremeno mijeSanje, maceracija se zasniva na principima molekularne difuzije te je stoga spora.
Povremenim mijeSanjem se postize cirkulacija zasi¢enog i svjeZzeg otapala koja pogoduije difuziji.
Zatvorena posuda sprjeCava isparavanje otapala tijekom procesa i time sprjeCava varijacije
rezultata ponavljanjem postupka (Schilcher i sur, 2005).
Proces ekstrakcije je pod utjecajem razlicitih faktora, a najbitniji su:

e brzina difuzije otapala kroz stani¢nu stijenku,

e brzina otapanja topivih spojeva u otapalu te

e brzina difuzije otopine ili ekstrakta na povrsinu stanicne stijenke.

Ekstrakcija iz krutog materijala se najéeS¢e moze ubrzati povecanjem dodirne povrsSine
materijala i otapala te smanjenjem radijalne udaljenosti izmedu Cestica materijala (mijeSanjem i
mljevenjem). Usitnjavanjem biljnog materijala prije ekstrakcije se povec¢ava dodirna povrsina, a
samim time i u€inkovitost ekstrakcije (Schilcher i sur, 2005).
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Kako bi se osigurala bolja kvaliteta ekstrakta, u obzir treba uzeti sliede¢a saznanja:

e Iscrpnija ekstrakcija daje bolji prinos ekstrakta.

e Usitnjavanje materijala i mijeSanje moze pogodovati ekstrakciji.

¢ Vrijeme ekstrakcije, temperatura i volumen otapala odreduju kvalitetu ekstrakta.

e Ekstrakcija nekih ljekovitih biljaka (npr. Hypericum spp.) je vrlo spora tako da se iscrpna
ekstrakcija moze postidi samo cijedenjem ili viSestupanjskom ekstrakcijom. U mnogim
slucajevima ekstrakciji pogoduje i poviSena temperatura uz duZe vrijeme ekstrakcije
(ukoliko Zeljeni spojevi nisu termolabilni).

o Kvaliteta ekstrakta i spektar dobivenih sastojaka takoder je uvjetovan omjerom biljnog
materijala i otapala. Koli¢ina ekstrahiranog materijala se proporcionalno povecava sa
povecanjem volumena otapala.

e Sastav biljnog ekstrakta ovisi o vrsti, koncentraciji i snazi otapanja otapala. Spektar
spojeva u ekstraktu moze varirati ovisno o hidrofilnoj ili lipofilnoj prirodi otapala.

Osim prvotno opisanog generalnog postupka maceracije, moguce je ponoviti ekstrakciju tropa
nekoliko puta ukoliko su bioloski aktivne tvari izrazito vrijedne ili se trop ne moze presati.
Maceracija velikih koli¢ina biljnog materijala se, zbog vece efikasnosti, u industriji provodi
kontinuiranom cirkulacijom otapala u ekstraktoru uz pomo¢ pumpe ili viSestupanjskom
ekstrakcijom (Schilcher i sur, 2005).

Maceracija je najlakSa i najjednostavnija tehnika ekstrakcije. Nedostatak metode je u dugom
vremenu trajanja procesa i nastanku velike koliCine organskog otpada kojeg je potrebno

adekvatno zbrinuti.

Infuzija

Uobicajeni naziv infuzija u hrvatskom jeziku je ¢aj. Aktivne tvari biljaka se ekstrahiraju
vru¢om vodom kojom se osuSena bilja prelije. Infuzi se rade tako da se voda zagrije do vrenja,
te se u nju stavi osusena i/ili usitnjena biljka i ostavi stajati pokrivena izmedu 5 i 15 minuta. Talog
se zatim odvoji od tekucine. Infuzi se naj¢eS¢e dobivaju od biljnih dijelova kao Sto je list, cvijet ili
cijeli nadzemni dio zeljaste biljke (Dragovi¢-Uzelac, 2016). Hladna infuzija priprema se hladnom
vodom i ostavi se stajati preko noci. Kod ovakvih infuzija potrebno je obratiti pozornost na Cisto¢u
i stabilnost, pogotovo ako se koriste biljke koje sadrze sluzi, a za koje se najcéeSée preporucuje

ovaj nacin pripreme (Anonymous 3).

11



Digestija

Digestija je oblik maceracije u kojem se postupak ekstrakcije provodi uz djelomicno
zagrijavanje pri temperaturama do 40 °C . Ova metoda se koristi kada umijereno povisena
temperatura nije nepozeljna ¢ime se povecava djelotvornost otapala (Handa i sur., 2008). Digesti
su tekuci ekstrakti biljaka gdje se biljka tretira s otapalima niskog vrelista poput etanola pri
povisenoj temperaturi kako bi se povecala ekstrakcija slabo topivih spojeva (Dragovi¢-Uzelac,
2016).

Dekokcija

Dekokt je ekstrakt biljke dobiven kuhanjem u kljucaloj vodi od 10 do 20 minuta, pri ¢emu
se poboljSava ekstrakcija. Prikladni su za tvrde biljne dijelove kao Sto su podanak, korijen i kora
gdje je potrebno duze vrijeme da vruéa voda prodre u unutrasnjost biljnih dijelova i ekstrahira
aktivne tvari (Dragovic¢-Uzelac, 2016). Primjer za to je zelen preslice ( Equisetum arvense) koja se
kuha kroz 5 minuta kako bi se aktivne tvari (silicijevi spojevi i flavonoidi) mogli otopiti iz ovog
relativno ¢vrstog materijala (Anonymous 2). Infuzi i dekokti ekstrahiraju polarnije tvari iz biljke.

U ovom postupku sirovi biljni materijal se kuha u odredenom volumenu vode odredeno
vrijeme, nakon cega se hladi, cijedi i zatim filtrira. Ova procedura koristi se za ekstrakciju
materijala koji su topljivi u vodi i termostabilni. Pocetni omjer biljnog materijala i vode je to¢no
odreden i iznosi 1:4 ili 1:16, nakon ¢ega se volumen kuhanjem smanjuje na 4 pocetnog volumena
tijekom ekstrakcije. Nakon toga se koncentrirani ekstrakt filtrira i koristi kao takav ili ide na daljnju
preradu (Handa i sur., 2008).

Perkolacija

Ova metoda Cesto se koristi prilikom ekstrakcije aktivnih sastojaka u pripremi tinktura i
tekucih ekstrakata u uredaju koji se naziva perkolator (Handa i sur., 2008). Kod ove metode biljka
se stavi iznad posude s otapalom a iznad biljnog materijala postavi se hladilo. Otapalo se tada
grije na temperaturu vrenja otapala, pa otapalo isparava, hladi se u hladilu i kapa po biljnom
materijalu vrseéi na taj nacin ekstrakciju. Razlikujemo klasicnu perkolaciju kod koje se
ekstrakcija provodi pri sobnoj temperaturi uz jednakomjerno protjecanje otapala kroz stupac
biljnog materijala u perkolatoru i reperkolaciju gdje se ekstrakcija vrsi pri sobnoj temperaturi
uz jednakomjerno protjecanje otapala kroz stupac biljnog materijala kroz viSe perkolatora
spojenih serijski (Slika 3.) (Dragovi¢-Uzelac, 2016).
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Slika 3. Shematski prikaz postupka reperkolacije (Dragovi¢-Uzelac, 2016).

Kontinuirana vruca ekstrakcija (ekstrakcija po Soxhlet-u)

Nacelo je rada ovog uredaja u tome da se pare otapala koje se zagrijava u tikvici, nakon
prolaza kroz cijev, kondenziraju u hladilu, te jos topli kondenzat natapa materijal koji se ekstrahira

u ekstraktoru. Otapalo puni prostor ekstraktora i cjevCicu do najviSe tocke i tada se prema zakonu

spojenih posuda prelije u tikvicu. Postupak se ponavlja do bezbojnog ekstrakta (Rapi¢, 2008).

Extractor |

Sample —

+—Heat source

Slika 4. Aparatura po Soxhlet-u (Anonymous 4).
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2.2.4.2. Ultrazvucna ekstrakcija

UAE (Ultrasound-assisted extraction) ukljucuje upotrebu ultrazvuka u rangu od 20kHz do
2000 kHz (Handa i sur., 2008). Mehanicki ucinak akusticne kavitacije ultrazvuka povecava dodirnu
povrsinu izmedu uzorka i otapala te permeabilnost stanicnih stijenki. Fizikalno-kemijska svojstva
materijala podvrgnuta ultrazvuku mijenjaju i remete stani¢nu stijenku ¢ime se olakSava

otpustanje sastojaka i povecava transport otapala u biljne stanice (Dhanani i sur., 2013).

2.2.4.3. Ekstrakcija superkriti¢nim fluidom

Superkriticni fluid (SF) je supstanca koja ima svojstva plina i tekuéine u svojoj kriti¢noj
tocki. Faktori kao Sto su temperatura i tlak su odredujuci faktori koji dovode supstancu u njenu
kritiénu regiju. Primjer superkriticnog fluida je CO- koji postaje superkritican iznad temperature
od 31.1 °C i pri tlaku od 7380 kPa. Potraznja za superkriticnim CO, (SC-CO,) raste zahvaljujuéi
tome Sto jako dobro otapa nepolarne sastojake, ima nisku cijenu te nisku toksicnost. Zbog
njegove slabe topljivosti polarnih sastojaka napravljene su modifikacije kao sto je dodatak male

koli¢ine etanola i metanola kako bi se ekstrahirali polarni sastojci (Patil i sur., 2013).

P (l\aIPa)‘

Superkriticno
- 387

Tekuce
Kruto

Plinovito

&

-78,5 -56,7 31 T(°C)

Slika 5. Fazni dijagram (tlak — temperatura) za CO; (Joki¢, 2011).
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SFE se odvija u pet uzastopnih faza (Joki¢, 2011):

difuzija superkriti¢nog fluida do povrsine Cestice kroz film fluida koji je okruzuje,
prodiranje i difuzija superkriticnog fluida kroz vanjski sloj sfernog omotaca, krutog,
inertnog materijala,

kontakt superkriticnog fluida s otopljenom tvari na povrSini neizreagirane jezgre i
ekstrakcija otopljene tvari,

difuzija otopljene tvari u superkriticnom fluidu kroz sloj vanjskog sfernog omotaca krutog
inertnog materijala na vanjsku povrsinu Cestice,

difuzija otopljene tvari u superkriticnom fluidu kroz film superkriticnog fluida koji okruzuje

Cesticu u glavnu struju fluida.

Prednosti SFE u odnosu na tehniku ekstrakcije s organskim otapalima prema Jokic¢ (2011) su:

Superkriticni fluidi imaju sposobnost otapanja istovjetnu organskim otapalima, ali uz bolju
difuziju, nizu viskoznost i manju povrsinsku napetost fluida.

Separacija ekstrakta od otapala je brza i laka jer je promjenom tlaka i temperature
mogude regulirati topljivost tvari.

Topljivost polarnih tvari je mogude poboljsati dodavanjem kootapala (metanola, etanola,
vode i dr.) ¢ime se postize veda selektivnost tijekom separacije.

Otapala koristena za SFE su jeftina i sigurna za okoliS, a u industrijskim procesima ih je
mogude reciklirati.

Termolabilne tvari se ekstrahiraju s minimalnim deformacijama.

SFE se moze primijeniti na sustave razliCitog kapaciteta — od analitickih, preparativnih,

poluindustrijskih do velikih industrijskih postrojenja.

2.2.4.4. Ekstrakcija mikrovalovima

MAE (Microwave assisted extraction) koristi energiju mikrovalova kako bi olaksala

migraciju analita iz matriksa uzorka u otapalo (Trusheva i sur., 2007). Tijekom ekstrakcije dolazi

do interakcije mikrovalne radijacije sa dipolima polarnih materijala Sto dovodi do zagrijavanja

blizu povrsine materijala. Rotacija molekula inducirana mikrovalovima onemogucava stvaranje

vodikovih veza pri ¢emu dolazi do migracije iona i prodiranja otapala u matriks uzorka (Kaufmann

i Christen, 2002). Zahvaljujuéi dipolnoj rotaciji i ionskoj vodljivosti, zagrijavanje mikrovalovima je

instantno i javlja se u obliku topline uzorka Sto dovodi do brze ekstrakcije. Vec¢inom se koristi

15



otapalo koje absorbira mikrovalove. Mikrovalovi selektivho reagiraju sa slobodnim molekulama
vode Sto dovodi do naglog zagrijavanja i povecanja temperature zbog ¢ega dolazi do pucanja

stanicne stijenke i i otpustanja eteri¢nih ulja u otapalo (Camel, 2001).

2.3. Proizvodnja eteric¢nih ulja

Eterina ulja se koriste u Sirokom aspektu proizvoda kao Sto su- sapuni, toaletni proizvodi,
kozmetika, lijekovi, parfemi, konditorski proizvodi, gazirani napitci, alkoholna pica i insekticidi.
Tehnologija proizvodnije etericnih ulja je bitan element za poboljSanje ukupnog prinosa i kvalitete
samog eteri¢nog ulja. U tablici 1. navedeni su dijelovi biljaka i neki primjeri koji sadrze eteri¢na
ulja (Handa i sur., 2008).

Tablica 1. Dijelovi biljaka koji sadrze eteri¢na ulja

ETERICNA ULJA
listi list cvijet gomolj voce sjemenka smola korijen drvo kora
stabljika
pelargonija  menta ruza dumbir naranca  komora¢  miriSljava  lovor  borovina cimet
paculi limunska jasmin  perunika  limun korijander smola vetivera kasija
verbena trava karanfil  kurkuma smreka kim benzoin macina trska
cimet naranca kopar trava
mimoza muskatni
ruzmarin orasci¢

lavanda

Postoje tri tipa destilacije za izolaciju eteri¢nih ulja iz biljnog materijala:
1. destilacija vodom
2. destilacija vodenom parom

3. direktna destilacija parom (Handa i sur., 2008).

2.3.1. Destilacija vodom

U ovoj metodi materijal se potpuno uranja u vodu, koja se zagrijava. Glavna karakteristika
ovog postupka je direktan kontakt izmedu kipucée vode i biljnog materijala.

Tijekom destilacije vodom svi dijelovi biljke odrzavaju se u pokretu zbog vode koja kljuca.
Zbog toga, destilacija vodom dozvoljava obradu praskastih biljnih materijala koji bi u dodiru s

parom (ukoliko bi se koristila destilacija vodenom parom) stvarali grudice kroz koje para ne bi
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mogla prodrijeti. JoS jedna od prednosti je Sto sama oprema nije skupa, lako se sastavlja i
pogodna je za rad na terenu.

Glavni nedostatak metode je nemogucnost izvodenja potpune ekstrakcije. Osim toga,
odredeni esteri se djelomicno hidroliziraju i osjetljivi sastojci kao Sto su aldehidi imaju tendenciju
da polimeriziraju. Neki sastojci ulja ne mogu se potpuno ispariti ili zahtjevaju velike koli¢ine pare
zbog Cega proces moZe postati neekonomican. Zbog ovih razloga, destilacija vodom se koristi
samo u slucajevima kada se biljni materijal ne moze obraditi destilacijom s vodom i parom ili

direktnom parom (Handa i sur., 2008).

2.3.2. Destilacija vodenom parom
Destilacija vodenom parom se primjenjuje kod destilacije biljnog materijala bogatog
etericnim uljem koje sadrzi termostabilne komponente koje se ne mijeSaju sa vodom. Prilikom
procesa vodena para se propusta kroz biljni materijal, zatim eteri¢no ulje zajedno sa parom
kondenzira u kondenzatoru, skuplja se te dekantira. Dok se destilacija vodom i destilacija vodom
i vodenom parom najceSde primjenjuju u malim ruralnim postrojenjima, destilacija vodenom
parom ima veliku primjenu u industriji unato¢ vedim investicijskim troskovima (Ames i Matthews,
1968).
Prednosti destilacije vodenom parom:
e vedi prinos ulja
o sastojci hlapljivog ulja su manje podlozni hidrolizi i polimerizaciji
e ako se kontrolira refluks, gubitak polarnih sastojaka je minimaliziran
o kvaliteta ulja dobivenog destilacijom vodenom parom je viSe reproducibilna
e destilacija vodenom parom je brza od destilacije vodom pa je energetski ucinkovitija
Nedostaci destilacije vodenom parom:
e zbog niskog tlaka pare, ulja sa visokom tockom klju¢anja zahtjevaju vecu kolicinu pare-
Sto znadi dulje trajanje destilacije
e biljni materijal postaje mokar, Sto usporava destilaciju jer sama para mora ispariti vodu u

materijalu kako bi mogla kondenzirati (Handa i sur., 2008).

2.3.3. Direktna destilacija parom
Kao Sto i samo ime govori, direktna destilacija parom je proces kod kojeg biljni materijal

destiliramo parom koja direktno prelazi preko biljnog materijala kao Sto je prikazano na Slici 6.
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Materijal se ne zagrijava na temperaturu visSu od 100°C sto posljedicno ne dovodi do toplinske
degradacije sastojaka. Takav nacin destilacije je najprihvaceniji postupak za proizvodnju etericnih
ulja.
Prednosti direktne destilacije parom:

e koli¢ina pare se lako kontrolira

e nema toplinske razgradnje uljnih sastojaka

e najprihvatljivija metoda za proizvodnju vecih koli¢ina ulja
Nedostaci direktne destilacije parom:

e zahtjeva viSe kapitalnih izdataka od ostalih dviju metoda (Handa i sur., 2008).

B TR R T T

Slika 6. Direktna destilacija parom (A- generator pare; B- tikvica za destilaciju; C- pjeS¢ana

kupelj; D- Liebigovo hladilo; Ei:- spremnik za ulja lakSa od vode; E,- spremnik za ulja teza od
vode; F- ¢asa) (Anonymous 5).

2.4. Bioloski potencijal i primjena biljnih ekstrakata

Posljednjih nekoliko godina interes potroSaca za prirodnim, visokokvalitetnim proizvodima
sve viSe raste, Sto dovodi do razvitka istrazivanja ljekovitog bilja s ciljem stvaranja novih proizvoda
sa terapijskim djelovanjem.

Biljni ekstrakti se koriste u zivotinjskoj hrani u obliku oleorezina ili eteri¢nih ulja. Oleorezini
se dobivaju perkolacijom Sto rezultira stvaranjem tekucine ili paste koja se sastoji od smole te
kemijskih i organskih sastojaka koji utjecu na specificnu boju i viskoznost ekstrakta (Rizzo i sur.,
2008).
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Analiza etericnih ulja pokazuje da se ona vecinom sastoje od terpena, koji su prisutni kao
hemiterpeni, monoterpeni, seskviterpeni i njihovi derivati (Trombetta i sur., 2005). Uz to mogu
biti prisutni oksidirani sastojci (alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni i sl.) te male koli¢ine nehlapljivih
ostataka (parafin, smole i sl.) (Losa, 2001). Sastojci eteri¢nih ulja su produkti sekundarnog biljnog
metabolizma. To znaci da nisu uvijek neophodni u Zivotnom ciklusu biljke, ali igraju vaznu ulogu
u interakciji biljke sa okolinom, kao Sto je obrana biljke od patogena, priviacenje korisnih
organizama, Cuvanje od abiotickog stresa te takoder stiti biljku od temperaturnih promjena,
sastava tla, izlaganja ultraljubi¢astom zracenju te kod nedostatka mineralnih sastojaka. Stoga
sastav i koncentracija sekundarnih metabolita biljke moze varirati ovisno o vrsti biljke,
vremenskim uvjetima tijekom razvitka biljke, podrijetlu, vremenu berbe itd.

Antimikrobna aktivnost je jedan od glavnih ucinaka biljnih ekstrakata. Neka istrazivanja
isticu dokaze o /n vitro antimikrobnom, antifugalnom i antiviralnom djelovanju biljnih ekstrakta
protiv patogena koji imaju Stetno djelovanje na Zzivotinje, hranu i ljude. Prema nekim
istrazivanjima eteri¢na ulja origana, cimeta i timijana mogu odrzati bakteriostatski kapacitet pri
4-35°C protiv gram-pozitivne bakterije Listeria monocytogenes. Vecina etericnih ulja svoj
antimikrobni efekt vrsi na nacin da osteéuje stani¢nu stjenku bakterije, denaturira i koagulira
proteine. Mijenja se permeabilnost citoplazmatske membrane za vodikove (H*) i kalijeve (K*)
ione, Sto dovodi do ometanja stani¢nih procesa kao Sto su izmjena elektrona, translokacija
proteina i enzim-ovisne reakcije zbog ¢ega dolazi do odumiranja stanice.

Antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata je usko povezana sa prisutnosti fenolnih
spojeva. Sastojci kao Sto su flavonoidi i terpeni imaju antioksidativhu aktivnost. Ovi sastojci
cijepaju i neutraliziraju slobodne radikale Cime se sprijeCavaju oksidacijski procesi. Ruzmarin
(Rosmarinus officinalis L.) i kadulja (Salvia officinalis L.) su biljke sa najve¢im antioksidativnim
potencijalom.

Neki biljni ekstrakti mogu simulirati stvaranje sline te zelu€anih sokova i sokova gusterace,
Sto doprinosi luenju enzima i poboljSanju razgradnje nutrijenata. Aromatski spojevi, kao Sto je
kapsaicin koji je aktivni sastojak Cili papriCica (Capsicum annum) pokazuju efikasnu simalaciju
crijevnih enzima. Uz kapsaicin i neki drugi aktivni sastojci biljaka kao Sto su eugenol i cimetaldehid
koji su prisutni u klincicu i cimetu takoder imaju povoljan utjecaj na probavu.

Postoje brojna istrazivanja koja opisuju primjenu biljnih ekstrakata individualno ili u
kombinaciji, kao antimikrobe te kao antioksidante. Na njihovo djelovanje utjeCu razliciti faktori

kao Sto su- biljna sorta, vrijeme berbe, obrada, ekstrakcija i sl. (Rizzo i sur., 2008).
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Biljni ekstrakti mogu se koristiti kao zdravstveni proizvodi te u kozmetici. Neki od primjera
su ekstrakt zelenog c¢aja, ekstrakt Ginko biloba i ekstrakt Ginsenga. Ekstrakt zelenog caja
smanjuje masnocu i glukozu u krvi, ima antiradikalna svojstva te brojne druge pozitivne ucinke
na organizam. Njegovi polifenoli inhibiraju lipidnu peroksidaciju u koze, a ima i jaci ucinak protiv
starenja od vitamina E Sto je bitno za kozmeticku industriju. Ekstrakt Ginko biloba poboljSava
cirkulaciju, djeluje kao antioksidant, ima "anti-aging" funkciju te se koristi kod demencije i
Alzheimer-ove bolesti. Ekstrakt Ginsenga djeluje protiv starenja i umora ali se takoder koristi u
kozmetickoj industriji (Raj, 2015).

2.5. Kvaliteta proizvoda od ljekovitog bilja i zakonodavstvo
Ljekovito bilje te proizvodi na bazi ljekovitog bilja moraju udovoljavati jasno definiranim

zahtjevima za kvalitetom kako bi se mogli koristiti i stavljati na trziSte. Europska farmakopeja
(European Pharmacopoeia) se smatra najznacajnijim dokumentom u kojem su definirani
parametri kvalitete i zahtjevi kojima biljne droge i preparati ljekovitih biljaka moraju udovoljavati.
U upotrebi je Europska farmakopeja (Ph. Eur. 9.2.) koja se primjenjuje i u RH, a u kojoj su
navedene upute o postupcima provedbe analitickih tehnika kojima se potvrduje kvaliteta biljnog
materijala i preparata, a u kontekstu ljekovitog bilja razlikujemo:

a. monografije pojedinacnih ljekovitih biljaka i/ili biljnih ekstrakata

b. opée monografije za ljekovito bilje i/ili njihove ekstrakte

c. opce monografije za farmaceutske oblike

d

metode analize ljekovitog bilja

Kvaliteta proizvoda na bazi ljekovitog bilja uskladuje se sa vaze¢im naconalnim

pravilnicima, te kako je ve¢ navedeno sa kriterijima Europske farmakopeje (Ph. Eur.).
Kod biljnih ekstrakata potrebno je navesti slijedece:

a) Vrsta biljne droge koja je koristena za proizvodnju ekstrakta

b) Vrstu ekstrakta (tekuci, gusti, suhi)

c) Dijelatne komponente i koncentracije u kojima je djelatna komponenta zastupljena

d) Otapala koja su koristena za ekstrakciju

e) Pomocna sredstva koja su koriStena u proizvodnji ekstrakta itd-

f) ili otapala koja se koriste u ekstrakciji;
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Za kontrolu kvalitete eteri¢nih ulja kao jedne od znacajnih grupa proizvoda na bazi bilja koriste
se Europska farmakopeja (European Pharmacopoeia, Ph. Eur.) te AFNOR (Association Francaise
de Normalisation) /ISO (Internation Organization for Standardization) norme.

Prema Europskoj farmakopeji za eteri¢na ulja se postavljaju slijedeéi zahtjevi: definicija eteri¢nog
ulja, izgled, identifikacija na temelju djelatnih komponenti te primjenom standardiziranih metoda,
testovi (analize) te nacin skladistenja. AFNOR i ISO obuhvadaju smijernice za provodenje

laboratorijskih analiza, postupaka proizvodnje te zahtjeve za kvalitetom, odnosno norme.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

Napisano prema radu: Dong-Ping Xu i sur., 2016.

3.1.1. Biljni materijali

Cvijetovi bilike Limonium sinuatum nabavljeni od razliCitih dobavljaca (porijeklo Kina).
Cvijetovi su osuseni postupkom liofilizacije na udio vlage od 1.8% , te usitnjeni na Castice (<150
um) u elektricnom stroju za mljevenje (RHP-100; Ronghao Industry & Trade Co., Ltd, Yongkang,

China). Usitnjeni cvijetovi koriSteni su za analize.

3.1.2. Reagensi

Standardi ABTS, Trolox i standardi polifenola (epigalokatehin, cijanidin, klorogenska
kiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, rutin, rezervatrol, 2-hidrocimetna kiselina,
kverceticin, galonska kiselina, ferulic kiselina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). U
eksperimentu se takoder koriste kalijev persulfat, deionizirana voda, etanol za ekstrakciju te

mravlja kiselina i metanol za HPLC analizu.

3.1.3. Ekstracija antioksidativnih komponenata
3.1.3.1. Ekstrakcija ultrazvukom

Ekstrakcija ultrazvukom (Ultrasound-assisted extraction- UAE) provedena je u
ultrazvucnoj kupelji (Kj1012B; Guangzhou Kejin Ultrasonic Instrument Factory, Guangzhou,
China) sa konstantnom snagom od 400W, pri frekvenciji od 40 kHz. Uredaj je opremljen sa

digitalnom kontrolnom jedinicom za kontrolu temperature i vremena obrade ultrazvukom.
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Mljeveni uzorak (0.1 g) stavlja se u plasti¢nu epruvetu (15 mL, okruglo dno) i mijeSa sa
odgovarajuéim volumenom etanola. Epruveta sa otopinom stavlja se u uredaj za ultrazvuk koji
sadrzi 7 L vode i tretira se kroz razlicita vremena i temperature. Svi uzorci stavljaju se u centar
ultrazvucne kupelji na dubinu od 6 cm te se svaki uzorak zradi na istoj poziciji. Nakon ultrazvuka,

uzorci su centrifugirani te se iz supernatanta definirala antioksidativna aktivnost.

3.1.3.2. Maceracija
Mljeveni uzorak (0.1 g) pomjeSan je sa 60%-tnom otopinom etanola (5.69 mL).
Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji sa tresilicom pri 25°C u trajanju od 24h. Nakon toga,

ekstrakt je centrifugiran te je koriSten za daljnje analize.

3.1.3.3. Ekstrakcija po Soxhletu

Mljeveni uzorak (2.0 g) je odvagan i filtriran koriste¢i Whatman-ov filter papir. Ekstrakcija
je provedena sa 400 mL 60%-tnog etanola pri 95°C u trajanju od 4h u uredaju po Soxhlet-u.
Nakon toga ekstrakt je sakupljen za kasniju analizu.

3.1.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Postupak je proveden tako da se pripremila 7 mM otopina ABTS i dodala u isti volumen
2.45 mM otopine kalijevog persulfata, nakon toga se inkubirla 16h na sobnoj temperaturi u mraku.
Tako pripremljena otopina se razrijedila da bi se dobila apsorbancija 0.710+0.05 pri 734nm. Za
spektrofotometrijsku analizu pomijeSa se 3.8 mL razrijedene otopine i 100 L razrijedenog uzorka
te se mjeri apsorbancija pri 734 nm nakon 6 min inkubacije. Rezlutati se izrazavaju kao pmol

Trolox ekvivalenta/g suhe tvari.

3.1.5. HPLC analiza

Pri HPLC analizi koristio se HPLC-PAD opremljen sa Waters (Milford, MA, USA) 1525
binarnom HPLC pumpom i Waters 2996 detektor polja sa fotodiodom. Separacija je provedena
koriste¢i Agilent Zorbax Extend-C18 kolonu (250 x 4.6 mm, 5 pym) pri 40°C sa gradijentnom
elucijom protoka 0.8 mL/min. Mobilna faza koja se sastoji od otopine A (0.1%-tna otopina mravlje
kiseline) i otopine B (metanol) koji su isporuceni na sljedeci nacin: 0 min, 95%(A); 15 min, 80%
(A); 20 min, 70% (A); 25 min, 63% (A); 40 min, 60% (A); 60 min, 50%(A). UV spektar je pracen
izmedu 200 i 600 nm. U ovom dijelu 11 standarda polifenola (epigalokatehin, cijanidin,
klorogenska kiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, rutin, rezervatrol, 2-hidrocimetna
kiselina, kverceticin, galonska kiselina, ferulic kiselina) je koriSteno da bi se identificirali polifenolni
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sastojci ekstrakta. Ti spojevi su kvantificirani povrsinom pika ispod maksimalne apsorpcijske valne

duljine. Sadrzaj polifenola izrazen je u mg/100g suhe tvari cvijeta bilike Limonium sinuatum.

3.1.6. Eksperimentalni dizajn i statisticka analiza

U ovom istrazivanju proucavani su slijedeéi parametri: koncentracija etanola (10-90%),
omjer otapala i krutine (10:1-70:1 mg/g), temperatura (30-80°C) i vrijeme trajanja obrade
ultrazvukom (0-30 min). Svi eksperimentalni rezultati su izrazeni kao glavna vrijednost +
standardna devijacija. Statisticka analiza modela provedena je koriste¢i Design Expert (verzija
7.1.3) i Excel 2007.

4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Utjecaj koncentracije etanola

Vecina prirodnih antioksidansa iz biljaka kao Sto su fenolni spojevi, flavonodi i antocijani,
se lako otapaju slabo polarnim organskim otapalima kao Sto su metanol, etanol i aceton.
Zahvaljujudi njenoj slaboj toksi¢nosti i ekonomskoj dostupnosti, vodena otopina etanola najéesée
se koristi za ekstrakciju antioksidansa iz biljaka. U ovom istraZivanju, koncentracije etanola u
rasponu izmedu 10% i 90%, koriStene su kako bi se proucio utjecaj na antioksidativnu aktivnost
ekstrakta, dok su ostali ekstrakcijski uvjeti ostali konstantni (omjer otapalo/krutina od 100mL/g,
vrijeme trajanja ultrazvuka od 30 min i temperatura od 30°C). Kao Sto je prikazano na Slici 7A,
antioksidacijska aktivnost se povecala sa 267.12+13.18 pumol TE/g suhe tvari na 439.00+5.43
pmol TE/g suhe tvari kada se koncentracija etanola promijenila sa 10% na 40%. Medutim,
zamijeéen je pad kada je koncentracija etanola porasla sa 50% (431.94+12.10 umol TE/g suhe
tvari) na 90% (361.77+16.48 pmol Trolox/g suhe tvari). U skladu s nacelom sli¢nosti, kada je
polarnost otapala i tvari koja se otapa slicna, tvar e se lako otopiti iz biljne stanice. Kada je
koncentracija etanola dosegnula 40%, polarnost otapala se priblizila polarnosti antioksidansa te

je antioksidacijska aktivnost porasla do maksimalne vrijednosti.
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Slika 7. Utjecaj ekstrakcijskih parametara na antioksidativhu aktivnost cvijetnog ekstrakta: (A)
koncentracija etanola; (B) omjer otapalo/krutina; (C) trajanje obrade ultrazvukom; (D)

temperatura

4.2. Usporedba ekstrakcije ultrazvukom sa maceracijom i ekstrakcijom po Soxhlet-u

Za procjenu i potvrdu efikasnosti ektrakcije cvijeta bilijke Limonium sinuatum
potpomognute djelovanjem ultrazvuka, napravljena je usporedba tog tipa ekstrakcije sa dvije
konvencionalne metode ekstrakcije (maceracija i ekstrakcija po Soxhlet-u) na tri uzorka iz razlicitih
izvora. Rezultati prikazani u Tablici 2. prikazuju da je antioksidacijska aktivnost dobivena
koristenjem ultrazvuka znacajno visa nego kod ekstrakcije po Soxhlet-u. To poboljSanje moze se
pripisati kavitaciji i toplinskom efektu ultrazvuka, koji oStecuje stanicnu stijenku i intenzivira

prijenos mase. Osim toga, moguce je da antioksidansi iz cvijeta biljke Limonium sinuatum
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degradiraju pod utjecajem visoke temperature prilikom koristenja ekstrakcije po Soxhlet-u. Uz to,
iako je antioksidativna aktivnost kod ekstrakcije ultrazvukom sli¢na onoj kod maceracije, ultrazvuk
(9.8 min) moZze znacajno smanijiti trajanje ekstrakcije u usporedbi sa maceracijom (24 h). Tako u
usporedbi sa konvencionalnim metodama ekstrakcije (po Soxhlet-u i maceracija), ekstrakcija
ultrazvukom se pokazala efikasnijom metodom ekstrakcije antioksidansa iz cvijeta bilike Limonium

sinuatum sa kra¢im trajanjem postupka, veéim prinosom i smanjenom temperaturom.

Tablica 2. Usporedba ekstrakcije ultrazvukom sa maceracijom i ekstrakcijom po Soxhlet-u

Metoda Koncentracija Temperatura Vrijeme TEAC vrijednost (umol Trolox/g

ekstrakcije etanola Dw)
Uzorak 1  Uzorak 2  Uzorak 3
UAE 60% 40°C 9.8 min  483.01 £ 506.24+ 447.69 £
15.39 34.73 26.40
Maceracija 60% 25°C 24h 449.16 £ 476.23 £ 401.54 £
28.27 17.15 24.38
Ekstrakcija 60% 95°C 4h 228.32 + 231.67+ 205.88
po 16.39 19.03 14.61
Soxhlet-u

4.3. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje polifenolnih spojeva

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje polifenolnih spojeva ekstrakata dobivenih pod
optimalnim ekstrakcijskim uvjetima je provedeno koriste¢i HPLC-PDA. U ekstraktu su identificirane
3 fenolna spoja i dva flavonoida. Najzastupljenija od detektiranih polifenolnih spojeva je galna
kiselina (835.63 £ 11.5 mg/100g DW, R = 8.080 min, Amax = 270 nm), zatim ferulinska kiselina
(73.53 £ 5.31 mg/100g DW, Rt = 29.146 min, Amax = 320 nm), kvercetin (20.35 = 0.74 mg/100g
DW, R: = 49.336 min, Amax = 250 nm), rutin (10.44 £ 0.83 mg/100g DW, R; = 32.467 min, Amax
= 250 nm) i epigalokatehin (9.22 + 0.78 mg/100g DW, R:= 17.426 min, Amax = 250 nm). Snazna
antioksidativna aktivnost ekstrakta moze biti povezana sa sinergistickim ucinkom polifenolnih
sastojaka te ostalih sastojaka prisutnih u ekstraktu koji se ponasaju kao hvataci slobodnih
radikala. U ostalim istrazivanjima, galna kiselina, ferulinska kiselina i kvercetin su potvrdeni kao
efikasni u ljecenju vise bolesti kao Sto su- rak, dijabetes, karidovaskularne bolesti i Alzheimer-ova
bolest.
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5.ZAKLJUCAK

1. U ovom eksperimentu proucavan je utjecaj koncentracije etanola, omjer otapalo/krutina,

vrileme trajanja obrade ultrazvukom i temperatura na uspjeSnost ekstrakcije
antioksidansa iz cvijeta bilike Limonium sinuatum, a rezultati upucuju da koncentracija
etanola i omjer otapalo/krutina imaju znacajan utjecaj na prinos ekstrakcije antioksidansa.
Optimalna antioksidacijska aktivhost (483.01 + 15.39 umol TE/g DW) dobivena je u
ekstraktu koji je dobiven sa 60% vodenom otopinom etanola, omjer otapalo/krutina
56.9:1 mL/g, temperatura 40°C a trajanje obrade ultrazvukom 9.8 min.

Utvrdeno je da je antioksidacijska aktivnost ekstrakta cvijeta Limonium sinuatum,
dobivenog obradom ultrazvukom, bila znacajno veca nego kod ekstrakcije po Soxhlet-u,
a trajanje ekstrakcije znatno manje nego kod maceracije.

Rezultati prikazuju da je ultrazvucna ekstrakcija bila efikasna metoda za ekstrakciju

Zeljenih prirodnih antioksidansa iz cvijeta biljke Limonium sinuatum .
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Izjava o izvornosti

Izjavijuiem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

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