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1.UVOD

Klorofil je zeleni pigment koji se nalazi u zelenim dijelovima biljaka, a osim Sto im
daje privlacnu zelenu boju dokazano djeluje i u prevenciji bolesti i o€uvanju zdravlja. Iako je
najzastupljeniji pigment u biljkama, u nefizioloskim je uvjetima izrazito nestabilan spoj.

Tijekom prerade voca i povréa dolazi do njegove degradacije koja moze biti
uzrokovana enzimskim ili kemijskim djelovanjem, kisikom, povisenom temperaturom ili
fizickim stresom.

Zbog nestabilnosti brojnih bioaktivnih spojeva pri poviSenim temperaturama,
uobicajenima za klasine metode ekstrakcije, u posljednje se vrijeme razvijaju nove i ne-
toplinske metode ekstrakcije biljnih materijala poput ultrazvuka, visokog hidrostatskog tlaka
i plazme. Hladna plazma, dobivena visokonaponskim praznjenjem, uzrokuje promjene na
stanicnoj strukturi biljke Cime se olakSava i ubrzava proces ekstrakcije bioaktivnih
komponenti a pritom ne dolazi do znatnijeg poveéanja temperature.

Cili ovog rada je istraziti ucinak ekstrakcije visokonaponskim praznjenjem na

koncentraciju klorofila u talogu lista kadulje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Klorofil

Klorofil je zeleni pigment koji daje zelenu boju razli¢itim plodovima. Ne svrstavamo
ga u ni jednu kategoriju osnovnih hranjivih tvari (ugljikohidrati, masti, proteini, vitamini i
mikroelementi) jer njegov nedostatak ne uzrokuje nutritivni deficit koji moze ugroziti
normalne Zivotne funkcije. Unato¢ tome, njegova prisutnost u svakodnevnoj prehrani moze
pridonijeti u dugorocnoj prevenciji mnogih bolesti. Kao jedan od najrasirenijih pigmenata
ima vaznu tehnolosku i estetsku ulogu. S tehnoloSkog stajaliSta vazno je zadrzati svijetlo
zelenu boju namirnice koja potjece od klorofila jer potroSac, Cesto i nesvjesno, sudi o
proizvodu na temelju njegovoga izgleda. Klorofil posjeduje i kromatska svojstva koja
proizvod cine privlacnim te daju bitne vizualne i analiticke informacije o proizvodu. Kod visih
biljaka klorofil nalazimo u plastidima, organelama koje su od ostatka citoplazme izolirane
vlastitom membranom i sadrze vlastiti geneticki materijal. Oni plastidi koji sadrze klorofile
(slika 1), pa samim time posjeduju sposobnost fotosinteze, nazivaju se kloroplasti
(Strasburger i sur., 1974).

Slika 1. Kloroplasti u biljnim stanicama (Anonymus 1, 2019)



2.1.1 Struktura, vrsta i bioloska uloga

Klorofil ubrajamo u porfirinske sustave u kojima su a-polozaji Cetiriju pirolovih
prstena povezana metilnim mostovima (slika 2). Zbog planarne aromatske grade molekula

klorofila je u fizioloSkim uvjetima vrlo stabilna.

Slika 2. Struktura klorofila

Zahvaljujuci kelirajuéim svojstvima porfirinskog sustava u srediste molekule klorofila
ugraden je ion magnezija. Osim porfirinskog prstena molekula klorofila sadrzi i modificirani
lanac propionske kiseline u obliku ciklickog betaketoestera. Kod visih je biljaka na porfirinski
prsten esterskom je vezom povezan alkohol fitol, koji molekulu klorofila Cini lipofilnom.
Razlikujemo pet vrsta klorofila koji su prisutni u fotosintetskim or?_:;anizmima i biljkama: a, b,
¢, d i e. Klorofili a i b su dvije najznacajnije skupine klorofila u biljkama, a njihova strukturna
razlika nalazi se na trecem pirolnom prstenu. Na tom poloZaju kod klorofila a nalazimo
metilnu skupinu, a kod klorofila b aldehidna grupu (Von Wettstein i sur., 1995). Klorofil a
nalazi se u gotovo svim fotosintetskim organizmima dok se klorofil b nalazi u visSim biljkama,
te prati klorofil a kao dodatni pigment u procesu fotosinteze. Zbog apsorpcije crvenog i
plavog svijetla klorofil a i b imaju karakteristicnu zelenu boju. Bez prisutnosti fotosintetskog
pigmenta klorofila, sa sposobnoScu apsorpcije zracenja i pretvorbe u kemijsku energiju

razvoj Zivota na Zemlji bio bi nemogu¢ (Strasburger i sur., 1974). Sam proces pretvorbe



sunceve energije u kemijsku, te skladistenje svjetlosne energije u obliku Secera naziva se
fotosinteza. Pretpostavlja se da je klorofil a primarni pigment koji energiju izravno prenosi
fotosintetskoj reakciji s obzirom da se nalazi u svim fotosintetskim organizmima (Stainer i
sur., 1965). U sekundarne metabolite ubrajamo druge fotosintetske pigmente i ostale

klorofile zbog zastitne i pomocne uloge (Taiz i Zeiger, 2010).

Kao sastavni dio jestivih biljaka klorofili su uobicajeni u ljudskoj prehrani. Medutim,
ubrzo nakon branja biljaka, zapocinje degradacija klorofila uslijed koje mogu nastati drugi
obojeni derivati ili bezbojni spojevi koji nastaju potpunom degradacijom ako se biljni
materijal ¢uva duze vremena. Obrada povrca, osobito zagrijavanjem, takoder dovodi do
transformacije klorofila u njegove derivate. Osim toga, gotovo svi nacini obrade hrane u
vecoj ili manjoj mijeri uzrokuju strukturne promjene kod pigmenata, a time i promjenu
njezine boje. Ipak, nema dokaza da obradom izazvane modifikacije molekule klorofila koje
dovode do njegove degradacije u druge obojene derivate, uzrokuju smanjivanje njegovih
funkcionalnih svojstava. Naprotiv, nastali derivati, uglavnhom feofitini, mogu sacuvati ili ¢ak
pospijesiti takva svojstva (Higaski-Okai i sur., 1998; Chernomorsky i sur., 1999; Yang i sur.,
1999). Suprotno tome, reakcije transformacije klorofila koje dovode do nastajanja bezbojnih
produkata znacajno utjeCu na boju hrane te smanjuju njezinu funkcionalnu aktivnost. Naime,
cijepanjem porfirinskog sustava u razgradnim produktima smanjena je i njihova sposobnost
interakcija s DNA i mutagenim agensima u usporedbi s intaktnim molekulama (Dashwood,
1997).

1.1.2 Kemijska i funkcionalna svojstva

U posljednje vrijeme klorofil dobiva sve vecu vaznost u ljudskoj prehrani, ali ne samo
kao boja za prehrambene proizvode, ve¢ kao zdravi prehrambeni sastojak (Chappell i sur.,
1992). U svom prirodnom okruzenju, unutar kloroplasta, horofiIi4su prilino stabilni spojevi,
no ako dode do ostecenja organele i gubitka njezinih fizioloSkih svojstava, postaju iznimno
nestabilni, podlozni mnogim strukturnim modifikacijama. Osjetljivi su na djelovanje mnogih
¢imbenika kao Sto su temperatura i pH te djelovanje enzima, molekularnog kisika i svjetla
(Lin, 1994). Razlikujemo Cetiri mjesta na kojima dolazi do glavnih strukturnih modifikacija
molekule klorofila: (i) srediSte porfirinskog sustava, (ii) esterska veza fitilnog repa, (iii)
izociklicki prsten i, (vi) osnovna porfirinska struktura.

Klorofili i njihovi derivati su skupina spojeva koji su bioloski aktivni pri

koncentracijama uobicajenim u prehrani. Prve studije posveéene istrazivanjima utjecaja



klorofila na kancerogene procese potjecu jos iz 1930-ih, u tim istraZivanjima otkriveno je
nakupljanje derivata porfirina u sarkomima i karcinomima dojke. Danasnja istrazivanja
usredotocena su na preventivnu aktivnost derivata klorofila u razvoja tumora i uglavnhom se
bave njihovim antimutagenim i antigenotoksi¢nim djelovanjem (Lin, 1994).

Vedina lijekova koji se koriste u lijeCenju tumora imaju nuspojave i mogu izazvati
genotoksic¢ne ucinke u zdravim stanicama. Testovi /in vitro (Gentile i sur., 1998) i /in vivo na
miSevima (Te i sur., 1997) pokazali su kako derivati klorofila smanjuju kolateralno mutageno
djelovanje lijeka bez promjene antitumorskog ucinka te su se dugi niz godina koristili kako bi
se umanjile nuspojave lijekova s koleteralnom mutagenom sposobnosc¢u lije¢enja raka
(Kumar i sur., 1999). No, iznimno je bitan nacin upotrebe jer se ustanovilo da se najveca
ucinkovitost postize oralnom i istodobnom primjenom kancerogene supstance i klorofila
(Negishi i sur., 1997).

Rak debelog crijeva je medu vodeéim uzrocima smrti od raka u zapadnim zemljama
gdje je prehrana bogata crvenim i preradenim mesom, a siromasna vocem i povréem.
Istrazivanje je pokazalo da hem, Zeljezni porfirinski pigment crvenog mesa, moze biti vazan
faktor rizika jer povecava citotoksi¢nost fekalnog sadrzaja, a time i povecano izlaganje
epitelnih stanica kolona luminalnim iritantima (Sesink i sur., 1999). Iako su mehanizmi koji bi
objasnili negativnho djelovanje prehrane bogate crvenim mesom tj. pozitivho djelovanje
prehrane bogate povréem na razvoj raka debelog crijeva jos uvijek nedovoljno opisani,
nedavna su istrazivanja pokazala da je takav ucinak povezan s klorofilom prisutnim u hrani.
Preventivno djelovanje klorofila specificno je za prirodne klorofile i ne moze se oponasati
vodotopivim klorofilinima (de Vogel i sur., 1995). No, osim Sto je ucinkovito sredstvo za
blokiranje tijekom inicijacijske faze, istrazuje se uloga klorofila kao supresijskog sredstva i
moguce nove terapije usmjerene na abnormalnu stani¢nu proliferaciju u kolonu. Klorofil
utjeCe na homeostazu tkiva u debelom crijevu, pa su potrebna daljna istrazivanja
mehanizama apoptoze u ljudskim stanicama raka debelog crijeva (Blum i sur., 2001;
Dashwood i sur., 2001). 5

Trimetilaminurija (TMAU) je metabolicki poremecaj karakteriziran nemoguénoscu
transformacije trimetilamina (TMA), kemijskog spoja intenzivnog mirisa po ribi, u
trimetilamin-AM-oksid (TMAQO) bez mirisa. Buduéi da je pokazano kako klorofil u crijevima
moze vezati amine (Dashwood i sur., 1996) u terapiju pacijenata koji boluju od te genetske
bolesti dodan je bakrov kompleks klorofila. Po zavrSetku terapije laboratorijski su nalazi
pokazali smanjenu slobodnu koncentraciju TMA u mokradi i povecanje TMAO na razinu
prisutnu u normalnih osoba (Yamazaki i sur., 2004).



Unatoc tome Sto je najzastupljeniji pigment u prirodi i Sto postoji dokumentirana
prooksidacijska i antioksidacijska aktivnosti, klorofil nije ukljucen u vedinu istrazivanja o
antioksidacijskom djelovanju fitokemikalija. U jednoj je studiji dokazano kako derivati
klorofila a ucinkovitije uklanjaju radikale nego oni klorofila b (Ferruzzi i sur., 2002). Takoder,
derivati bez metala kao Sto su klorini, feofitini i pirofeoptini pokazali su znacajno niZi
antiradikalni kapacitet od derivata koji sadrze metale kao Sto su Mg-klorofili, Zn-feofitini, Zn-

pirofeofini, Cu-feofitin a i Cu-klorofilini.

2.1.3 Odredivanje klorofila primjenom UV/VIS spektroskopije

Kvantitativno odredivanje klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b) i karotenoida u biljnim
ekstraktima pomocu UV/VIS spektroskopije ovisi o viSe faktora: otapalu odnosno sustavu
otapala koriStenih za ekstrakciju, spektrofotometru i samom uzorku (Lichtenhalter i
Buschmann, 2001).

Kao sto je vidljivo na slikama 3 i 4, koje prikazuju UV spektre Cistog Chl a, Chl b i
najzastupljenijih karotenoida u listovima viSih biljaka u dietileteru, apsorpcijske regije
razliCitih pigmenata se preklapaju.
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Slika 3. UV/VIS apsorpcijski spektri Cistih Chl a i Chl b u dietileteru (Lichtenthaler, 2001)
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Slika 4. UV/VIS apsorpcijski spektri TLC-om izoliranih najzastupljenijih karotenoida u zelenim
listovima visih biljaka u dietileteru (B-C, B-karoten; Lut, lutein; Neo, neoksantin; Viola,
violaksantin) (Lichtenthaler, 2001)

Apsorpcijske maksimume Chl a i Chl b nalazimo u plavom (~428 i 453 nm) i crvenom
dijelu spektra (~661 i 642 nm) dok se izmedu 400 i 500 nm uocava Siroka apsorpcijska
vrpca izoliranih karotenoida s tri maksimuma. Polozaj apsorpcijskih maksimuma pigmenata
ovisi 0 upotrijebljenom otapalu i tipu spektrofotometra. Tako se primjerice povecanjem
polarnosti otapala u kojem se vrsi mjerenje apsorpcijski maksimum Chl a u crvenom dijelu
spektra pomice s 660 na 650 nm a onaj u plavoj regiji s 428 na 432 nm. Sli¢no vrijedi i za
Chl b u cijim se spektrima opaZa pomicanje maksimuma s 642 na 652 nm a 452 na 469 nm.
Ti pomaci proizlaze iz promjena molarnih apsorpcijskih koeficijenata i stoga se prilikom
kvantitativnhog odredivanja pigmenata ocitavaju valne duljine pri maksimumima cistih Chl a,
Chl b i karotenoida u odredenom otapalu.

U UV-VIS spektrima ekstrakata zelenih listova (slika 5.) k(?ji sadrze smjesu Chl a, Chl
b i karotenoida dominiraju apsorpcijski maksimumi Chl a pri 4 = 428 i 661 nm dok se

izmedu 400 i 500 nm opaza Siroka apsorpcijska vrpca Chl b i karotenoida.
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Slika 5. Apsorpcijski spektri pigmenata iz acetonskog ekstrakta duhana i Cistih Chl a, Chl b,
B-karotena i luteina (Lichtenthaler, 2001)

Kvantitativno odredivanje pigmenata u smjesi pomocu UV-VIS spektroskopije temelji
se na Lambert-Beerovom zakonu:

A= abcy (1)

gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti, « je apsorpcijski (ekstinkcijski)
koeficijent (L g* cm™) svojstven svakoj molekulskoj vrsti i ovisan o valnoj duljini svjetlosti, &
je duljina puta svjetlosti kroz uzorak, a Gy je masena koncentracija tvari u otopini. U tom se
obliku Lambert-Beerov zakon moze koristiti iskljutivo za odredivanje koncentracije
pojedinacnog, izoliranog pigmenta. Naime, uslijed promjene otapala, valne duljine svjetlosti
ili prisutnosti drugih kemijskih vrsta mijenja se i apsorpcijski koeficijent. Stoga se prilikom
odredivanja koncentracije Chl a i Chl b u ekstraktu koji sadrzi oba pigmenta Lambert-Beerov



zakon modificira. Apsorbancija se izrazava kao suma apsorbancija oba pigmenta jer pri

apsorpcijskom maksimumu apsorbancija Chl a doprinosi apsorbanciji Chl b i obrnuto:

Amax a = A(a)max a + A(b)max a = (a(a)max a’ ca ) b) + (a(b)max a’ Cb ) b) (2)

A +A

(b)max b — (a(a)max b Ca 'b) + (a(b)max b Co 'b) (3)

max b = A(a)max b

Ako se jednadzbe (2) i (3) preurede, uzme da je duljina puta svjetlosi 1 cm te uvede

faktor z (6) slijede izrazi za koncentraciju Chl a i Chl b:

(4)

©))

of (6)

U ekstraktima biljnog materijala koji sadrze uz klorofile i karotenoide (x + ¢ =
ksantofili i karoteni) apsorbancija pri 470 nm odredena je sumom apsorbancija Chl a, Chl b i

karotenoida:

A470:A(x+c)470+A(a)47O+A(b)47O 7)
Ako se primjeni Lambert-Beerov zakon:
=Y (a)a70 (a)470 a (8)
(b)470  (b)470 b )
A =rY
(x+c)470 (x+c)470  (x+c) (10)

Uzevsi u obzir da je uobicajena duljina puta svjetlosti 1 cm slijedi izraz za

koncentraciju karotenoida:

A —(a ) (o - C)
(a)470 (a)470 a (b)470 b

C(x+c) - o (1 1)

(x+c)470




Ako se zeli odrediti koncentracija Chl a, Chl b i karotenoida u primjerice 90%-tnom
metanolnom ekstraktu koriste se literaturno dostupni podaci o ekstinkcijskim koeficijentima
Cistih tvari u pojedinom otapalu ili smjesi otapala pa se izrazi (4), (5) i (11) mogu

pojednostavniti:

¢,(g/ml)=16,82A;,~9,28Ac;, (12)
Cb(ug/ml):36r92A652,4_16154A665,2 (13)
C(x+c)(ug/m|): (1000A470 _1191Ca _95115Cb)/225 (14)

2.2 Kadulja

Kadulja (Salvia officinalis L.), prikazana na slici 6, pripada porodici Lamiaceae
(usnace), podporodici Nepetoideae, tribusu Menthae, subtribusu Salviinae, rodu Salvia
(Drew i Sytsma, 2012). Kadulja je viSegodisnja biljka koja potjece s podrucja juzne Europe i
Sredozemlja. U narodu je takoder poznata i s drugim nazivima poput kus, slavulja, pelim,
Zalfija i dr. (Willfort, 2002). Zbog snaznog korijena izrazito je otporna na susu, pa samim tim
vrlo dobro uspijeva na siromasnom krskom podrucju, posebno u Dalmaciji. Listovi su sivo
zelene boje, prekriveni dlacicama kako bi se sprijeCilo isparavanje vode. Veli¢ina cvjetova je
maksimalno tri centimetra, dvospolni su i specificne ljubiCaste boje. Zbog boje cvjetova i
lijepog mirisa kadulja ima veliki znacaj kao medonosna biljka (Trinajsti¢, 1992). Vrijeme
cvatnje kadulje je u svibnju, lipnju i srpnju (Willfort, 2002).

Slika 6. Kadulja (Anonymus 2, 2019)



Njezino botani¢ko ime dolazi od latinske rijeCi salvare sto bi u prijevodu znadilo
spasiti. Samo znacenje upucuje na mnogobrojna ljekovita svojstva koja su poznata joS od
antickih vremena (Dent, 2013). Znanstveno su utemeljena njezina antisepticka i protuupalna
djelovanja, a u novije vrijeme sve se viSe istrazuju i njezini virustatski i fungistatski ucinci
koji se pripisuju kombiniranom djelovanju sastavnica etericnog ulja i fenolnih spojeva u
kadulji (Kustrak, 2005). Osim Sto se zbog navedenih svojstava upotrebljava u farmaciji, zbog
svojih senzorskih karakteristika koristi se i kao zacin u kulinarstvu.

Dalmatinska kadulja (Salvia officinalis L.) najpoznatija je samonikla vrsta koja se jo$
naziva i ljekovita kadulja. Pripada skupini ilirsko-jadranskih endemickih biljaka sa sredistem
rasprostranjenosti na dijelu Hrvatskog primorja od otoka Krka i Cresa na sjeveru do planine

Biokovo na jugu (Trinajsti¢, 1992).

Od mnogobrojnih formi i varijeteta na podruéju Europe najpoznatije su tri podvrste —
Lavandulifolia, minor i major. Razlikuju se s obzirom na podrucje na kojem uspijevaju, te
prema morfoloskim karakteristikama. Lavandulifolia je rasprostranjena na Pirinejskom
poluotoku, mirisom podsje¢a na ruzmarin, a sastoji se od uskih, duguljastih listova i cvjetova
s kratkim stapkama. Podvrstu Minor uglavnom pronalazimo na podrucju srednjeg
Sredozemlja. Karakteristi¢na je za podrucje Republike Hrvatske, a njezina su glavna obiljeZja
su duge petelike listova i manje dlakavi listovi. Na nasem podrucju razlikujemo tri tipa
podvrste Minor, a to su: Sjevernojadranski na podruéju Kvarnera, srednjojadranski na
podrucju Makarske te Juznojadranski na podrucju Stona i Dubrovackog primorja. Podvrsta
Major raste na podruéju Male Azije, istocnog Mediterana i juzne Rusije. Od prethodne dvije

podvrste razlikuje se veli¢inom (Kustrak, 2005).

Aromaticni su listovi kadulje bogati sekundarnim biljnim metabolitima, fenolnim
kiselinama, flavonoidima, diterpenima i triterpenima, ali sadrze i eteri¢no ulje (Wang i sur.,
1998) koje se upotrebljava u kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji te u medicini,

farmakologiji i fitopatologiji. 1

Zbog dokazanoga antioksidacijskog djelovanja koje se fenolnim spojevima, kadulja
se intenzivno istrazuje te je interesantna prehrambenoj industriji. Antioksidansi kadulje
mogu se koristiti kao dodaci za poboljSanje kvalitete i hranjive vrijednosti hrane, odnosno
kao funkcionalna hrana (Generali¢ i sur., 2011)



2.3 Visokonaponsko praznjenje

Plazma, odnosno ionizirani plin je najrasprostranjeniji oblik vidljive materije u
svemiru a Cesto se naziva i Cetvrtim agregatnim stanjem. Zbog slobodnih nosilaca naboja,
elektrona i iona, plazma je elektricki vodljiva, no istodobno je elektri¢ki neutralna jer sadrzi
jednak broj pozitivno i negativno nabijenih Cestica. Osim Sto je dobar vodic elektri¢ne struje
plazma snazno reagira na elektricno i magnetsko polje. Da bi se plin preveo u plazmu
potrebno mu je dovoditi energiju, Sto se u laboratoriju postize prolaskom elektricnog naboja
kroz plinove u elektricnom polju, odnosno elektriénim izbijanjem plinova. Ovisno o gustoCi
nabijenih Cestica, tlaku i temperaturi plina razlikujemo razlikujemo vise vrsta plazmi
(Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009). Hladna plazma je u termodinamicki neravnoteznom stanju
jer je temperatura elektrona mnogo veca od temperature iona i neutralnih vrsta. U takvom
je stanju temperatura plina bliska sobnoj temperaturi, a pritom elektroni posjeduju dovoljnu
kineticku energiju i temperaturu da odrzavaju plazmu i iniciraju kemijske reakcije (Radeti¢,
2005). Zbog netoplinske prirode tehnologija hladne plazme nalazi primjenu u prehrambenoj
industriji i biomedicini. Pritom se u prehrambenoj industriji najéeS¢e upotrebljava za
dekontaminaciju hrane, poboljSanje njezine kvalitete, razgradnju toksina i povrSinsku
modifikaciju materijala za pakiranje. Hladna plazma djelotvorno inaktivira razli¢ite patogene
i uzrocnike kvarenja bez Stetnih utjecaja na kvalitetu hrane. Takoder je utvrden potencijal
za znatnu degradaciju mikotoksina i pesticida prisutnih u poljoprivrednim proizvodima.
Sadasnja su istrazivanja plazme usredotoena na analizu njezine ucinkovitosti protiv
razliCitih patogena u prehrambenim proizvodima s naglaskom na otkrivanju mehanizama

inaktivacije na molekularnoj razini (S.K. Pankaj i K. M. Keener, 2017).

Posljednjih se godina intenzivno proucavaju potencijali hladne plazme, stvorene
visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem u tekucini, kao metode za ekstrakciju bioaktivnih
komponenti iz razli¢itih sirovina. Tehnologiju visokonaponskog elektricnog praznjenja (eng.
High voltage electrical discharge — HVED) ubrajamo u “zelere” tehnike ekstrakcije jer
omogucuje visoke prinose biokomponenti uz manju potroSnju energije od konvencionalnih
ekstrakcijskih procesa (Boussetta, 2014). U usporedbi s drugim fizikalnim tretmanima poput
pulsirajuceg elektricnog polja i ultrazvuka primjena HVED-a rezultira brzom ekstrakcijom.
Takoder, dolazi do manjeg porasta temperature nego kod ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima ili ultrazvukom, a tako su i smanjene i moguénosti degradacije pozeljnih

spojeva.



Tijekom visokonaponskog elektri¢nog praznjenja u tekudini nastaje plazmeni kanal iz
kojeg se energija prenosi izravno u tekucinu i pritom inicira razli¢ite kemijske reakcije i
fizikalne procese. Za razliku od mehanizama elektricnog praznjenja u plinovima oni u
tekuéinama joS uvijek nisu posve istrazeni te su prisutne dvije hipoteze koje objasnjavaju
nastanak vodljivog kanala u teku¢inama. Prva hipoteza pretpostavlja razvoj plinovite faze u
kojoj se odvijaju elektronske lavine dok druga hipoteza smatra kako do elektriénog sloma u
tekuéinama dolazi uslijed porasta broja nosioca elektricnog naboja uzrokovanog ionizacijom
tekucine. Bez obzira koja je teorija ispravna, elektricno praznjenje dovodi do stvaranja vruce
i lokalizirane plazme koja snazno emitira UV zralenje visokog intenziteta, stvara udarne
valove i visokoreaktivne radikale i molekulske vrste (slika 7). Izlaganjem suspenzije biljnog
materijala elektricnom praznjenju dolazi do olaksane ekstrakcije biooaktivnih komponenti jer
udarni valovi uzrokuju kavitaciju a uruSavanje kavitacijskih mjehurica dovodi do

dezintegracije stani¢ne strukture.

» udarni valovi

1+

o

o

o

(1]

o

=11]

< - kavitacija
W Y 5, > .
2 ] S L turbulencija
> ]

o

>

N

» UV zracenje

Slika 7. Visokonaponsko praznjenje u tekucini



3.MATERIJALI I METODE

3.1 Biljni materijal
e Osuseni i ultracentrifugalnim mlinom ZM 200 (Retsch GmbH, Haan,
Njemacka) usitnjeni listovi kadulje (Franck, Zagreb, Hrvatska)

3.2 Kemikalije
e 25%-tna vodena otopina etanola
e 50%-tna vodena otopina etanola
¢ 90%-tna vodena otopina metanola

e Destilirana voda

3.3 Aparatura i pribor
e analiticka vaga
e magnetska mjesalica
e UV/VIS spektrofotometar PerkinElmer Lambda 25
e Buchnerov lijevak
o laboratorijske Case i tikvice
o Kkivete
e filtar 0,2 um PTFE

e staklene Case

3.4. Metode rada
3.4.1 Ekstrakcija visokonaponskim praznjenjem 1

Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim praznjenjem provedena je u Laboratoriju
za procesno-prehrambeno inzenjerstvo PBF-a u sklopu projekta “ Greenvoltex*. Koli¢ina od 1
g biljnog materijala (kadulje) suspendira se u 50 ml vode, odnosno smjese etanola i vode
(1:1 i 1:3), i podvrgne ekstrakciji hladnom plazmom (20 kV, 100 Hz) u struji argona u
trajanju od 9 minuta. Suspenzije kontrolnih (netretiranih) uzoraka u istom se otapalu ili
smjesi otapala, mijeSaju magnetskom mjesalicom na sobnoj temperaturi 9 minuta. Kontrolni

i tretirani uzorci dalje se obraduju i analiziraju na istovjetan nacin.



3.4.2 Ekstrakcija pigmenata iz taloga

Suspenzije tretiranih i netretiranih uzoraka filtriraju se kroz Buchnerov lijevak kako bi
se od taloga kadulje, u kojem ¢ée se odredivati koncentracija klorofila, odvojio ekstrakt. Biljni
ostatak (talog) potom se uz pomo¢ magnetske mijeSalice 15 minuta ekstrahira na sobnoj
temperaturi s 30 ml 90%-tne vodene otopine metanola. Metanolni ekstrakt koji sadrzi
klorofile filtrira se kroz 0,2 pm PTFE filtar.

3.4.3 UV/VIS spektroskopsko odredivanje koncentracije klorofilaai b

Parametri UV/VIS spektrofotometra:
e start wavelenght. 350 nm
e end wavelenght. 700 nm
e data interval 0,5 nm

e brzina snimanja: 480 nm/min

Koncentracija klorofila a i klorofila b u 90%-tnim metanolnim ekstraktima taloga
kadulje, preostalim nakon tretiranja listova kadulje hladnom plazmom i kontrolnim uzorcima,
odreduje se pomocCu UV/VIS spektrofotometra i primjenom Lichtenhalterovih jednadzbi.
Apsorbancija 90%-tnih metanolnih  ekstrakata mjeri se u dvozrathom UV/VIS
spektrofotometru, a pritom se u jednu kvarcnu kivetu stavlja Cisti 90%-tni metanol, a u
drugu ekstrakt. Ocitava se apsorbancija otopine pri valnoj duljini od 665,2 i 652,4 nm, a
onda se koristenjem jednadzbi (12) i (13) izraCuna koncentracija klorofila a i klorofila b u

ekstraktu.



4. REZULTATI I RASPRAVA

Ekstrakcija bioaktivnih komponenti iz biljnih materijala primjenom visokonaponskog
praznjenja rezultira, u usporedbi s klasi¢nim nacinima ekstrakcije, povecanim prinosima,
skracenim vremenom, manjom potroSnjom energije i manjim utroSkom otapala. Stoga je i
ubrajamo u ,zelene" metode ekstrakcije. Uzorci koji su se koristili u ovom radu su talozi
kadulje preostali nakon ekstrakcije osusenih listova kadulje potpomognute visokonaponskim
praznjenjem. Cilj rada bio je ispitati utjecaj podvrgavanja biljnog materijala
visokonaponskom praznjenju na koncentraciju klorofila a i b u talozima preostalima nakon
ekstrakcije. Na slici 8 shematski je prikazan tijek eksperimenta. Svi tretmani hladnom
plazmom, konvencionalne ekstrakcije (netretirani uzorci), ekstrakcije pigmenata iz taloga i
spektroskopska odredivanja njihove koncentracije ponovljeni su u tri neovisna

eksperimenta.

Osuseni listovi
kadulje

Ekstrakcija (voda, 25% i 50% EtOH)
potpomognuta visokonaponskim praznjenjem
(tretirani uzorci) ili uz mijeSanje na magnetnoj
mjesalici (netretirani uzorci)

Ekstrakt Talog

Ekstrakcija 90%-tnim
metanolom

1

Ekstrakt Talog

UV/VIS spektroskopsko
odredivanje koncentracije klorofila
aib

Slika 8. Shematski prikaz eksperimenta



OsusSeni i usitnjeni listovi kadulje ekstrahirani su vodom te s 25%- i 50%-tnim
etanolom u ekstrakcijskom procesu potpomognutom visokonaponskim praznjenjem.
Netretirani uzorci ekstrahirani su identi¢nim otapalom odnosno smjesom otapala u istom
razdoblju uz mijeSanje na magnetnoj mijesalici. Nakon filtriranja suspenzija, kako bi se
izdvojili ekstrakti, pristupilo se odredivanju koncentracije klorofila a i b u talozima. Naime,
zbog hidrofobnog fitiinog repa klorofili su lipofilne molekule, a imajuéi u vidu nacelo “sli¢no
otapa slicno” znacajne koncentracije klorofila a i b u vodenim, odnosno 25%- i 50%-tnim
etanolnim ekstraktima nisu ocekivane. Za ekstrakciju fotosintetskih pigmenata iz taloga
tretiranih i netretiranih uzoraka kao otapalo je koristen 90%-tni metanol jer su klorofil a i b
u njemu dobro topljivi te su za taj sustav otapala dostupne jednadzbe (12) i (13) s pomocu

kojih je odredena koncentracija pigmenata u ekstraktima (tablica 1).

Tablica 1. Koncentracija klorofila a i klorofila b u 90 %-tnim metanolnim ekstraktima taloga

tretiranih i kontrolnih uzoraka

uzorak otapalo klorofil a (ug mL?) klorofil b (ug mL*)

kontrolni  H20 2,17+0,17 0,7320,12
tretirani  H.O 1,85+0,09 0,69+0,06
kontrolni _ 25% EtOH 2,4510,16 1,25+0,16
tretirani  25% EtOH 2,0+0,16 0,89:0,06
kontrolni  50% EtOH 2,28+0,16 1,94+0,04
tretirani  50% EtOH 2,47+0,16 1,54+0,27

Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednosttstandardna devijacija (V = 3)

U talozima preostalima nakon ekstrakcije listova kadulje vodom uoceno je 15 %-tno
smanjivanja koncentracije klorofila a, ali i 5%-tno smanjenje k10ncentracije klorfila b kod
tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolne. Sli¢an je trend opazen i u sluaju taloga zaostalih
nakon ekstrakcije 25 %-tnim etanolom gdje je kod uzoraka izloZenih visokonaponskom
praznjenju nadeno 18 % manje klorofila a i 29 % manje klorofila b nego kod netretiranih
uzoraka. U odnosu na netretirane uzorke talozi preostali nakon visokonaponskim
praznjenjem potpomognute ekstrakcije 50%-tnim etanolom sadrze 8% vise klorofila a i 21%
manje klorofila b. Rezultati proizasli iz istrazivanja ucinka tretmana hladnom plazmom na
fizikalno-kemijske parametre minimalno preradenog kivija (Ramazzina, 2015) u kojem je
opazeno priblizno 15%-tno smanjivanje koncentracije klorofila u slucaju tretiranih uzoraka u

skladu su s provedenim istrazivanjem.



5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata i provedene rasprave moZze se zakljuciti sljedece:

e Kako bi se istrazio ucinak visokonaponskog praznjenja na koncentraciju klorofila a i b
u talozima preostalima nakon ekstrakcije hidrofilnih sastojaka listova kadulje
pripravljeni su 90%-tni metanolni ekstrakti taloga.

e Koncentracija klorofila a i b u metanolnim ekstraktima taloga odredena je primjenom
UV/VIS spektroskopije.

e Koncentracija klorofila a i b u uzorcima koji su bili podvrgnuti visokonaponskom
praznjenju u vedini je slucajeva bila manja od koncentracije pigmenata u kontrolnim
uzorcima.

e Uslijed izlaganja visokonaponskom praznjenju dolazi do smanjenja koncentracije

klorofila a i b u biljnom materijalu.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoy
izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu navedeni.
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