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1. UVOD

Stevija (Stevia rebaudiana Bertoni) je viSegodiSnja, grmolika biljka koja pripada porodici
glavocika (Asteraceae). Poznato je oko 230 vrsta biljaka iz roda Stevia, ali najsladi okus i
najve¢u primjenu ima navedena vrsta. Sastav biljke Stevia rebaudiana upucuje na razne
povoljne ucinke na zdravlje. Kroz povijest ova biljka je koriStena u zdravstvene svrhe. Tako
literatura navodi da je Guarani narod stolje¢ima koristio steviju kao dodatak napitcima, osim
toga koriStena je i za lijeCenje rana, Secerne bolesti i ostalih bolesti. Novija znanstvena
istrazivanja dokazuju povoljan ucinak na regulaciju razine glukoze u krvi, krvni tlak, profil

lipida i tjelesnu masu.

Listovi stevije sadrze prirodno slatke diterpenske glikozide koji daju sladak okus i nemaju
kalorija, stoga se sve viSe koriste u ljudskoj prehrani kao zamjena za SecCer. Osim toga,

diterpenski glikozidi se koriste u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.

Stevija ima velik potencijal kao nova poljoprivredna kultura uslijed sve vele potraznje
potrosaca za prirodnim namirnicama. Provedene su brojne analize koje potvrduju da stevija
sadrzi folnu kiselinu, vitamin C i sve potrebne aminokiseline, osim triptofana (Lemus -

Mondaca., 2012), a takoder je i vrijedan izvor razlicitih bioloski aktivnih spojeva.

U novije vrijeme, sve se viSe primjenjuju nove tehnike izolacije bioloski aktivnih spojeva iz
biljnog materijala, obzirom da imaju brojne prednosti pred klasi¢nim postupcima ekstrakcije
poput skraéenog vremena i primjene nizih temperatura ekstrakcije, koriStenje manjeg
volumena organskih otapala, a odlikuju ih i visoki prinosi. S obzirom da se i za izolaciju
bioaktivnih spojeva iz lista stevije sve viSe primjenjuju napredne tehnike ekstrakcije, cilj ovog
rada je prikazati rezultate pretrazivanja znanstvenih publikacija na ovu temu s ciljem
identifikacije ucinkovitih metoda ekstrakcije koje se koriste za dobivanje visokovrijednih

ekstrakata iz listova stevije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Pregled literature

Za pisanje ovog zavrSnog rada vrSio se pregled znanstvene literature putem koje su
sakupljeni potrebni podaci. Svrha je sistematsko pretrazivanje baza podataka i obrada
pronadenih radova ili izvora. Pretrazivane su sve baze Nacionalne i sveudiliSne knjiznice u
Zagrebu u podrucju biotehnickih znanosti, od kojih je najviSe koristena baza Web of Science.
Uz navedene, pretrazene su i baze Pub Med i Science Direct. Kod pretrazivanja znanstvenih
baza podataka neke od koristenih kljucnih rijei na engleskom jeziku su: stevia i njezine
izvedenice, extraction, DPPH i ostale metode koje se koriste za odredivanje antioksidacijskog
djelovanja, microwave assisted extraction, cold plasma i ostale ekstrakcijske metode koje su
obradene u ovom zavrsSnom radu, biologically active compounds, agronomical parameters i
brojne druge. Koristene su razli¢ite kombinacije kljucnih rijeci, kao i moguénost pojavljivanja
u cijelom tekstu, samo naslovu, nazivu Casopisa i slicno. Radovi su pregledavani s obzirom na
njihovu relevantnost i godinu kada su izdani, pri ¢emu se naglasak stavio na radove koji su

objavljeni posljednjih 10 godina.

Uz znanstvene baze, kao izvor potrebnih podataka, pretrazene su Narodne novine koje
predstavljaju sluzbeno glasilo Republike Hrvatske te Euro Lex kao sluzbeni list Europske
Unije. Svrha pretraZivanja potonjih baza podataka je da se uz znanstvene radove obradi i
legislativa Republike Hrvatske i Europske Unije o steviji (Stevia rebaudiana Bertoni).
Pregledano je oko 150 referenci, ali u svrhu pisanja ovog zavrsnog rada koriSteno ih je oko

60. Prilozena tablica prikazuje nacin na koji su zabiljeZzene prikupljene reference (Tablica 1).

Tablica 1. Primjer pretrazivanja literature (Vlastita fotografija, 2017)

Referenca

CiljeviHipoteze

Dizajn eksperimenta/Hipoteze

RezultatiZakljucci

Komentari

Steviarebaudiana
Bertoni: An altemative
Sugar Replacer and Its
Application in Food
Industry

Gasmalla MAA
(Gasmalla, Mohammed
Abdalbasit A ) Yang,
RJ(Yang, Ruijin); Hua,
X (Hua, Xiao)

Rad koji daje opis
strukture i svojstava
stevije, razliéitth
ekstrakeijskih tehnika,
uporabe stevije u
prehrambencj
industriji, nova

tehnoloska destignuca.

Koriitene su razliéite analiticke
metode kakobi se procijenila
distribucija i razina slatkode
glikozida stevije.

Zakljuéeno je da je steviozid
siguran za uporabui da se moZe
koristiti za poboljianje ljudske
prehrane.

Primjena stevije u
prehrambenoj industriji i
zdravstvena ulogau
prehrani ljudi.

Ukratko opisani neki
tehniéki postupci.




2.2, Stevija

Stevija (Stevia rebaudiana Bertoni) je razgranati, gusti grm iz porodice glavocika
(Asteraceae) porijeklom iz sjeveroistocnog Paragvaja (Slika 2). U novije vrijeme uzgoj stevije
se znatno prosirio i na ostale zemlje kao Sto su Kanada, SAD, Kina, Japan te neki dijelovi
Europe. U Hrvatskoj se stevija pocela pokusno uzgajati 2006. godine s tendencijom
komercijalnog uzgoja (Novak, 2007). Postoji 230 vrsta biljaka iz roda Stevia, ali najsladi okus

i najvecu primjenu ima Stevia rebaudiana Bertoni.

Stevia rebaudiana Bertoni je poznata i pod nazivima stevija, slatki list, slatka biljka
Paragvaja, medeni listovi i slatka biljka (Madan i sur., 2010). Glavne komponente biljke su
steviol glikozidi koji su odgovorni za sladak okus liS¢a ove biljke. Radi slatkog okusa, stevija
se koristi kao prirodni zasladivac Ciji ekstrakt je i do 300 puta sladi od saharoze. Prednost
nad saharozom daje joj niska energetska vrijednost pa se preporuCuje ljudima s
prekomjernom tjelesnom masom, oboljelima od dijabetesa i srCanih bolesti. Sve viSe se

koristi u proizvodniji pekarskih i konditorskih proizvoda te bezalkoholnih napitaka i sokova.

2.2.1. Botanicka klasifikacija i karakteristike

Stevija (Stevia rebaudiana Bertoni)
(USDA, 2017)

Kraljevstvo: Plantae
Podkraljevtvo: 7racheobionta
Odjeljak: Spermatophyta

Odjel: Magnoliophyta

Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Asteridae

Red: Asterales

Porodica: Asteraceae/Compositae
Rod: Stevia Cav.

Vrsta: Stevia rebaudiana Bertoni

Slika 1. Stevia rebaudiana Bertoni (Lemus-Mondaca i sur., 2012)



Steviju je prvi put botanicki klasificirao i detaljnije opisao znanstvenik dr. Moisés Santiago
Bertoni, a komponente odgovorne za slatki okus prvi put su izolirane 1909. godine. Prvotno
se zvala Eupatorium rebaudianum, a kasnije je promijenjeno u S.rebaudiana Bertoni kako se
zove i danas. Latinski naziv Stevia dolazi od prezimena Spanjolskog botanicara (Petrus

Jacobus Stevus) koji je prvi proveo istrazivanje vezano uz ovu biljku.

Stevija je viSegodisnja grmolika biljka iz porodice glavocika koji naraste do 1 metar visine.
Listovi su zelene boje s lagano zaobljenim vrhovima, a mogu narasti 3-4 cm. Cvjetovi su

pentamernog oblika i bijele boje s blijedo ljubiastim grlom (Lemus-Mondaca, 2012).

Stevija najbolje uspijeva u podrucjima suptropske i umjereno kontinentalne klime. Prosjek
temperatura tijekom uzgoja kre¢e se izmedu 15-30 °C, dok su za brzi rast potrebne
temperature izmedu 20-24 °C. Bilijka ne tolerira niske temperature, stoga se pri

temperaturama ispod 9 °C zaustavlja rast.

Sama biljka nema posebne zahtjeve vezane uz tip tla, ali najbolji rezultati se postizu na
pjeskovito—ilovastim tlima. Potrebna je adekvatna kolicina vode kako bi se sprijecilo
isuSivanje listova i stabljike. Buduci da biljka ne podnosi zimske uvjete, u Europi se uzgaja
kao lisnati nasad u staklenickim uvjetima. UmnoZava se vanjskim rastom aksijalnih pupoljaka

te se reze i bere nakon 3—4 mjeseca uzgoja (HAH, 2013).

Stevija bi mogla postati zanimljiva i profitabilna kultura za uzgoj u podrucjima tropske klime
(kao visegodisnja biljka), u podrucjima vruce klime ukljucujuéi podrucja umijerene klime s
toplim i kiSnim ljetom (kao sezonska biljka) i za Sire podrucje Mediterana, takoder kao
sezonska biljka tijekom ljeta i jeseni, ili viSegodiSnja ako se navodnjava (Lemus-Mondaca,
2012).

2.3. Nutritivna vrijednost stevije

Povedana konzumacija Secera (saharoze) dovela je do velikih zdravstvenih problema, stoga
se sve viSe poti¢e konzumacija nisko-kalori¢nih zasladivaca (Lemus-Mondaca, 2012). Stevija
se upotrebljava kao nadomjestak za saharozu, za lijeCenje SecCerne bolesti, pretilosti,
hipertenzije i prevencije karijesa (Abou-Arabu i sur., 2010). U ljudskoj prehrani najvise se
upotrebljavaju osuseni listovi stevije koji imaju sladak okus (30-40 puta sladi od Secera), a
nemaju energetsku vrijednost. Ono Sto steviju Cini nisko-kaloricnim zasladivacem je niska
energetska vrijednost od 2,7 kcal/g, koju su u osusenim listovima stevije odredili Savita i
suradnici (2004).



Osim slatkoce, stevija je popularna zbog nutritivnog i kemijskog sastava koji karakterizira
visok sadrzaj aminokiselina, mineralnih tvari i fitokemikalija, osobito polifenola koji doprinose
znacajnom povecanju antioksidacijske aktivnosti stevije (éic Zlabur i sur., 2013). U usporedbi
s ostalim zasladivaima (saharoza i umijetna sladila), stevija se istice prehrambenim
vrijednostima i povoljnim utjecajem na zdravlje. Takoder, listovi stevije imaju funkcionalna i

senzorska svojstva koja su bolja u odnosu na druga sladila (Goyal i sur., 2010).

2.3.1. Kemijski sastav listova stevije

Osuseni listovi stevije dobar su izvor ugljikohidrata (35-62 g/100 g suhe tvari), proteina (10-
20 g/100 g suhe tvari), prehrambenih vlakana (15 do 18,5 g/100 g suhe tvari) koji imaju
vaznu ulogu u o€uvanju zdravlja (Abou-Arab i sur., 2010). Prehrambena vlakna su vec¢inom
neskrobni polisaharidi koji predstavljaju strukturnu komponentu biljaka te su prisutna u
namirnicama biljnog podrijetla. Visok sadrzaj pepela (6-13 g/100 g suhe tvari) pokazuje da je
stevija bogata i mineralnim tvarima (kalij, kalcij, natrij, magnezij, Zeljezo, itd.) (Sic Zlabur i
sur., 2013). Osim navedenog listovi stevije sadrze folnu kiselinu, askorbinsku kiselinu te malu
koli¢inu vitamina B skupine (Maricnek i Krejpcio, 2015). U ekstraktu listova stevije
dominantna komponenta je folna kiselina, dok u ekstraktu kalus kulture stevije prevladava

vitamin C (Lemus-Mondaca, 2012).

U ulju dobivenom iz lista stevije Tadhani i Subhash (2006) identificirali su Sest masnih
kiselina koristeci metil ester standarde. Pronadene su palmitinska, palmitoleinska, stearinska,
oleinska, linolenska i linolna masna kiselina. Sadrzaj palmitinske bio je najvedi, dok je sadrzaj
stearinske kiseline bio najmaniji. Ulje lista stevije bogat je izvor ilinolenske kiseline, Cija visoka

vrijednost doprinosi odrzavanju omjera masnih kiselina u prehrani (Lemus-Mondaca, 2010).

Listovi stevije sadrze sve potrebne aminokiseline (osim triptofana), stoga se mogu koristiti i
kao dobar izvor esencijalnih aminokiselina. Braz de Oliveir i sur. (2011) izolirali su iz listova i
korijenja biljke stevija inulin, fruktooligosaharid koji ima funkcionalna svojstva. Inulin je naziv

za skupinu polimera fruktoze koji u biljci imaju funkciju uskladistenog ugljikohidrata.

2.3.2. Bioaktivni spojevi u listu stevije

Listovi stevije sadrze sloZzenu smjesu prirodno slatkih diterpenskih glikozid-steviozida (4-13%
suhe tvari), steviolbiozida (u tragovima), rebaudiozida A ( 2-24%), rebaudiozida B (u
tragovima), rebaudiozida C (1-2%), rebaudiozida D, E i F ( u tragovima) i dulkozida A (0,4-
0,7%) (HAH, 2013). Steviozid je najprisutniji diterpenski glikozid u steviji, a poznat je po

svojoj slatkoCi (200-300 puta sladi od saharoze), dok je rebaudiozid A topljiviji i daje Cis¢i
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lista stevije osim svoje slatkoce pokazuju povoljne uéinke na zdravlje. Zbog stabilnosti na

visokim temperaturama primjenjuju se u raznim prehrambenim proizvodima.

LiS¢e stevije sadrzi visoku koncentraciju fenolnih spojeva koji doprinose ukupnoj
antioksidacijskoj aktivnosti (Barba i sur., 2014a; Shukla i sur., 2012) i ostalim pozitivhim
uéincima na zdravlje. Abou-Arab i sur. (2010) navode da list stevije prosjec¢no sadrzi 24,01

mg/g ukupnih fenola i 19,93 mg/g ukupnih flavonoida.

Tadhani i sur. (2009) odredili su 25,18 mg/g ukupnih fenolnih spojeva u osusenim listovima
stevije i 35,86 mg/g u kalusu. Sadrzaj flavonoida bio je 21,73 mg/g u listovima stevije, a
31,99 mg/g u kalusu. Dobiveni rezultati pokazuju da kalus biljke sadrZi vise fenolnih spojeva i
flavonoida u odnosu na listove. Od flavonoida u listu stevije do sada su detektirani spojevi iz

skupina flavonola i flavona (Wdlwer-Rieck, 2012).

Shakula i sur. (2009) usporedivali su utjecaj ekstrakcijskog otapala na prinos fenola iz listica
stevije pri ¢emu su utvrdili da 1 g vodenog ekstrakta sadrzi 56,74 mg GAE, dok je u

alkoholnom ekstraktu pronadeno 61,50 mg GAE.

HPLC analizom u vodenom i metanol-vodenom ekstraktu listova stevije pronadene su: galna,
protokatehinska, klorogena, kafeinska, cimetna i kumarinska kiselina, katehin, epikatehin,
rutin, kvercetin, kvercetin dihidrat, kvercetin glukozil i apigenin. Osim galne,
porotokatehinske kiseline te katehina, svi ostali spojevi imaju veée koncentracije u metanol-
vodenom ekstraktu. Najvece koncentracije odredene su za kvercetin dihidrat (4,48 mg/mL),
rutin (1,99 mg/mL) te klorogensku kiselinu (1,03 mg/mL) (Muanda i sur., 2011).

Gawet-Beben i sur. (2015) proveli su istrazivanje u kojem su odredivali sadrzaj ukupnih
fenola i flavonoida u ekstraktima pripremljenih od osusenih listova stevije koristeci tri
otapala: vodu, 96%-tni etanol i smjesa propilen glikola i vode (omjer 4:1). Sadrzaj ukupnih
fenola u ekstraktima je bio sljededi: 3,85 mg/g u vodenom ekstraktu, 7,65 mg/g u etanolom i
15,50 mg/g u smjesi propilen glikola i vode, dok je kolic¢ina flavonoida u smjesi propilen-glikol
i voda (3,85 g/mg) bila oko dva puta veca nego u preostala dva ekstrakta.

Tadhani i sur. (2006) usporedivali su antioksidacijsku aktivnost liS¢a stevije i kalusa koristeci
FRAP i DPPH metodu. Rezultati DPPH metode pokazali su da kalus pokazuje vecu
antioksidacijsku aktivnost od listova, dok FRAP vrijednost daje priblizno jednake rezultate za



oba ispitivana uzorka. Dodavanjem ekstrakata listova i kalusa umijesto Cistih steviozida moglo

bi se utjecati na poveéanje koli¢ine ukupnih antioksidansa u konacnom proizvodu.

Karotenoidi i klorofili (a i b) pripadaju skupini bioaktivnih spojeva stevije. Klorofili su bitni za
sintezu steviol glikozida, pa tkiva biljke bez klorofila ne sadrze ili sadrze u maloj koliCini
navede glikozide. Abau-Arab i sur. (2010) odredivali su karotenoide, klorofil a i b, ukupne
pigmente i steviozide u svijezem listu stevije te u listu stevije osuSenom na suncu. Dobiveni
rezultati pokazuju kako proces suSenja znacajno utjeCe na smanjenje kolicine prisutnih

karotenoida i klorofila.

Stevija sadrzi oksalnu kiselinu i tanine koji se ubrajaju u antinutrijente. Savita i sur. (2004)
pronasli su visoke koncentracije navedenih spojeva u vodenom ekstraktu lista stevije.
Oksalna kiselina smanjuje apsorpciju kalcija, Zeljeza i drugih mineralnih tvari, dok se
taninima pripisuju brojna farmakoloska djelovanja. Tanini imaju antiapoptozno,
antikancerogeno, antioksidativno i protuupalno djelovanje te Stite od pojave ateroskleroze
(Atanassova i Christova-Bagdassarian, 2009). Gasmalla i sur. (2014) u svom istrazivanju

spominju da listovi stevije prosjecno sadrze 5,43 — 5,91 % tanina.

2.3.3. Zdravstveni benefiti listova stevije

Steviol glikozidi su vrlo stabilni spojevi, stoga su vrlo pozeljni za zasladivanje u
prehrambenim proizvodima posebno onima namijenjenim dijabeticarima i osobama Ccije
zdravstveno stanje zahtjeva kontroliran unos Secera. Pridonose oralnom zdravlju i
sprjeCavaju nastanak karijesa pa se upotrebljavaju u raznim pripravcima za odrzavanje usne
Supljine. Imaju antikariogeni ucinak te sprjecavaju pojavu gingivitisa (Lemus-Mondaca i sur.,
2010). Glikozidima stevije pripisuju se brojni zdravstveni benefiti. Tako literatura navodi
povoljan utjecaj na metabolizam zudi i razne upalne procese u tijelu, prevenciju ulceracije u

gastrointestinalnom traktu te ulogu u lije¢enju hipertenzije i hiperglikemije (HAH, 2013).

Biljka stevija koriStena je u lijeCenju raka i kao zamjena za saharozu u lije¢enju dijabetesa,
pretilosti i hipertenzije. Toksikoloska istrazivanja dokazala su da je stevija ne toksi¢ni, ne

mutageni i ne kancerogeni prirodni zasladiva¢ (Kumar Yadav i Guleria, 2012).

Cink i mangan se smatraju antioksidansima koji imaju povoljan ucinak na imunoloski sustav i
sprjecavaju razvoj bolesti koje su uzorkovane slobodnim radikalima. Visoke koli¢ine zeljeza u
listovima stevije odrzavaju normalnu razinu hemoglobina u krvi (Abau-Arab i sur., 2010). U
istoj toj studiji autori navode kako ekstrakti listova steviju imaju osim antioksidativhog i

antimikrobni ucinak pa bi se mozda u buduénosti mogli koristiti i u farmaceutskoj industriji.



Smatra se da bi stevija mogla izazvati alergijske reakcije kod osoba osjetljivih na biljke
obitelji Asteraceae, takoder se preporucuje trudnicama da izbjegavaju konzumiranje stevije
(Serio, 2010).

Stevija utjeCe na razinu glukoze u krvi, razinu inzulina, na krvni tlak i izluivanje natrija

putem urina te na profil lipida i tjelesnu masu (Savita i sur., 2004).

Osim slatkog sadrzaja, S. rebaudiana ima terapijske, antihiperglikemic¢ne, antihipertenzivne,
protuupalne, antitumorske, antidiarrealne, diuretske i imunomodulacijske ucinke (Lemus-
Mondaca, 2010). Gasmalla i sur. (2014) dokazali su da liS¢e stevije pokazuje dobro
antimikrobno djelovanje prema ispitanim bakterijama, ukljucujuci koliformne bakterije i
Staphylococcus aureus. Pripravci lista stevije koriste se i u kozmetici za njegu i omeksavanije
koZe, i to najéeSée u obliku maske za lice. Zbog svog antiseptickog djelovanja, Cesto se

upotrebljavaju u tretmanima koze sklone aknama.

Listovi i kalus biljke stevija bogat su izvor antioksidansa. Antioksidansi su kemijske tvari koje
usporavaiju ili zaustavljaju nepozeljne reakcije oksidacije drugih tvari uzrokovane djelovanjem
slobodnih radikala. Koriste se u dodacima prehrani u cilju prevencije razli¢itih bolesti, kao Sto
su kardiovaskularne i bubrezne bolesti, a koriste se i terapiji oboljelih od karcinoma. Najvise
se isticu fenolni spojevi koji imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala. Lemus-Mondaca i
sur. (2015) navode da su u listu stevije pronadene uglavnom hidroksicimetne kiseline:
klorogenska, kafeinska i trans-ferulinska kiselina, od kojih je klorogenska najzastupljenija.
Cacciola i sur. (2011) navode kako se u listovima stevije nalazi i rutin. Ferulinska kiselina i

rutin osim svog antioksidacijskog djelovanja pokazuju i antibakterijsku aktivnost.

Sve veci broj studija istrazuje pozitivne ucinke ekstrakata stevije na ljudsko zdravlje i istice
vaznost njene primjene u svrhu terapije raznih bolesti. Ta istraZivanja dokazuju djelotvornost
bioaktivnih komponenti prisutnih u listovima i kalusu stevije. TrZiSte zahtjeva proizvodnju
zdravih prehrambenih proizvoda, odnosno funkcionalne hrane pa se stevija smatra biljkom
Cije bi se bioaktivne komponente mogle koristiti u raznim proizvodima u svrhu njihova

obogacivanja.

2.4.Ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva iz listova stevije

Ekstrakcija bioloski aktivnih komponenti iz biljnog materijala je prvi korak bilo kojeg

znanstvenog istrazivanja ljekovitog bilja. Tvari izolirane ekstrakcijom mogu se upotrebljavati



kao prehrambeni aditivi, pomocne tvari u proizvodnji farmaceutskih i kozmetickih proizvoda
ili kao fitokemikalije koje imaju pozitivne ucinke na odredene fizioloske funkcije u ljudskom
tijelu (Pinelo i sur., 2004).

Ekstrakcija je brza i u€inkovita metoda razdvajanja i koncentriranja tvari, pri ¢emu dolazi do
prijenosa jedne ili viSe tvari, iz materijala u kojem se nalaze, u teku¢u fazu. Nakon toga
slijedi separacija i izdvajanje tvari iz tekuce faze (Conde i sur., 2010). Osnovni cilj ekstrakcije
je izolacija Sto vece koli¢ine zeljene tvari, a da pritom izolirana tvar ima Sto vec¢u kvalitetu. Za
ucinkovito provodenje ekstrakcije potrebno je odrediti optimalne uvjete, pri ¢emu se moraju
pratiti brojni faktori kao Sto su: veli¢ina Cestica, znacajke samog otapala, vrste spojeva koje

se ekstrahiraju kao i vrijeme i temperatura ekstrakcije (Putnik i sur., 2016).

Listovi stevije ekstrahiraju se vru¢om vodom ili alkoholima, a u nekim slucajevima procesu
ekstrakcije prethodi obrada listova s nepolarnim otapalima (kloroform ili heksan) radi

uklanjanja eteri¢nih ulja, lipida, klorofila i ostalih nepolarnih tvari (Barba i sur., 2014a).

Konvencionalne (klasi¢ne) ekstrakcijske tehnike bazirane na maceraciji i toplinskoj ekstrakciji
Cesto su koristene metode za dobivanje bijelog praha stevije (Barba i sur., 2014b). Medutim,
ove ekstrakcijske tehnike pokazuju nedostatke poput niske ucinkovitosti, potencijalno
Stetnog utjecaja na okolis radi koristenja organskih otapala te dugotrajnost u izvedbi, stoga
se u novije vrijeme koriste nove ekstrakcijske tehnike kao Sto su: ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (MAE), ekstrakcija potpomognuta enzimima (EAE) (Puri i sur., 2012),
ultrazvukom (UAE) i ekstrakcija superkriticnom tekuc¢inom (SFE) (Herceg i sur., 2009),
ubrzana ekstrakcija otapalom (ASE) (Jentzer i sur.,2014) te ekstrakcija potpomognuta
visokim hidrostatskim tlakom (HHPE) (Barba i sur., 2014b).

Ovim metodama se postize veéa ucinkovitost, smanjena potrosnja energije u odnosu na
konvencionalne metode, vece iskoristenje, omogucena je kontrola temperature i dobivaju se
kvalitetniji ekstrakti. Primjena novih tehnika u izolaciji bioaktivnih spojeva ima brojne
prednosti, medutim treba obratiti pozornost na velike troskove samih uredaja koji se koriste

u pojedinim metodama, kao i uvjeta koje treba osigurati prilikom izvodenja ekstrakcija.

2.4.1. Mikrovalna ekstrakcija (MAE)

Mikrovalovi su elektromagnetna polja koja se nalaze u frekvencijskom podrucju od 300 MHz
do 300 GHz. Sastoje se od dva medusobno okomita osciliraju¢a polja, poput elektri¢nog polja
i magnetskog polja (Azmir i sur., 2013). Koriste se u prehrambenoj industriji za pecenje,



zagrijavanje, susenje, odmrzavanje, blanSiranje, dehidrataciju, ali i za druge tehnoloske

postupke kao Sto su pasterizacija i sterilizacija razliCitih vrsta namirnica.

U novije vrijeme razvijena je nova ekstrakcijska metoda koja takoder koristi mikrovalove
(mikrovalna ekstrakcija). Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija (eng. Microwave-assisted
extraction, MAE) je metoda koja koristi energiju mikrovalova za zagrijavanje otapala s
¢vrstom tvari s ciljem izdvajanja komponenti uzorka u otapalo. Energija mikrovalova zagrije
polarno otapalo u kontaktu s ¢vrstim uzorkom i tako smanjuje vrijeme ekstrakcije i kolicinu

potrebnog otapala (Veggi i sur., 2013) (Slika 3).

Tehnika se zasniva na Cinjenici da ekstrakcijsko otapalo i voda (koja je prirodno prisutna u
stanicama) preuzimaju energiju mikrovalova. Dolazi do intenzivnijeg gibanja molekula,
odnosno rotacije dipola polarnih komponenti te povecanja zagrijavanja i pritiska na stanicnu
stijenku koja puca. Pucanjem stanicne stijenke omogucuje se prodor otapala unutar stanice

te se povecava povrsina interakcije izmedu otapala i Zeljenog spoja (Wang i Weller, 2006).

Alupului (2012) je opisao tri sekvencijalna koraka koja uklju¢uju mehanizam mikrovalne
ekstrakcije. Prvi korak je odvajanje otapala s aktivnih mjesta matrice uzorka pod pove¢anom
temperaturom i tlakom, zatim slijedi difuzija otapala preko matrice uzorka i naposljetku

izolacija otopljenih komponenti iz matrice uzorka u otapalo.

U prakti¢noj primjeni postoje dvije vrste sustava mikrovalne ekstrakcije koji se koriste
(Kaufmann i Christen, 2002): (i) ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i

temperaturi te (ii) ekstrakcija u mikrovalnim pec¢nicama pri atmosferskom tlaku.

Ekstrakcija mikrovalovima brza je i jednostavnija metoda u usporedbi s konvencionalnim
postupcima ekstrakcije. Moze se koristiti za izdvajanje termolabilnih spojeva kao Sto su
etericna ulja (Brachet i sur., 2002). Takoder, Cesto se koristi za analizu organskih spojeva
kod krutih uzoraka i za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva poput flavonoida, kofeina te
polifenola. Ova se tehnika koristi za ekstrakciju raznih bioaktivnih spojeva zato Sto je
smanjeno vrijeme ekstrakcije, uporaba otapala i poboljSani su ekstrakcijski prinosi, medutim
treba uzeti u obzir i potencijalno Stetne ucinke, kao Sto je veca snaga i temperatura, koji

mogu utjecati na kvalitetu ekstrahiranih spojeva (Beli¢ i sur., 2011).

Veggi i sur. (2013) su opisali kako snaga mikrovalova, izbor otapala te temperatura i vrijeme
trajanja ekstrakcije utjeCu na ucinkovitost ove metode. Zakljucili su da vela snaga
ekstraktora skracuje vrijeme ekstrakcije, stoga se biljni materijal krace vrijeme zraci

mikrovalovima. Medutim, upotrebom vece snage javlja se rizik od pucanja biljnog materijala
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Sto moZe dovesti do kontaminacije zeljene komponente drugim spojevima. Poveéanjem
temperature poboljSava se difuzija otapala u biljni materijal i time se dobiva bolji ekstrakcijski
u€inak. Medutim, pri ekstrakciji termolabilnih spojeva, kao Sto su polifenoli, poveéanije
temperature moZe dovesti do degradacije zeljenih komponenata u ekstraktu. Stoga, u svrhu

ucinkovite ekstrakcije potrebno je optimirati sve parametre ekstrakcije.

Rezultati istrazivanja Putnika i sur. (2016) pokazuju da duze vrijeme, kao i viSa temperatura
ekstrakcije potpomognute mikrovalovima dovodi do veceg stupnja razgradnje potencijalnih
komponenata koje Zelimo izolirati. Izbor otapala ovisi o: topljivosti ekstrakata, selektivnosti
otapala prema tom bioaktivhom spoju koji ekstrahiramo, sposobnosti da stupi u interakciju s
matriksom Cvrste tvari, dielektrinoj konstanti i mogucnosti upijanja energije mikrovalova.
NajceSce se koriste klasi¢na ekstrakcijska otapala s visokom dielektricnom konstantom, kao

Sto su metanol, etanol i voda.

Slika 2. Uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima proizvodaca Milestone (model:
Ethos X) (Anonymus 1, 2017)

Jaitak i sur. (2009) provodili su ekstrakcije steviozida i rebaudiozida A iz Stevie rebaudiane
razliCitim ekstrakcijskim tehnikama i na kraju usporedili dobivene rezultate. KoriSteni su
osuseni i usitnjeni listovi biljke stevija, a primijenjene tehnike su konvencionalne tehnike
ekstrakcije, ultrazvucna ekstrakcija (UAE) i mikrovalna ekstrakcija (MAE). Kao otapala

koriSteni su metanol, etanol i voda kao pojedinacna otapala i u binarnim smjesama.

Konvencionalna hladna ekstrakcija provodila se na 25 °C tijekom 12 sati, UAE provodila se
na temperaturama od 35 £ 5 °C tijekom 30 minuta, dok je MAE provedena na razini snage

80 W tijekom 1 minute na 50 °C. Mikrovalnom ekstrakcijom dobiveni su prinosi od 8,64 i
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2,34 % steviozida i rebaudiozida A, ultrazvuc¢nom ekstrakcijom dobiveno je 4,20 i 1.98 %
steviozida i rebaudiozida A, dok je konvencionalnom tehnikom ekstrakcije dobiveno 6,54 i
1,20% steviozida i rebaudiozida A. Dobiveni rezultati upuéuju da MAE ima znacajan

potencijal za izolaciju steviol glikozida iz listova stevije.

Prilikom provodenja mikrovalne ekstrakcije potrebno je to¢no definirati varijabilne parametre
koji utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije dvaju glikozida. Koristena je snaga zracenja u intervalu
20-160 W, temperatura 10-90 °C i vrijeme ekstrakcije 30-300 s. Ostali parametri kao Sto su
koli¢ina uzorka (100 mg) i volumen otapala (10 mL) odrzavani su konstantni.

Provodenjem mikrovalne ekstrakcije unutar raspona snage 20-160 W primije¢eno je
povecanje prinosa dvaju glikozida i maksimum je postignu kod snage od 80 W nakon cega
dolazi do pada prinosa kada je razina snage povecana do maksimalne vrijednosti. Najvedi
prinosi postignuti su pri temperaturi od 50 °C, a daljnjim povecanjem prinosi glikozida su se
smanijili. Rezultati su pokazali da je upotreba pojedinacnih otapala dala male prinose ova dva
glikozida, te da je optimalan prinos dobiven koriStenjem smjese metanol:voda pri omjeru
80:20.

Alupului i sur. (2009) istrazili su ucinkovitost konvencionalne ekstrakcije, MAE i UAE za
dobivanje ekstrakta steviozida iz lista stevije. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako je
tijekom klasicne ekstrakcije dosSlo do termicke degradacije steviozida pri temperaturama
veéim od 100 °C u vremenu duzem od 3 minute. KoriStenjem ultrazvuka i mikrovalova

najveca koncentracija steviozida postignuta je u manje od 5 minuta.

Mikrovalna ekstrakcija je precizna metoda koja Stedi dosta vremena i energije te je prikladna
za dobivanje kvalitetnog ekstrakta iz biljnog materijala. Ono Sto bi moglo predstavljati
prepreku u koriStenju novih ekstrakcijskih tehnika je skupa oprema, kao i energija za

proizvodnju ultrazvucnih i mikrovalnih valova.

Teo i sur. (2009) usporedili su ucinkovitost ubrzane ekstrakcije vruéom vodom (PHWE) i
mikrovalne ekstrakcije za izolaciju dva bioaktivha spoja (steviozid i rebaudiozid A) iz S.
rebaudiane koja je uzgojena u razli¢itim uvjetima. Rezultati su pokazali da ekstrakcija
mikrovalovima pokazuje bolju ucinkovitost ekstrakcije steviozida i rebaudiozida A u kraéem
vremenu. Takoder, pronadeno je da se uz mikrovalnu ekstrakciju ekstrahira vise kemijskih
sastojaka koji mogu posluziti kao markeri za usporedbu i klasifikaciju ljekovitih biljaka iz

razlicitih uvjeta uzgoja
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2.4.2. Ultrazvucna ekstrakcija (UAE)

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. Ultrasound assisted extraction, UAE) jedna je
od novijih tehnika koja se koristi za izolaciju bioaktivnih spojeva iz biljnih materijala.
Predstavlja brzu i ucinkovitu alternativu klasicnim metodama ekstrakcije. Ova se tehnika
temelji na koriStenju energije dobivene ultrazvukom kako bi se olakSala ekstrakcija tvari iz

¢vrstog uzorka pomocu odgovarajuceg otapala.

Ultrazvuk je poseban tip zvucnog vala s frekvencijama visSim od praga osjetljivosti ljudskog
sluha. Obi¢no su u kemiji to zvucni valovi frekvencija od 20 kHz do 100 MHz (Azmir i sur.,
2013). Tijekom obrade biljnog materijala ultrazvukom valovi prolaze kroz medij i kada dodu
do sredine nastaju longitudinalni valovi pri ¢emu dolazi do naizmjenicnih ciklusa kompresije i
ekspanzije. Djelovanjem ekspanzionih vrtloga stvara se negativan tlak. Kada je nastali tlak
dovoljno negativan da savlada intramolekularne sile dolazi do formiranja i rasta mjehurica.
Tijekom naredne kompresije/ekspanzije vrtloga nastali mjehuriéi pare se skupljaju i Sire pri
c¢emu dolazi do stvaranja kavitacija. Formiranje i rast mjehuri¢a plina u tretiranom materijalu
zove se kavitacija. Kada mjehuri¢i dosegnu kriticnu velic¢inu (ovisi o primijenjenoj frekvenciji i
mediju koji se tretira), odnosno kada energija ultrazvuka nije dovoljna da bi se zadrzala
plinska faza, u mjehuri¢ima dolazi do brze kondenzacije. Kondenzirane molekule sudaraju se
velikom brzinom pri ¢emu nastaju udarni valovi visokog tlaka i temperature. Kao posljedica
toga javlja se brzo razaranje biljnog tkiva Sto uzrokuje oslobadanje stanicnog materijala i

poboljSava se prijenos mase.

Ultrazvucno polje omogucuje stvaranje mikrokavitacija u tekuéini koja okruzuje biljni
materijal. UCinci su dvostruki: mehanicki poremecaj stijenke stanica koji induciraju veci
prodor otapala i time olakSavaju oslobadanje sadrzaja kao i poboljSanje prijenosa mase i

lokalno zagrijavanje tekucine, poveéavajuci difuziju ekstrakta (Azmir i sur., 2013).

Metoda ekstrakcije ultrazvukom se provodi uranjanjem sonde (Slika 4) u uzorak iz kojeg
Zelimo ekstrahirati odredeni kemijski spoj ili koristenjem ultrazvucne kupelji koje se Cesto

koriste u laboratorijima.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom koristi se za izolaciju fenola, flavonoida, lipida i
proteina iz biljnog materijala koristenjem razli¢itih otapala. Sic Zlabur i sur. (2015) uz pomo¢
ove tehnike izolirali su iz listova S.rebaudiana fenolne spojeve, flavonoida i steviozide. Ono
Sto ovu tehniku ekstrakcije Cini ucinkovitijom u odnosu na konvencionalne metode je

skraceno vrijeme trajanja ekstrakcije zbog vece kontaktne povrsSine izmedu otapala i uzorka
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Sto se postize smanjenje veliCine Cestica uzorka, takoder zbog primjene nize temperature i

tlaka ovom tehnikom se mogu ekstrahirati termolabilni spojevi.

Kod primjere ekstrakcije potpomognute ultrazvukom vazno je definirati parametre koji utjecu
na ucinkovitost ekstrakcije kako bi se dobili optimalni rezultati. Osim otapala i temperature,
bitno je odrediti frekvenciju, vrijeme soniciranja, duzinu i promjer sonde, snagu ultrazvuka i
distribuciju valova (Wang i Weller, 2006). Osim navedenog bitan je i sadrzaj vlage u uzorku,

stupanj mljevenja i veli¢ina Cestica.

Slika 3. Uredaj za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom proizvodaca Misonix (model
Sonicator S-4000) (Anonymus 2, 2017)

Sic Zlabur i sur. (2015) usporedili su ucinkovitost ekstrakcije bioaktivnih komponenti u
listovima S. rebaudiane potpomognute ultrazvukom s klasiénom ekstrakcijom otapalom.
Najveci sadrzaj steviol glikozida, ukupnih fenolnih spojeva i flavonoida u ekstraktima stevije
je koristenjem ultrazvucne ekstrakcije. Najveci prinos steviozida A bio je 96,48 mg/g
ekstrakta, a rebaudiozida A 36,92 g/mg ekstrakta.

Ispitivana su dva razliCita parametra tijekom sonikacije: vrijeme trajanja (2, 4, 6, 8 i 10 min),
kao i 2 razlicita promjera sonde (7 i 22 mm). Rezultati su pokazali da ispitani parametri
(promjer sonde i vrijeme tretmana) znacajno utjeCu na prinose ispitivanih komponenti
listova. Optimalni uvjeti za maksimalne prinose bili su vrijeme ekstrakcije 10 min, promjer

sonde 22 mm i temperatura 81,2 ° C.

Kod UAE porast temperature od 50% nije prouzrocio degradaciju fenolnih spojeva, dok je
primjena visoke temperature tijekom konvencionalne vodene ekstrakcije uzrokovala

degradaciju termolabilnih spojeva. Primjena ove ekstrakcijske tehnike omogucuje brzi
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prijenos energije, kao i odgovor na kontrolu procesa ekstrakcije, brz pocetak procesa
ekstrakcije, selektivnost te veéi prinosi ekstrahiranih kemijskih tvari koje zadrzavaju svoju
biolosku aktivnost (Koubaa i sur., 2015; Azmir i sur., 2013).

Osim vedih prinosa, kraceg vremena trajanja potrebno je naglasiti da kod ultrazvucne
ekstrakcije ne dolazi do isparavanja velike koli¢ine otapala Sto pokazuje velik utjecaj na
zastitu okoliSa. Ova ekstrakcijska tehnika u usporedbi s konvencionalnim ekstrakcijskim
tehnikama daje vece prinose bioaktivnih spojeva, potrebne su manje koli¢ine otapala

jednostavnija je i zahtjeva kraée vrijeme izvodenja (Wang i Weller, 2006).

Lagana i sigurna izvedba ultrazvucne ekstrakcije u laboratoriju ¢ini ovu metodu jednom od
najjednostavnijih ekstrakcijskih tehnika. Nove tehnike izolacije bioaktivnih spojeva Cesto
zahtijevaju skupocjenu opremu i uspostavljanje posebnih uvjeta Sto otezava njihovu
svakodnevnu primjenu, kod ove tehnike velika je prednost to Sto zahtjeva niske troskove

odrzavanja, jednostavna je i sigurna za uporabu.

Liu i sur. (2010) usporedivali su ucinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom s
klasi¢nim postupkom ekstrakcije, takoder su istaknuli vaznost odredivanja optimalnih uvjeta
kod ultrazvucne ekstrakcije. Uporabom ekstrakcije s ultrazvukom, prinos ekstrakta povecao
se za faktor 1,5 na nizoj temperaturi ekstrakcije (68 °C) i ekstrakcijskom vremenu (32 min)
znatno manjem u usporedbi s klasichom ekstrakcijom. Prije provedbe same ekstrakcije
ultrazvukom bilo je potrebno odrediti kljutne parametre koji su u daljnjem procesu bili
konstantni (zvu¢na snaga, vrijeme ekstrakcije i temperatura). Ustanovljeno je da su
optimalni uvjeti ekstrakcije pri temperaturi 68 °C, vremenu ekstrakcije od 32 min i snazi od
60 W. HPLC rezultati pokazali su da se sadrzaj rebaudiozida povetao u ekstrakcijama
potpomognutim ultrazvukom u usporedbi s ekstraktima dobivenim klasichom metodom
ekstrakcije. Radna skupina zakljucila je da primjena ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

omogucuje dobivanje proizvoda koji posjeduje vecu slatkocu u odnosu na klasi¢ni postupak.

Gasmalla i sur. (2014) ispitivali su ucinkovitost UAE za dobivanje visokovrijednih ekstrakata
stevije. Prinos rebaudiozida A dobiven u optimalnim uvjetima procesa za vodu, etanol i
izopropil alkohol iznosio je 32,79, 33,85 i 37,10 (g, 100 g). Nakon usporedbe
konvencionalnih tehnika ekstrakcije i UAE, autori su zakljucili je UAE ekoloski prihvatljiva

metoda koja daje vece prinose bioloski aktivnih spojeva u kra¢em vremenu tretiranja.

Studijom koju su proveli Periche i suradnici (2015) ispitali su mogucnost primjene MAE i UAE

te dobivene rezultate usporedili s rezultatima dobivenim konvencionalnom metodom
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ekstrakcije s ciljem izolacije steviol glikozida i ukupnih fenola i flavonoida iz osusenih listova
S.rebaudiana. Glikozidi i antioksidansi bili su negativho korelirani, stoga ne postoji niti jedan
tretman prikladan za postizanje najveceg prinosa u obje skupine spojeva istovremeno.
Najvedi prinos steviol glikozida dobiven je mikrovalnom energijom (3.30 W / g ekstrakta, 2
min), dok je uobicajeni postupak (90 °C, 1 min) bio najprikladniji za ekstrakciju
antioksidansa. Najbolji postupak ovisi o potencijalnoj kasnijoj uporabi dobivenih ekstrakata,

bilo da ih koristimo kao izvore sladila ili antioksidansa.

2.4.3. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE)

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (eng. Accelerated solvent extraction,ASE)
je automatizirana ekstrakcijska tehnika kod koje se kombinira poviSena temperatura i visok
tlak u cilju brzog i ucinkovitog ekstrahiranja bioaktivnih komponenti iz vrste matrice uzorka

u kratkom vremenskom razdoblju (Jentzer i sur., 2014) (Slika 5 ).

Visoka temperatura uzrokuje bolju topljivost analita, brzu difuziju, nizu viskoznosti otapala i
slabljenje interakcija izmedu otopine i matrice uzorka. Visok tlak omogucuje otapalu da
ostane u tekucem stanju iznad tocke vrenja Cime se ubrzava proces ekstrakcije (Mustafa i
Turner, 2011). Ova tehnika koristi temperaturu izmedu 25-200 °C i visok tlak (do 20 MPa).

Proces ekstrakcije traje 5-25 minuta pri cemu se troSe male koli¢ine otapala (oko 15-45 mL,
ovisno o ekstrakcijskim parametrima). Uporaba male koli¢ine otapala cini ovu metodu

ekoloski prihvatljivom i nize troskove provedbe same tehnike (Mottaleb i Sarker, 2012).

Ova ekstrakcijska tehnika primjenjuje se za izolaciju Sirokog spektra prirodnih spojeva iz

biljnih materijala, a naroCito je pogodna za ekstrakciju spojeva osjetljivih na oksidaciju.

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku se moze provoditi uz upotrebu razlicitih
vrsta mono otapala ili smjese razlicitih vrsta otapala (najcesce se koriste binarni sustavi), a
sam uredaj ima mogucnost koriStenja tri razliCite vrste otapala. Nakon ekstrakcije dobiveni
materijal je osusen pa je moguce provoditi ponovljene ekstrakcije s istim otapalom ili

sukcesivne ekstrakcije koristeci otapala razli¢ite polarnosti (Mottaleb i Sarker, 2012).

U usporedbi s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, ASE ekstrakcija omogucuje
provodenje viSestupanjske ekstrakcije Sto je kod nekih metoda iznimno vazno jer se tim
postupkom znacajno povecava ucinkovitost izolacije Zeljenih spojeva (Mottaleb i Sarker,
2012)
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Slika 4. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri povisSenom tlaku Dionex (model ASE
350) (Anoymous 3, 2017)

Parametri koji utjeCu na ucinkovitost ove ekstrakcijske tehnike su: vrsta otapala, temperatura

ekstrakcije, staticko vrijeme, veli¢ina Cestica i broj ciklusa.

Jentzer i sur. (2014) u svom istrazivanju su odredili optimalne parametre ASE ekstrakcije
provodedi izolaciju steviol glikozida i rebaudiozida A iz listova S. rebaudiana. Rezultati su
pokazali da svi ¢imbenici imaju utjecaj na konacan prinos. Utvrdeni su optimalni parametri
ekstrakcije: temperatura od 100 ° C, stati¢ko vrijeme ekstrakcije iznosilo je 4 minute, jedan
ciklus, uz vodu kao ekstrakcijsko otapalo. Ovim uvjetima dobiveno je 91,8% = 3,4% ukupno
ekstrahiranih steviol glikozida. Dodatnom optimizacijom veliine Cestica praha suhog lista
velicine uvjet je bio da produ kroz 0,05 mm sito) postignuti su veci prinosi u iznosu od
100,8% =+ 3,3%. U usporedbi s konvencionalnim metodama ova tehnika omogucava vece

prinose u kraéem vremenu, ekoloski je prihvatljivija i ne zahtijeva veliki utroSak energije.

2.4.4. Ekstrakcija potpomognuta hladnom plazmom (HVED)

RijeC plazma dolazi od grcke rijeCi plasma Sto u prijevodu znaci samooblikovanje materijala.
Plazma je ionizirani ili djelomicno ionizirani plin koji se smatra Cetvrtim agregatnim stanjem
zbog razlicitih svojstava u odnosu na krutine, tekucine i plinove. To je plin koji se sastoji od
slobodnih elektrona, iona i neutralnih Cestica koji su u osnovnim i pobudenim stanjima. S
makroskopskog glediSta plazma je neutralna, ali sadrZi elektricki nabijene Cestice (Tendero i
sur., 2006).

Plazme se mogu klasificirati prema viSe kriterija, ali klju¢an parametar za oblikovanje plazme

je tlak neutralnog plina u kojem se krecu ionizirane Cestice u odnosu na atmosferski tlak. S
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obzirom na taj parametar razlikujemo niskotlacne, visokotlacne i plazme atmosferskog tlaka.

Prema temperaturi koja se koristi, plazme se dijele na tople i hladne (Tendero i sur., 2005).

Za potrebe istrazivanja hladna plazma se najcesée proizvodi pomocu elektri¢nog praznjenja
(HVED) (Slika 6). Lavina elektrona i nastanak plinovite faze uzrokuju razaranje strukture
biljnog materijala. U vodenom mediju postoje dvije faze procesa razaranja: faza nastajanja
lavine elektrona (streamer) i faza razaranja strukture materijala (Boussetta, 2014). Ako je
elektricno polje dovoljnog intenziteta (do 40 kV i 10 kA) doéi ¢e do ubrzavanja elektrona
izmedu dvije elektrode. Nastala lavina elektrona zatim putuje prema suprotno nabijenoj
elektrodi i kada dode do elektrode nastaju udarni valovi, kavitacijski mjehuriéi i stvara se
turbulencija u tekucini. Sve to dovodi do fragmentacije Cestica i oSte¢enja stani¢ne strukture

Sto posljedi¢no olakSava izolaciju intracelularnih komponenti (Barba i sur., 2014b).

RSG1 1
\
DC RSG2 O Current probe
.| ==Ce Cp——
SO D |{}5-:illagmph
Reactor | @& ‘
Air —gen E HV probe

Slika 5. Shema za ekstrakciju hladnom plazmom (Wang i sur., 2006)

HVED je zelena ekstrakcijska tehnika koja primjenom niske energije povecava prinos
ekstrahiranih spojeva (Boussetta, 2014). Usporedno s drugim metodama, koje su takoder
prihvatljive za okoli§ (UAE, MAE, ASE), ekstrakcija hladnom plazmom pokazala se
najucinkovitijom u pogledu veceg prinosa, veteg razaranja staniCne strukture uz nizu
potrosnju energije, dolazi do slabijeg zagrijavanja materijala ¢ime se utjeCe na stabilnost
bioaktivnih spojeva tijekom procesa (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016).

Barba i sur. (2014b) su usporedivali primjenu tehnika visokog naponskog elektricnog
praznjena (HVED), visoko pulsirajuéeg elektricnog polja (PEF) i ultrazvuka (UAE) za
ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz lista stevije. Sadrzaj klorofila bio je gotovo trostruko vedi
nakon HVED ekstrakcije(141 kJ/kg), prosjecno 1 g/100 g s.tv. za klorofil ate 2 g/100 g s tv.

za klorofil b, dok su s ostale dvije metode dobivene vrijednosti slicne onima dobivenima za
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kontrolni uzorak klasiénom ekstrakcijom. Takoder, primjenom HVED tehnike poboljSana je
izolacija fenolnih spojeva (narocito kafeinske i klorogenske kiseline) i iz dobivenih rezultata
HVED tehnika se pokazala najucinkovitijom za izolaciju fenolnih spojeva, karotenoida i
klorofila (a i b). Kvantitativha (ukupni fenolni spojevi) i kvalitativha (HPLC) analiza pokazale
su da primjena ovih ekstrakcijskih tehnika poveéava prinos i kinetiku samog procesa.
Upotrebnom HVED tehnike zapazeno je znacajno povecanje antioksidacijskog kapaciteta u
odnosu na ostale tehnike, a takoder su zabiljezena veca osteCenja strukture stanice Sto
povecava difuznost intracelularnih komponenti. Zakljucno, rezultati ovog istraZivanja su
pokazali da HVED, PEF i UAE ekstrakcijske tehnike poboljSavaju kinetiku, smanjuju potrosnju
otapala, povecavaju iskoriStenje ekstrakcije bioaktivnih komponenata iz biljnih materijala te

smanjuju vrijeme i temperaturu ekstrakcije u usporedbi s klasicnom ekstrakcijom.

2.4.5.Ekstrakcija superkriticnim fluidima (SFE)

Superkriticna tekucina je tvar koja na temperaturi i tlaku iznad svoje kriticne tocke posjeduje
gusto€u tekucina i viskoznost plinova. Najznacajniji predstavnici su superkriti¢ni ugljicni

dioksid, superkriticna voda i superkriticni etanol.

Ekstrakcija superkriticnim fluidima (Supercritical fluid extraction, SFE) je ekstrakcijska
metoda koja se bazira na cinjenici da pojedini plinovi postaju izuzetno dobra otapala za
odredene vrste kemijskih spojeva u blizini svoje kriticne tocke, ili u superkriticnom podrucju.
Superkritino stanje tekudine postize se kada su tlak i temperatura sustava iznad njegove
kriticne tocke (Slika 6). Najcesce koristena tekucina za superkritiCne ekstrakcijske procese je
superkritini ugljicni dioksid (SC-CO,) koji ima kriti¢nu tocku od 31,1 °C i 7,38 MPa, nije

toksican, lako je dostupan u visokoj Cistodi i siguran je za upotrebu (Azmir i sur., 2013).

Ekstrakcija superkriticnim CO. je relativno nova ekstrakcijska tehnika koja nema Siru
komercijalnu upotrebu zbog visokih troskova ulaganja u opremu i instalacije. Sama tehnika
se provodi superkriticnim CO; koji ima status GRAS otapala (eng. Generally recognized as a
safe) te su proizvodi koji se ekstrahiraju ovim otapalom sigurni sa zdravstvenog aspekta. Ova
tehnika pripada ,zelenoj" tehnologiji jer nema sekundarnih proizvoda koji su Stetni za okolis i
upravo zbog toga je od velikog interesa raznim industrijama kao Sto su prehrambena,
kozmeticka, naftna i farmaceutska (Joki¢ i sur., 2010).
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Slika 6. Fazni dijagram (Anonymous 4, 2017)

Ekstrakcija bioloSki aktivnih spojeva iz biljnih sirovina superkriticnim CO, ima nekoliko
prednosti pred drugim metodama, a to su: (i) jednostavno izdvajanje izoliranih komponenti
od otapala, (ii) omogucena selektivna i frakciona ekstrakcija, (iii) ekoloski prihvatljiva
(odsutnost preostalih koli¢ina organskih otapala u ekstrahiranim komponentama) (Ikonnikov
i sur., 2010).

Osim toga Lang i Wai (2001) navode velik broj prednosti ove metode u odnosu na
konvencionalne metode ekstrakcije: (1) superkriticna tekucéina ima vedi koeficijent difuzije,
nizu viskoznost i povrSinsku napetost od tekuceg otapala, Sto dovodi do prodiranja u matricu
uzoraka i povoljnog prijenosa mase. Vrijeme ekstrakcije znatno se smanjuje kod SFE u
usporedbi s klasicnim metodama, (2) ponovljeni refluks superkriticne tekucéine u uzorak
osigurava potpunu ekstrakciju, (3) odvajanje analita od otapala pri konvencionalnoj
ekstrakciji moze se lako zaobiéi ekspanzijom superkriticne tekucine pri ¢emu se Stedi vrijeme
(4) mogu¢ rad na niskim temperaturama (ekstrakcija termolabilnih spojeva), (5) mala
koli¢éina uzorka moze se izdvojiti ¢ime Stedi vrijeme za ukupni eksperiment, (6) koristi se
mala koli¢ina otapala koja nisu opasna, (7) on-line povezivanje SFE s kromatografijom pa se

moze upotrebljavati za lako hlapive spojeve.

Zbog nepolarnog karaktera ugljicni dioksid se ne koristi kao pojedinacno otapalo za
ekstrakciju polarnih spojeva, veé¢ se prije ulaska u ekstraktor mijeSa s organskim ko-
otapalima (npr. etanol, metanol, aceton) koji se nazivaju kemijski modifikatori (Azmir i sur.,
2013). Takoder, ugljicni dioksid se smatra slabim otapalom, potreban je veliki utroSak

energije za komprimiranje CO,, a oprema mora izdrzavati visoke pritiske.
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Coban i sur. (2012) usporedili su SFE s konvencionalnom ekstrakcijom. Slican prinos steviol
glikozida dobiven je usporedbom te dvije metode, a zakljucili su da bi SFE metoda mogla biti
alternativna tehnika postupku klasicne ekstrakcije jer se ne upotrebljavaju spojevi koji bi
mogli imati negativan utjecaj na komponente odgovorne za sladak okus. Ova tehnika
predstavlja velik potencijal za komercijalnu primjenu u prehrambenim proizvodima jer
omogucéava dobivanje ekstrakata visoke kvalitete. SFE tehnika zahtjeva veci investicijski
troSak za procesnu opremu, ali su zato troskovi samih proizvodnih procesa znatno maniji.
Takoder, zakljucili su da su kod SFE metode najvaznije varijable koncentracija ko-otapala i
temperatura. Dobiveni optimalni uvjeti iznosili su: 211 bar, 80 °C i 17,4% (ko-otapalo) Sto

daje 36,66 mg / g steviozida i 17,79 mg / g rebaudiozida A.

Choi i sur. (2002) su usporedili konvencionalnu ekstrakciju organskim otapalima sa SFE.
Utvrdeno je da SFE ekstrakcija s CO,-metanol-vodom (80: 16: 4) daje vece prinose steviol

glikozida koji su u konacnom ekstraktu imali i veéi stupanj Cistoce.

Osim superkriticnog ugljicnog dioksida za ekstrakciju superkriticnim fluidima moze se koristiti
superkriticna voda koja ima kriti¢nu tocku od 22.12 MPa i 374 °C. Superkriticna voda moze
otapati organske materijale i ima veliki potencijal u optimizaciji kemijskih sinteza, medutim

nedostatak predstavlja manjak informacija o kinetici i termodinamici te problem korozije.

Yildiz-Ozturk i sur. (2014) koristili su superkriticnu vodu za izolaciju bioaktivnih spojeva iz S.
rebaudiane. Optimalni uvjeti ekstrakcije bili su: 125 °C, 45 min, brzina protoka od 4 mL/min,
Sto daje 38,67 mg/g steviozida i 35,68 mg/g rebaudiozida A. Ukupan sadrzaj fenola,
flavonoida i DPPH slobodnih radikala iznosio je 48,63 mg GAE/g ekstrakta, 29,81 mg
kvercentina/g ekstrakta i 92,50%. Nakon ekstrakcije, sadrzaj klorofila, karotenoida i
dijetalnih vlakana odredeni su u udjelima od:1,91 mg/100 g, 5,71 mg/100 g i 4,98 % u

rafinatu.
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2.5. Zakonska regulativa

Upotreba stevije kao sladila u prehrambenim proizvodima nailazi na prepreke zbog razlicite
zakonske regulative u mnogim zemljama. Znanstveni odbor za hranu Europske komisije
1997. zaprimio je, unutar Uredbe 258/97 u pogledu nove hrane i novih sastojaka hrane,
zahtjev za stavljanje na trziSte susenog liS¢a biljke i biljku Stevia Rebaudiana (Bertoni) kao
novu hranu (EC, 1997).

Prema Uredbi Europske komisije (EC) 258/97 iz 2000. bilika i osuSeno lisS¢e Stevia
Rebaudiana (Bertoni) smatraju se novom hranom. S obzirom na to da se proizvod ne moze
staviti na trziSte Europske Unije kao hrana ili dodatak hrani jer ne zadovoljava kriterije ¢lanka
3. Uredbe, odlukom komisije od 20.02.2000. godine odbija se stavljanje na trziste biljke i
susenog lis¢a Stevia rebaudiana (Bertoni) kao nove hrane ili novog sastojka hrane (EC
Commission, 2000). Poslije toga napravljene su brojne toksikoloske studije o utjecaju

steviozida i rebaudiozida A na zdravlje.

Reviziju procjene izloZenosti steviol glikozida napravila je EFSA 2011. godine, zbog koriStenja
istog kao prehrambenog aditiva za djecu i odrasle (EFSA, 2011). Korekcija je smatrana
neophodnom zbog konzumacije aromatiziranih bezalkoholnih pi¢a kod djece. Uredbom
Komisije br. 1131/2011 dopunjen je prilog II Uredbe br. 1333/2008 Europskog parlamenta i
Vije¢a kojom steviol glikozid (E 960) postaje prehrambeni aditiv skupine "sladila", te se
dozvoljava njegova primjena u odredenim kategorijama hrane s ogranicenjima u svrhu

upotrebe i navedenim maksimalnim koli¢cinama (EC, 2011).

Zahtjev za promjenu specifikacija prehrambenog aditiva steviol glikozida (E 960) podnesen je
13.11.2016. godine te je stavljen na raspolaganje drzavama clanicama u skladu s ¢lankom
4. Uredbe br. 1311/2008 (Eurolex, 2016).

Prema svemu navedenom evidentno je da joS uvijek nema dovoljno ¢vrstih znanstvenih
dokaza za sigurnu uporabu Stevie rebaudiane (Bertoni) kao biljke ili njezinog suhog lis¢a kao
monodroge, odnosno njezino koristenje moguce je jedino kao dio smjese s ostalim biljnim
vrstama u oblicima dozvoljenim i propisanim od strane Pravilnika. Preporuka je da se koristi
mjeSavina steviol glikozida, koja sadrzava viSe od 95 % Cistog steviozida i/ili rebaudiozida A
kao prehrambenog aditiva-sladila (EFSA, 2013).
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2.6. Primjena u prehrambenoj industriji

Zbog rastuce potrebe za alternativnim sladilima, u posljednjih nekoliko godina poveéava se
broj istrazivanja biljke Stevia rebaudiana (Bertoni) kao prirodna alternativa umijetnim
sladilima i saharozi (Zlabur Sic i sur., 2015). Sadrzaj slatkih sastojaka i navodna ljekovita
svojstva liS¢a razlog su sve veéeg interesa znanosti i trziSta za tom biljkom. Slatkoca koju

uzrokuje stevija traje duze, viSe od 40 sekundi u usporedbi sa saharozom.

Secer, koji se stolje¢ima primjenjuje kao vazan sastojak hrane, ima odli¢nu sposobnost
zasladivanja, no isto tako ima i veliku koli¢inu kalorija Sto dovodi do razli¢itih zdravstvenih
problema. Kao rezultat na trziStu se pojavljuju razliCiti prirodni i umjetni zasladivaci kao Sto
su aspartam, saharin, ciklamat i glicirizin. Nakon odredenog vremena dosSlo se do zakljucka
da vecina tih zasladivaCa ima povezane zdravstvene rizike. Iako su pocetnih nekoliko
istrazivanja u slucaju stevije pokazala da je mutagena, kancerogena i vrlo nesigurna, kasnija

istrazivanja su pokazala da je sigurna bez ikakvih zdravstvenih rizika (Savita i sur., 2004).

Steviozid se kao zasladivaC prvi put pojavio na japanskom trziStu te se nakon toga uzgoj
proSirio na ostale azijske zemlje. Neki od komercijalnih proizvoda u kojima se nalaze ekstrakti
stevije su kava, Caj, kolaci, sladoled, bezalkoholna pi¢a, sokovi od voéa i pojacivaci boja
(Yadav i Guleria, 2011). Rebiana je trgovacki pojam za proizvode koji sadrze vecu kolicinu
rebaudiozida A od ostalih steviol glikozida (Yadav i Guleria, 2011).

Parpinello i suradnici (2001) dodali su steviozid i saharozu u vodu i sok od breskve te su ih
usporedili s obzirom na razvoj slatkog i gorkog okusa. Rezultati su pokazali da 160 mg/L
steviozida zamjenjuje 36 g/L saharoze bez razvoja negativnih senzorskih karakteristika

proizvoda.

Kroyer (2010) je istrazio stabilnost steviozida pri poviSenoj temperaturi tijekom razlicitih
uvjeta skladistenja i prerade. Rezultati su pokazali da je steviozid pokazao dobru stabilnost
tijekom 1 sata na temperaturama do 120 °C u pi¢ima poput Caja i kave. U vodenoj otopini
steviozid je bio stabilan u pH intervalu od 2-10. Ova saznanja daju mogucnost primjene

stevije u vruéim napitcima.

Osim toga, steviozid se moZze koristiti u Zvakaéim gumama, osvjezivacima za usta, pastama
za zube i nekim kozmetickim preparatima. Ovaj prirodni zasladivaC koristi se u raznim
prehrambenim proizvodima kao Sto su keksi, dzemovi, ¢okolade, sladoled, pecena hrana,
bezalkoholna pica i voéni napitci (Abdalbasit i sur., 2014). Istrazivanja su pokazala da je
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najprihvatljivija koli¢ina stevije za konditorske proizvode oko 0,25-1 g, a za mlijecne

proizvode 25 mg na 100 g proizvoda (Agarwal i sur., 2010).

Criado i sur. (2014) ispitivali su utjecaj vodenih ekstrakata stevije na aktivnost
polifenoloksidaze i peroksidaze i antioksidacijsku aktivnost. Rezultati su pokazali da
povecanje koncentracije stevije inhibira enzimsku aktivnost u odredenoj mjeri, povecava se
udio ukupnih fenolnih spojeva i kapacitet antioksidansa. TrziSte zahtjeva sve vecu
proizvodnju minimalno procesirane hrane, bez dodataka kemijskih konzervansa sa sto duzim
rokom trajanja, stoga je u ovoj studiji otkrivena mogucnost koristenja stevije ne samo kao

alternativnog zasladivaca, nego kao i prirodnog konzervansa.

Zahvaljujudi velikom broju provedenih studija na temu stevije i njenih slatkih diterpenskih
glikozida, prehrambena industrija sve viSe implementira ovu vrstu prirodnog sladila u svoje
proizvode kao zamjenu za saharozu. Tako na trziStu ve¢ sada mozemo naci velik broj
proizvoda kao Sto su dijetalna Coca-Cola, Nestle hladni ¢aj sa stevijom, Dorina ¢okolada sa

stevijom, ali i razne oblike ovog zasladivaca koje mozemo koristiti u svakodnevnom Zivotu.
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3. ZAKLJUCAK

Na temelju pretrazene literature moze se zakljuciti sljedece:

Stevia rebaudiana (Bertoni) je viSegodiSnja, grmolika biljka Ciji listovi sadrze diterpenske
glikozide koji daju sladak okus, stoga se sve viSe koriste kao prirodna alternativa umjetnim
sladilima i saharozi. Steviozid je najprisutniji diterpenski glikozid u steviji, koji je 200-300

puta sladi od saharoze.

Osim slatkoce, stevija je popularna i zbog svog sastava koji karakterizira visok sadrzaj
aminokiselina, fitokemikalija, mineralni tvari i vitamina te fenolnih spojeva koji doprinose
ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti. Listovi stevije prosje¢no sadrze 24,01 mg/g ukupnih

fenola i 19,93 mg/g ukupnih flavonoida.

U znanstvenim istrazivanjima i proizvodnji visokovrijednih ekstrakata najvise se
upotrebljavaju standardne konvencionalne ekstrakcijske tehnike, medutim sve se viSe
ispituju i nove tehnike ekstrakcije koje imaju brojne prednosti pred klasi¢nim postupcima. U

nove ekstrakcijske tehnike se ubrajaju:

e ubrzana ekstrakcija otapalima (ASE),

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

ekstrakcija potpomognuta atmosferskom plazmom (HVED)

ekstrakcija superkriticnim CO, (SCO>)

Prema rezultatima znanstvenih istrazivanja nije moguce izdvojiti niti jednu od novih tehnika
izolacije bioloski aktivnih spojeva kao univerzalnu, s obzirom da se svaka od njih istice svojim
specificnim prednostima, ali i ponekim nedostatkom te svaku tehniku prije ozbiljnog

razmatranja potrebno je optimirati obzirom na procesne parametre.
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Izjava o izvornosti

1zjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultati mojeg truda te da se
u njegovoj izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u
njemu navedeni.

u{/Ma L//WJ‘

ime i prezime studenta
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