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1. UVOD

Kadulja (Salvia officinalis L.) je aromati¢na biljka poznata po sadrzaju eteri¢nog ulja. Jedna je
od najcjenjenijih biljaka zbog bogatstva sadrzaja esencijalnog ulja i njegovih brojnih bioloski
aktivnih spojeva. Smatra se da ima najveci prinos esencijalnog ulja medu vrstama Salvia.
Eteri¢no ulje kadulje sadrzi monoterpene a- i B-tujon, kamfor, 1,8-cineole i borneol, a ponekad
i u ve¢im koli¢inama seskviterpene a-humulen i B-kariofilen. Kadulja je poznata ljekovita i
kulinarska biljka koja se Siroko koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.
Koristi se kao antidijabeticko, antioksidativno, protuupalno, antimikrobno, antivirusno,
gastroprotektivno i antimutagensko sredstvo. Origano (Origanum vulgare L.) je takoder
aromati¢na i ljekovita biljka koju karakterizira velika raznolikost u kemijskom sastavu. Ima
mnostvo sastojaka, medu ostalim esencijalna ulja timol i karvakrol, sabinen, cis-ocimen, p-
cimen, flavonoide (antioksidansi), ruzmarinsku kiselinu, vitamine A i C, te brojne minerale.
Zbog baktericidna, antiviralng, fungicidnog, antircumatskog i antitoksi¢nog djelovanja cijenjen
je kao ljekovita vrsta. U ovom radu istrazivat ¢e se topljivost bioaktivnih komponenata
mediteranskog bilja odabirom zelenih otapala klasicnom ekstrakcijom 1 ekstrakcijom
ultrazvukom visoke snage, gdje je topljivost predvidena putem COSMO-RS i Hansen
softverskim paketima. Posebna pozornost posveéena je topljivosti fenola koji djeluju
antioksidativno, neutraliziraju nastale slobodne radikale ili sprje¢avaju njihovo nastajanje.
Klasi¢ne metode koje se koriste za ekstrakciju primjenjuju visoke temperature, veliku potrosnju
energije 1 organskih otapala Stetnih za okolis te dulje vrijeme ekstrakcije. Kako bi se ti uvjeti
poboljsali koriste se netoplinske metode ekstrakcije koje skra¢uju vrijeme ekstrakcije, koriste
nize temperature pa se mogu ekstrahirati i termolabilni spojevi, te koriStenje zelenih otapala
koja zamjenjuju upotrebu heksana koji je zapaljiv. Jedna od tih metoda je ekstrakcija
ultrazvukom, koja poStuje nacela zelene kemije 1 koriStena je u ovom istrazivanju. Zelena
otapala su obnovljivi izvori proizvedeni iz biomase kao $to su drvo, Skrob, biljna ulja i voce.
Ona imaju dobru mo¢ otapanja, biorazgradivost, netoksi¢nost i1 nezapaljivost. U istrazivanju
osim fenola i antioksidacijske aktivnosti, cilj je bio odrediti fizikalno-kemijske parametre
ekstrakata (pH, temperatura, elektricna provodnost, oksidacijsko-redukcijski potencijal,

viskoznost te boja ekstrakata).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Flavonoidi
https://hr.wikipedia.org/wiki/Antioksidansi
https://hr.wikipedia.org/wiki/Vitamin_A
https://hr.wikipedia.org/wiki/Vitamin_C
https://hr.wikipedia.org/wiki/Minerali

2. TEORIJSKI DIO

2.1. KORISTENJE SOFTVERSKIH PAKETA U PREDVIPANJIMA OTAPANJA
POJEDINIH KOMPONENTI U OTAPALIMA

2.1.1. Conductor-like Screening Model for Real Solvents (COSMO-RS)

COSMO-RS je program za izraCunavanje razlika kemijskih potencijala molekula u teku¢inama.
Ta razlika kemijskih potencijala transformirat ¢e se u svojstva kao §to su topljivost, aktivnosti
ili tlakovi pare (Anonymus 1). Ova metoda se Kkoristi u mnogim podru¢jima, od kemijskog
inzenjerstva, farmaceutskih studija za razvoj lijekova do modeliranja termodinamickih
svojstava ionskih tekué¢ina (Toure, 2014). Glavna primjena softvera: nekompresibilne tekucine
i idealni plinovi, ravnotezna svojstva, male do srednje molekule otopljene tvari, te temperature
izmedu 1701600 K (Anonymus 1; Klamt, 2003). COSMO-RS je softver koji kombinira kvantni
proracun i statisticku termodinamiku koju su uveli Klamt i Schuurmann (Bavoh i sur., 2016).
Glavna prednost COSMO-RS je ta $to koristi kvantne kemijski stvorene povrSine gustoce
naboja za opisivanje svake molekule i njenih interakcija s drugim molekulama. On se stoga
moze primijeniti bez grupnih parametara ili bilo kojeg specificnog podeSavanja sustava, te
automatski ukljucuje elektronicke grupne ucinke kao Sto su induktivni i mezomerni utjecaji na
polaritet kao i intramolekularne interakcije kao $to je vodikova veza (Anonymus 1). Za razliku
od metoda grupnog doprinosa, koje ovise o iznimno velikom broju eksperimentalnih podataka,
COSMO-RS izracunava termodinamicke podatke iz raspodjele polarnih molekulskih povrS$ina,
koje su rezultat kvantno-kemijskih prora¢una pojedinih spojeva u smjesi. Odreduje se
povrsinska gustoc¢a naboja molekule 1 koristi se za izraCunavanje kemijskog potencijala svake
vrste u otopini. Dobiveni kemijski potencijali temelj su za druge termodinamicke karakteristike
poput koeficijenta aktivnosti, topljivosti, tlaka pare i slobodne energije otapanja (Klamt, 2010).
COSMO-RS koristi intermedijarne rezultate kvantne kemije na pojedina¢nim molekulama za
predvidanje termodinamickih svojstava smjesa tih molekula. Opisan je kao najprecizniji
kvantno kemijski model za predvidanje energija otapanja. Takoder, omogucéuje predvidanje
svih vrsta termodinamickih ravnoteznih svojstava tekuc¢ina. Globalni prikaz dva glavna koraka
COSMO-RS algoritma su kvantni COSMO izracuni i termodinamicki izracuni. Prvi korak

ukljucuje racunanje elektrostatske energije i odredivanje gustoée povrsinskog naboja. Drugi



korak ukljucuje termostatistiCku obradu interakcija parnih segmenta, koncept profila i zavrSava

izraCunom kemijskih potencijala svake molekule (Toure, 2014).

2.1.1.1. Ograni¢enja COSMO-RS

Unato¢ nekoliko uspjesnih primjena na ionske sustave COSMO-RS nije u stanju opisati opcéu
termodinamiku elektrolita. COSMO-RS bolje opisuje ionske sustave $to je vise delokaliziran
naboj na ionima, odnosno $to je manja gustoca povrSinske polarizacije. Ogranicenje je i
nemogucnost pravilnog predstavljanja interakcija sekundarnih i tercijarnih amina s vodikovim

vezama ili otapalima (Klamt i sur., 2010).

2.1.2. Hansen-ovi parametri topljivosti (HSP, eng. Hansen Solubility Parameters)

Ve¢ vise od 50 godina Hansen-ovi parametri topljivosti (HSP, eng. Hansen Solubility
Parameters) pokazali su se praktiénim na¢inom za objasnjenje pitanja topljivosti, disperzije,
difuzije, kromatografije i dr. (Anonymus 1). HSP su fizikalno-kemijski parametri i Siroko se
koriste za procjenu vrste interaktivnih sila odgovornih za kompatibilnost izmedu materijala
(Lapuerta i Canoira, 2016). Princip se temelji na ukupnoj kohezivnoj energiji gustoc¢e koja je
aproksimalna zbroju gustoc¢a energije potrebnih za prevladavanje:

a) sile atomske disperzije (52),

b) molekularne polarne sile koja proizlazi iz dipolnih momenata (5%y)

¢) vodikove veze (razmjena elektrona, proton donor / akceptor) izmedu molekula (&%)

(Aissou i sur., 2017).
HSP se koristi u industriji 1 akademskim krugovima svakodnevno radi rjeSavanja stvarnih
problema: polimera, otapala, nanocestica, difuzije, mirisa i okusa, sigurnosti, organskih
fotonaponskih sustava, plastifikatora, znanosti o hrani (Anonymus 1). Prilikom izracuna
parametara programski paket HSPIP (eng. Hansen Solubility Parameters in Practice)
primjenjuje nekoliko metoda grupnog doprinosa za odredivanje vrijednosti Hansenovih
parametara: Van Krevelenova metoda, Stefani-Panayiotou metoda, Hoy ili Yamamoto metoda.
HSPIP je softver, zbirka skupova podataka i radnih primjera, sve u jednom paketu. Kljué¢
uspjeha HSPiP-a je u tome $to osigurava prediktivnu mo¢ HSP-a u jedinstvenom paketu sa svim
informacijama i alatima za izracun koji su spremni za djelovanje. Softver, osim $to izracunava

1 vizualizira HSP u 3D, ima 1 otapalo za optimizaciju (do 8 otapala, plus graficki prikaz



promjena smjese otapala ovisno o relativnim stopama isparavanja, koeficijentima aktivnosti i
temperaturi), te kalkulator polimera (Anonymus 1).
a) Metoda Stefani-Panayiotou:
Metoda ras¢lanjuje molekulu u prvom stupnju u molekularnu strukturu spoja i u drugom
stupnju na funkcionalne skupine, koje imaju vlastite parametre. Ova metoda je prikladna
samo za molekule jednostavne strukture.
b) Van Krevelenova metoda:
Poseban doprinos ovog postupka je uvodenje funkcije simetri¢nosti koja omogucuje
izraCunavanje vrijednosti Hansenovih parametara koje odgovaraju ravnini simetrije u
molekulama.
c) Hoyeova metoda:
Ova metoda je slicna ras¢lambi molekularne strukture drugog stupnja na funkcionalne
skupine kao u Stefani-Panayiotou metodi, uz dodatno razmatranje utjecaja razli¢itih
prstenastih struktura i moguc¢ih doprinosa izomernih oblika.
d) Yamamotova metoda:
Omogucuje automatski unos strukturnih elemenata prvog stupnja prema SMILES (eng.
Simplified Molecular Input Entry System) ili InChl (eng. International Chemical
Identifier) kodu koji strukturnu formulu spoja prevodi u linearan zapis razumljiv
programu, koji dalje stvara podgrupe strukture spoja.
Hansenov pristup ne razmatra Van der Waalsove veze (inducirani dipol), niti kiselinsko-bazne
ucinke.
KoriStenje Hansenovih parametara topljivosti (HSP) je korisna teorijska pomo¢ za odabir
otapala te se koristi za predvidanje topljivosti prirodnih bioaktivnih spojeva u razli¢itim

otapalima zbog svoje visoke to¢nosti i dobre interpretabilnosti (Li i sur., 2014).

2.1.3. Metode molekularnog dizajna (CAMD)

Osim COSMO-RS, koriste se racunalno potpomognute metode molekularnog dizajna (CAMD).
U CAMD-u se dizajn kemijskih proizvoda kombinira s metodama predvidanja svojstava.
Uspjeh CAMD metoda snazno se oslanja na temeljnu metodu svojstva. Obicno se CAMD
temelji na metodama grupnog doprinosa prvog reda (plinska kromatografija, GC, eng. gas
cromatography), koje pojednostavljuju temeljnu termodinamicku sliku pretpostavljajuci
aditivnost molekularnih skupina. GC metode nadalje zahtijevaju primarne pokuse za

parametrizaciju, §to je posebno problemati¢no za nove spojeve. Ograni¢enja GC metoda mogu
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se prevladati ab initio kvantno-mehanickim izracunima, koji daju vrlo to¢na predvidanja, ali
mogu biti racunski zahtjevni. Uravnotezen kompromis izmedu to¢nosti i raCunske u¢inkovitosti
postignut je termodinamickim modelom COSMO-RS. Time COSMO-RS osigurava to¢ne i
racunski u¢inkovite izraune, a ne zahtijeva nikakve eksperimentalne podatke (Scheffczyka i

sur., 2016).

2.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija se koristi od otkrivenja vatre, Egipéani i Feni¢ani, Zidovi i Arapi, Indijci i Kinezi,
Gret 1 Rimljani, pa ¢ak 1 Maje 1 Azteci, svi su posjedovali inovativne procese ekstrakcije i
destilacije koji se koriste za parfeme, kozmetiku ili hranu. Danas ne moZemo pronaéi
proizvodnu liniju u prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj, nutritivnoj ili bioenergetskoj
industriji koja ne koristi ekstrakcijske procese (Chemat i sur., 2017). Uobicajene tehnike
ekstrakcije temelje se na ekstrakcijskoj snazi razlicitih otapala, pri uporabi i primjeni topline
i/ili mijeSanja. Klasi¢ne tehnike ekstrakcije su: ekstrakcija po Soxhlet-u, maceracija i
hidrodestilacija (Shahid i sur., 2016). Uz sve vece troskove energije i zahtjevom za smanjenjem
emisija staklenickih plinova, prehrambena 1 biljna kemijska industrija imaju izazov pronaci
nove tehnologije. Takvim tehnologijama bi se smanjila potro$nja energije, zadovoljili zakonski
zahtjevi za emisije, sigurnost proizvoda i procesa te smanjili troSkovi i1 povecala kvaliteta. U
posljednja dva desetljeCa ovi nedostaci doveli su do razmatranja uporabe poboljSanih i
uc¢inkovitih tehnika ekstrakcije podloznih automatizaciji, poput ekstrakcije uz pomocé
ultrazvuka. Krace vrijeme ekstrakcije, smanjena potro$nja organskog otapala te usteda energije
i smanjenje troskova bili su glavni zadaci koji su se izvrSavali. Vodeni tim ciljevima, napredak
ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka rezultirao je nizom inovativnih tehnika poput ultrazvucne
ekstrakcije Soxhlet-a, destilacije Clevenger-a pomoc¢u ultrazvuka, kontinuirane ekstrakcije uz
pomo¢ ultrazvuka i kombinacije ultrazvuka s drugim tehnikama kao Sto su mikrovalna
ekstrakcija, ekstrakcija superkriti¢nim fluidima, pulsiraju¢im elektri¢nim poljem itd. (Chemat i
sur., 2017).

2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi s frekvencijskim rasponom od 0,1-3 GHz. Sadrze

komponente elektricnog i magnetskog polja u Sirenju elektromagnetske energije, koje djeluju



kao neionizirajue zraCenje koje uzrokuje molekularno gibanje iona i rotaciju
dipola, ali ne utjee na molekularnu strukturu. Kad se dielektri¢ni materijali koji sadrze trajne
ili inducirane dipole postave u mikrovalno polje, rotacija dipola u izmjeni¢nom polju proizvodi
toplinu. Primijenjeno mikrovalno polje uzrokuje da molekule u prosjeku trose nesto vise
vremena orijentirajuéi se u smjeru elektricnog polja, a ne u drugim smjerovima. Kada se ukloni
elektri¢no polje, toplinsko mijesanje vraca molekule u neuredno stanje u vremenu opustanja i
oslobada se toplinska energija. Grijanje mikrovalovima rezultat je rasprSivanja
elektromagnetskih valova u ozraCenom mediju. Snaga koja se rasipa u mediju ovisi o slozenoj
propusnosti materijala i lokalnoj jakosti elektricnog polja. Mikrovalovi pruzaju beskontaktni
izvor topline, koji ne samo da moze grijanje uciniti uéinkovitijim i selektivnijim, ve¢ takoder
pomoc¢i ubrzavanju prijenosa energije, pokretanju 1 reakciji na regulaciju grijanja te smanjiti

toplinski gradijent, veli¢inu opreme i radne jedinice (Chemat i sur., 2015a).

2.2.2. Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Superkriticna tekucina je fluid pri temperaturi i tlaku iznad kriticne tocke, gdje ne postoje
razli¢ite faze tekucine i plina. Superkriti¢na tekuc¢ina ima tipicnu gustocu tekucine, viskoznost
slicnu plinu i difuzni meduprodukt izmedu tekuéine i plina. Zbog svoje niske viskoznosti i
velike difuznosti superkriticne tekucine posjeduju mnogo bolja transportna svojstva od
tekuc¢ina. Vazna prednost superktiticnih fluida je ta Sto se gustoca fluida moze mijenjati
promjenom temperature i tlaka fluida, a time i snaga otapanja fluida moZe biti promijenjena
promjenama temperature i tlaka, jer ovisi o gusto¢i tekucine. Superkriticni fluid nudi brzu stopu
ekstrakcije 1 visoki prinos te je ekoloski prihvatljiv postupak s minimalnom ili nikakvom
uporabom organskih otapala (Shahid i sur., 2016). Najéesc¢e koriStena tvar za superkriticne
ekstrakcijske procese je ugljikov dioksid (COz). Ima nisku kriti¢nu temperaturu (31,1 °C), nije
toksi¢an i siguran je za koristenje (Barba i sur., 2015). Jedina mana superkriti¢cnog CO2 (SC-
CO>) je njegova mala polarnost. Pogodna otapala superkriticnog CO2 ¢ine ga idealnim za
ekstrakciju nepolarnih spojeva poput ugljikovodika, dok mu veliki kvadrapolni moment
omogucuje i otapanje nekih umjereno polarnih spojeva poput alkohola, estera, aldehida i ketona
(Shahid i sur., 2016).



2.2.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija jedna je od najnovijih modernih tehnika ekstrakcije
biljnih fenolnih spojeva. Ultrazvuéni valovi su visokofrekventni zvu¢ni valovi iznad ljudskog
kapaciteta sluha (> 20 kHz), koji mogu prolaziti kroz krute, plinske i teku¢e medije. Ultrazvuk
je klasificiran prema frekvencijskom rasponu kao ultrazvuk snage (20—100 kHz) i dijagnosticki
ultrazvuk (1-10 MHz). Poznato je da ovi valovi stvaraju kavitacije u tekuéem mediju osim
drugih mehanickih ucinaka poput disperzije, otplinjavanja, difuzije 1 intenzivnog mijesanja
tekucine. Kolaps ovih kavitacijskih mjehuri¢a izaziva mehanicki stres na stanice 1 posljedi¢ni
poremecaj stanica i prodiranje otapala u stanice Sto povecava otapanje spoja i na kraju
ekstrakcijski prinos. Kavitacija blizu granica faza tekuc¢e-kruto usmjerava brzi tok tekucine kroz
Supljinu na povrsini. Ispiranje ovih mikrojetova dovodi do povrSinskog ljustenja, erozije i
raspada Cestica, §to olakSava oslobadanje bioaktivnih spojeva iz bioloskog matriksa. Ovaj
ucinak povecava u€inkovitost ekstrakcije povecanjem prijenosa mase vrtloznim i1 unutrasnjim
difuzijskim mehanizmima. Ultrazvuéna ekstrakcija omoguéuje mijeSanje, omogucuje brzi
prijenos energije, omogucuje selektivnu ekstrakciju, smanjuje toplinske gradijente i
temperaturu ekstrakcije, daje brzi odziv na kontrolu procesa ekstrakcije, brzo pokretanje i
poveéanu proizvodnju. Zbog jednostavnosti, lako¢e rukovanja, manjih troskova, manje
potrosnje organskih otapala i tehnike smanjenja vremena ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija
postaje sve popularnija i mogla bi biti vrlo obecavajuca, pouzdana i izvediva metoda za

ekstrakciju biljnih fenola u buduénosti (Shahid i sur., 2016).

2.2.4. Ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Proces pulsiraju¢eg elektriénog polja (PEF, eng. pulsed electric field) brz je, netermalan i vrlo
u¢inkovit naéin za ekstrakciju unutarstani¢ih spojeva. Djeluje otvaranjem tj. oSteCenjem
stani¢ne membrane tzv. elektroporacijom, gdje tekuca hrana ili drugi proizvodi, prolaze kroz
malu komoru za obradu, gdje su izloZeni kratkom impulsu vrlo visokog napona. Tijekom
suspenzije zive stanice u elektricnom polju, elektri¢ni potencijal prolazi kroz membranu te
stanice, a na temelju dipolne prirode membranskih molekula elektriéni potencijal razdvaja
molekule prema njithovom naboju u stanicnoj membrani. Nakon prelaska kriti¢ne vrijednosti od
otprilike 1 V transmembranskog potencijala dolazi do odbojnosti izmedu molekula koje nose
naboj koji formira pore u slabim podru¢jima membrane i uzrokuje drasticno povecanje

propusnosti (Shahid i sur., 2016).



2.2.5. Visokonaponsko elektri¢no praznjenje — plazme u ekstrakciji

Tijekom elektricnog praznjenja dolazi do razaranja stani¢ne strukture bioloskog materijala,
omogucuje se bolji kontakt otapala s materijalom odnosno dolazi do olakSane ekstrakcije
bioaktivnih molekula. Primjenom visokog napona izmedu dvije elektrode u vodenoj otopini
dolazi do tzv. elektroporacije (,.elektricnog sloma“) koji utjece na fizikalne i kemijske promjene
u svome okruzenju. Formiranjem usmjerenog gibanja elektrona izmedu elektroda uz
odgovarajuci izvor napona dolazi do pulsiraju¢eg elektri¢nog praznjenja pri cemu se otpusta
energija u okolinu $to rezultira stvaranjem lokalizirane plazme (ionizira se plin) koja emitira
ultraljubicasto zracenje (UV) visokog intenziteta u vidljivom spektru (Boussetta i VVorobiev,
2014).

2.2.6. Subkriti¢na vodena ekstrakcija

Subkriti¢na vodena ekstrakcija (SCWE, eng. sub-critical water extraction) jos je jedna ekoloski
prihvatljiva tehnika koja dobiva sve vecu paznju u cilju smanjenja ili uklanjanja upotrebe
organskih otapala i poboljSavanja eckstrakcije. Voda, nezapaljiva, netoksi¢na, lako dostupna i
ekoloski prihvatljivo otapalo jo§ uvijek se vefinom ne koristi kao analiticko otapalo za
ekstrakciju biljnih materijala jer je previSe polarna da bi mogla u¢inkovito otapati veéinu
organskih tvari koje su povezane s botanickom proizvodnjom. Subkriti¢na voda je topla voda
pri temperaturama izmedu 100 1 374 °C pod visokim tlakom u tekuc¢em stanju. Dielektri¢na
konstanta koja se moZe mijenjati temperaturom najvazniji je ¢cimbenik kada se voda koristi kao
ekstrakcijsko otapalo. Pri subkriti¢énim uvjetima dielektri¢na konstanta vode smanjuje se zbog
pucanja intermolekularnih vodikovih veza. Dielektri¢na konstanta vode smanjuje se s 80 °C (na
sobnoj temperaturi) na 27 °C (na 250 °C), $to je gotovo jednako vrijednosti etanola pri sobnoj
temperaturi. U posljednje vrijeme sve se veca paZznja posvecuje istrazivanjima u kojima se
SCWE tehnika koristi za ekstrakciju biljaka (Shahid i sur., 2016).

2.2.7. Usporedba s konvekcionalnom ekstrakcijom

Velika ogranienja povezana s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije kao $to su duze vrijeme
ekstrakcije, visoka cistoc¢a otapala, isparavanje ogromne koli¢ine otapala, niska selektivnost

ekstrakcije 1 termicka razgradnja termolabilnih spojeva, doveli su do razvoja novih i



perspektivnih tehnika ekstrakcije. Ovo podrucje ima veliki potencijal za Sirenje i promociju
napretka u suvremenim postupcima ekstrakcije bioaktivnih komponenti biljaka i moze naci
Siru primjenu zbog povecane potraznje za biljnim proizvodima (Shahid i sur., 2016).

Primjena modernih metoda ekstrakcije u usporedbi s konvencionalnim metodama rezultira
ve¢om efikasnoscu ekstrakcije, utroskom manjeg volumena otapala i ve¢im prinosom, odnosno
ve¢im masenim udjelom Zeljenih bioaktivnih komponenti iz ¢vrstog biljnog materijala (Yousif

Mutalib, 2015).



2.3. ZELENA OTAPALA

,Zelena® ekstrakcija se temelji na otkrivanju i osmisljavanju ekstrakcijskih procesa koji bi
smanyjili potro$nju energije, omoguéili upotrebu alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih
proizvoda te osigurali siguran i kvalitetan ekstrakt/proizvod. Na ekstrakciju posebno utjecu
ekoloski i ekonomski ¢imbenici koji zahtijevaju masivno smanjenje potroSnje energije i
proizvedenog otpada. Postoje Cetiri nadina za smanjenje potroSnje energije: optimiziranje
postojecih procesa, rekuperacija energije oslobodene tijekom procesa ekstrakcije, pomaganje
postoje¢im procesima intenziviranjem i potpuna inovacija procesa. Primjeri smanjene potrosnje
energije ponovnom uporabom energije i primjene inovativnih tehnologija su ekstrakcije
mikrovalovima i/ili ultrazvukom, primjena alternativnih otapala kao $to su superkriti¢ni fluidi
(CO2 i voda), ionske kapljevine i ecutekticka otapala (Chemat i sur., 2012).
Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o nekoliko parametara, poput karakteristika otapala, omjera
krutina/tekuéina, temperature, vremena i postupaka. Odabir odgovarajuceg otapala izuzetno je
vazan te zbog toga treba uzeti u obzir selektivnost, polarnost, vreliSte, viskoznost, toksi¢nost
itd. (Chaabani i sur., 2019). Viskoznost otapala mora biti dovoljno niska da otapalo moze lako
pro¢i sloj krutih cestica, a takoder vec¢i protok otapala smanjuje granicni sloj izmedu
koncentrirane otopine i povrSine cestica te time povecava brzinu ekstrakcije (Drmi¢ i Rezek
Jambrak, 2010). Medu organskim otapalima heksan se najviSe Koristi za ekstrakciju aroma s
obzirom na brojne prednosti poput topljivosti, selektivnosti, relativno niskog vrelista i niske
cijene. Medutim, ovo otapalo, dobiveno iz nafte, nedavno je kategorizirano kao reprotoksi¢na
tvar kategorije 2 prema Uredbi Europske direktive i registracije, procjene, autorizacije i
ograni¢avanja kemikalija (REACH) i kao vodena kroni¢na toksi¢na kategorija 2. Zbog novog
naglaska na zaStiti okoliSa i1 razvoja zelene kemije, pronalazak alternativnih otapala
petrokemijskim otapalima postao je glavna briga za kemicare. Alternativna otapala su
obnovljivi izvori proizvedeni iz biomase kao §to su drvo, $krob, biljna ulja i voce. Ova zelena
otapala imaju dobru mo¢ otapanja, biorazgradivost, netoksi¢nost i nezapaljivost. Doista, mnoga
su istraZivanja pokazala potencijal alternativnih otapala u ekstrakciji prirodnih proizvoda kao
Sto su ekstrakcija a-mangostina iz Garcinia mangostana L. koristenjem alternativnih otapala
poput dimetilkarbonata (DMC), etil-acetata (EtOAC), te ekstrakcija aroma, npr. ekstrakcija

aroma sjemena kumine primjenom EtOAc ili DMC umjesto heksana (Chaabani i sur., 2019).
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2.4. BIOAKTIVNE KOMPONENTE

Bioaktivne komponente su nenutritivni spojevi koji su u hrani obi¢no prisutni u malim udjelima.
Intenzivno se proucavaju kako bi se utvrdio njihov povoljan utjecaj na zdravlje. Na osnovi
znanstvenih, epidemioloskih istrazivanja uinjen je znacajan napredak u definiranju uloge
bioaktivnih komponenata u smanjenju rizika od mnogih kroni¢nih bolesti kao i objas$njenju
osnovnih bioloSkih mehanizama takvog djelovanja. Ti sastojci se medusobno razlikuju, kako
po kemijskoj strukturi, tako i po funkciji. Bioaktivne komponente biljaka se razvrstavaju u dvije
skupine prema njihovoj funkciji: primarni i sekundarni metaboliti. Primarni metaboliti
ukljucuju bilo koji spoj neophodan za osnovni metabolizam biljke, a time i prezivljavanje. S
druge strane sekundarni metaboliti sluze za zaStitu od biljnih 1 mikrobioloSkih infekcija.
Primarni metaboliti su gliceridi, lipidi, aminokiseline i proteini. Sekundarni metaboliti su
ukljuceni u razvoj specifi¢nih svojstava biljke, kao Sto su boja i okus (npr. cvjetovi) i stoga
igraju ulogu u ekoloskim funkcijama biljaka (terpeni, polifenoli, alkaloidi, karotenoidi). Okusi
1 mirisi se uglavnom mogu pripisati esencijalnim uljima sadrZzanim u aromati¢nim biljkama. U
industriji se eteri¢na ulja formuliraju za proizvodnju okusa i1 mirisa za Sirok raspon krajnjih
namjena, kao Sto su sapuni, kozmeticki proizvodi, parfemi, sladoled, aerosoli, sirupi i
farmaceutski pripravci. Eteri¢na ulja karakterizira jak miris i pojavljuju se kao hlapljive i Ciste
tekucine. Potreban je oprez kod doziranja jer neki spojevi utje¢u na bioloske sustave. Ova
svojstva omogucuju da takvi spojevi budu bioaktivni. Bernhoft je predlozio definiranje
bioaktivnih spojeva: sekundarni metaboliti biljaka koji izazivaju farmaceutski ili toksikoloski

ucinak na ljude i zivotinje (Chemat i sur., 2015b).

2.4.1. Polifenoli

Polifenoli ili fenoli predstavljaju Siroku skupinu biljnih sekundarnih metabolita koji posjeduju
brojne bioloSke aktivnosti ukljucuju¢i antioksidacijske, antimikrobne, protuupalne,
antialergijske, hepatoprotektivne i antikancerogene. Stoga postoji Sve viSe istraZivanja
usmjerenih ka izolaciji tih fitokemikalija iz biljnih materijala, s ciljem da se proizvede sigurna,
prirodna i jeftina alternativa sintetickim spojevima (Jovanovi¢ i sur., 2017). Polifenoli su
osjetljivi na oksidaciju. Visoka temperatura i alkalno okruZenje uzrokuju njihovu degradaciju.
Stoga je potreban veliki oprez prilikom ekstrakcije polifenola (Dent i sur., 2013). Polifenolni

spojevi mogu biti jednostavni spojevi poput fenolnih kiselina, ali i visokopolimerizirane
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molekule poput lignina i tanina (Balasundram i sur., 2006). Opcenito, tekuci i osuSeni biljni
ekstrakti (bogati aktivnim sastojcima) Siroko se koriste u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. S obzirom da polifenoli iz razli¢itih biljaka uvelike variraju u svojoj
strukturi, nije moguce uspostaviti standardni protokol za ekstrakciju koji bi izdvojio sve ciljane

spojeve iz svakog izvora biljke (Jovanovic i sur., 2017).

2.4.2. Alkaloidi

Opcenito, alkaloidi su definirani kao spojevi koji sadrze duSik. Posjeduju jake farmakoloske
ucinke. Alkaloidi su biosintetizirani pocevsi od razli¢itih aminokiselina i lak$e ih je klasificirati
u odnosu na njihov prekursor, a ne na temelju strukture. Alkaloidi koji potjecu od L-glutamata
transformirani u L-ornitin sadrze pirolidinski prsten. Sustav pirolizidinskog prstena je druga
struktura dobivena iz L-arginina. Druga skupina alkaloida proizlazi iz L-lizinske aminokiseline
koja tvori strukturu piperidinske jezgre. Jedan od najpoznatijih alkaloida na temelju ove
strukture je piperin koji se nalazi u crnom papru (Chemat i sur., 2015b).

2.4.3. Terpenoidi

Terpenoidi pokrivaju veliki raspon razlicitih spojeva: identificirano je do 25 000 terpenoida.
Zbog njihovih aromati¢nih svojstava, terpenoidi su uglavnom poznati kao glavni sastojci
etericnih ulja. Isoprenoidi su gradevni blokovi terpenoidne obitelji 1 sintetizirani su putem
mevalonatnog puta ili puta deoksiksiluloze. Terpenoidi se razvrstavaju prema broju izoprenskih
jedinica (Chemat i sur., 2015b).

2.4.4. Karotenoidi

Karotenoidi su skupina od oko 700 organskih spojeva koji su odgovorni za Zuto, narancasto,
crveno ili ljubiasto pigmentiranje mnogih voca i povr¢a. Karotenoidi ugljikovodika (tj. -
karoten, likopen) poznati su kao karoteni, dok se oksigenirani derivati nazivaju ksantofili.
Karotenoidi su jedna od glavnih skupina prirodnih pigmenata i stoga njihovo dodavanje
prehrambenim proizvodima kao Sto su bezalkoholna pi¢a, mlije¢ni proizvodi, deserti, umaci i
zaCini mogu biti koristan alat za modificiranje njihove boje, a istodobno i pobolj$anje njihovih

antioksidativnih i nutritivnih svojstava (Rosello-Soto i sur., 2015).
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2.5. MEDITERANSKE BILJKE

2.5.1. Kadulja

Kadulja (Salvia officinalis L.) pripada obitelji Lamiaceae, aromati¢na je biljka poznata po
sadrzaju etericnog ulja (Antoli¢ i sur., 2018). Rod Salvia je najveéi rod porodice Lamiaceae
koji obuhvaca oko 1000 vrsta. Raste Sirom svijeta, obilno je rasprostranjena u Europi oko
Sredozemlja, u Jugoisto¢noj Aziji te Srednjoj i Juznoj Americi. Kadulja je viSegodiSnja
zimzelena biljka s kratkim drvenastim stabljikama koje narastu do 60 cm. Prekrivena je
dlakama i sivozelene je boje. Na vrhu stapke nalaze se ljubicasti cvjetovi S. officinalis L. jedna
je od najcjenjenijih biljaka zbog bogatstva sadrzaja esencijalnog ulja i njegovih brojnih bioloski
aktivnih spojeva. Smatra se da ima najveci prinos esencijalnog ulja medu vrstama Salvia.
Eteri¢no ulje je izuzetno slozena mjesavina razli¢itih aktivnih spojeva. Dvije glavne kemijske
klase sekundarnih metabolita identificirane su kao tipi¢ni proizvodi biljke: terpenoidi i fenoli
(Grdisa i sur., 2015). Eteri¢no ulje kadulje sadrzi monoterpene a- i B-tujon, kamfor, 1,8-cineole

i borneol, a ponekad i u ve¢im koli¢inama seskviterpene a-humulen i B-kariofilen.

Slika 1. Kadulja (Anonymus 2, 2019)

U posljednje vrijeme, polifenoli pronadeni u kadulji bili su u fokusu istrazivanja zbog svojih
antioksidativnih i antimikrobnih svojstava. Flavonoidi, glavni polifenoli uz fenolne Kiseline,

opsezno su proucavani zbog njihove zastitne uloge u prevenciji tromboze (Antoli¢ i sur., 2017).
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Zajedno s Rosmarinus officinalis L., pokazalo se da S. officinalis L. ima snazno oksidacijsko
djelovanje medu biljem. Pokazalo se da su glavni efektivni antioksidativni fenolni spojevi
derivati karnosola i flavonoidi, ruzmarinska kiselina, karnozna kiselina i karnozol, a zatim
kafeinska kiselina, rosmanol, rosmadial (Santos-Gomes i sur., 2002).

Prinos esencijalnog ulja i njegov kemijski sastav ovisi o razli¢itim ¢imbenicima poput
lokaliteta, uvjeta okolisa, godisnjeg doba, fizioloskih faza (tj. vrijeme zetve), te biljnim
dijelovima koji se koriste za ekstrakciju esencijalnog ulja. Zbog snaznog utjecaja ovih
¢imbenika, sastav 1 prinos esencijalnog ulja ¢esto ne odgovaraju profilu prema standardu ISO
9909, a prema Brunetonu (1999) su: a-tujon (18-43%), B-tujon (3-8,5%), kamfor (4,5-24,5%),
1,8-cineol (5,5- 13%), a-humulen (0-12%), a-pinen (1-6,5%), kamfen (1,5-7%), limonen (0,5-
3%), linalool i bornil acetat (maksimum 2,5%). Kadulja je poznata ljekovita i kulinarska biljka
koja se Siroko koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Koristi se kao
antidijabeticko, antioksidativno, protuupalno, antimikrobno, antivirusno, gastroprotektivno i

antimutagensko sredstvo (Grdisa i sur., 2015).

2.5.2. Origano

Origano — divlji mazuran (Orignum vulgare L.) je viSegodi$nja, aromati¢na, ljekovita i
medonosna biljka iz porodice usnaca (Lamiaceae) koju karakterizira velika raznolikost u
kemijskom sastavu. Pod nazivom ,,0rigano* svjetski je poznat kao neophodan zacin za pizzu.
Zbog baktericidnog antiviralnog, fungicidnog, antircumatskog i antitoksi¢nog djelovanja
cijenjen je i kao ljekovita vrsta. Naraste do visine od 60 cm. Stabljika ima male tamnozelene
listi¢e, na vrhu zasiljene, ima crveno-ljubicaste cvjetove. Kad se list gleda prema svjetlu izgleda
isto¢kan, a tockice predstavljaju zlijezde u kojima se nalazi eteri¢no ulje. Biljka cvate od lipnja

do kraja kolovoza (Carovi¢ i sur., 2004).
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Slika 2. Origano (Anonymus 3, 2019)

Kao aromati¢na i ljekovita biljka vrlo je bogata etericnim uljima koja cijeloj biljci daju ugodan
miris. Glavne sastavnice eteri¢énog ulja su: karvakrol, timol, p-cimen, cis-ocimen, y-kardinen.
Osim eteri¢nih ulja sadrzi 1 gorke tvari, tanin i dr. Na sadrzaj etericnih ulja znacajan utjecaj
imaju ekoloski ¢imbenici 1 klimatske prilike u kojima biljka raste. Broj 1 veli¢ina zlijezda na
listovima kao i pricvjetnih listova i cvjetova znatno se razlikuju u uzorcima bilja ovisno o
podrucju prikupljanja. U nasoj se zemlji idu¢i od juga prema sjeveru oni znatno smanjuju, a
time 1 sadrzaj etericnog ulja u pojedinoj biljci. Vrijeme prikupljanja takoder moze znatno
utjecati na koli¢inu eteri¢nog ulja i na koli¢inu njegovih glavnih sastavnica. Koli¢ina etericnog
ulja kod biljaka prikupljenih u ljetnom periodu znacajno je visa od one kod biljaka prikupljenih
u jesenskom periodu (Carovi¢ i sur., 2004). Djelovanje i uporaba origana: poti¢e probavu,
poboljsava rad jetre i zuénog mjehura (Toplak-Galle, 2001). Ulje origana se Koristi za

proizvodnju sapuna, deterdzenata i parfema (Carovi¢ i sur., 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Cilj istrazivanja je bio pomocu programskih paketa COSMO-RS i Hansen predvidjeti moguéu
topljivost bioaktivnih komponenti mediteranskog bilja odabirom zelenih otapala te klasicnom
ekstrakcijom i ekstrakcijom ultrazvukom visoke snage potvrditi upotrebu predloZenih otapala.
Vrijeme ekstrakcije tretiranih (klasi¢na ekstrakcija) i netretiranih uzoraka je 3 i 9 min,
amplituda ultrazvuka se provodila na 100 % i 75 %. Odredivali su se fizikalno-kemijski
parametri (pH, elektricna provodnost, temperatura, viskoznost, oksidacijsko-redukcijski
potencijal i boja) i analiticki (ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost).

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

e samljeveni origano i kadulja (biljna drogerija Suban, Samobor, Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije

Otapala: destilirana voda, 25 % etanol, 50 % etanol, dimetilkarbonat (SIGMA-
ALDRICH, St, Louis, Missouri, SAD), etil acetat, pinen i limonen (ACROS
ORGANICS, New Jersey, SAD),
e 100 %-tni metanol (CARLO ERBA Reagents S.A.S., Val de Reuil, Francuska),
e 0,5 mM otopina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH), (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Njemacka)
Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaZze u plasti¢noj ladici za vaganje
te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim
metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno ¢uvati na tamnome u zatvorenoj
tikvici.
e Standard troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (0,02
M), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu troloxa u koncentraciji 0,02 moL L, 500 mg troloxa
se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopiu 100 %-tnom metanolu

i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. Otopinu troloxa potrebno je
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cuvatina tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju) i koristi se uvijek svjeze pripremljena
otopina standarda.

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina), (T.T.T. d.o0.0., Sveta Nedjelja,

Hrvatska)
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruée destilirane vode, a
potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni
u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

e Standard galne kiseline (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL
96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom
volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

e Natrijev acetat trihidrat (Kemika d.d. Zagreb, Hrvatska)

e Octena kiselina (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Poland)

e 0,3 M acetatni pufer, pH 3,6
Priprema: 1,55 g natrijevog acetata trihidrata otopi se u 8 mL ledene octene kiseline u odmjernoj
tikvici od 500 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e 20 mM otopina zeljezovog(Ill)-klorida, FeCls (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)
Priprema: 0,0541 g FeCls x 6 H20 otopi u 10 mL destilirane vode, otopina se priprema svjeza.

e 10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), (ACROS ORGANICS, Geel, Belgija)
Priprema: 0,0312 g TPTZ otopi se u odmjernoj tikvici od 10 mL s 40 mM HCI te se istom
klorovodi¢nom kiselinom nadopuni do oznake. Otopina se uvijek priprema svjeza.

e Standard Zeljezo (II)-sulfat heptahidrat (FeSOs - 7H20), (Honeywell GmbH, Seelze,

Njemacka)
Priprema: potrebno je pripremiti 1 mM otopinu zeljezo (II)-sulfata heptahidrat, Odvaze se 0,139
g zeljezo (Il)-sulfata heptahidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese s
destiliranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 0,5 L te nadopuni destiliranom vodom do
oznake.

e HCI (Kemika d.d. Zagreb, Hrvatska)

e FRAP reagens
Priprema: Pomijesa se 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa i 5 mL FeCls (omjer
10:1:1).
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3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

e Spektrofotometar (Spectrophotometer Secomam Uviline 9400, Ales, Francuska)

e Tehni¢ka vaga (to¢nosti+ 0,01g), (Axis Sp. d.o.0., Gdansk, Poljska)
Pribor:

e Staklene kivete

e Odmijerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL i1 L

e Epruvete

e Stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL

e Menzura, volumena 100 mL i1 L

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Laboratorijske ¢ase

e Stakleni Stapici

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema uzoraka

Priprema netretiranog uzorka zapocinjala je vaganjem odredene mase uzorka u laboratorijsku
¢asu te dodavanjem otapala uz lagano mijesanje staklenim Stapi¢em (ekstrahiranje) 3 ili 9 min.
Nakon provedene ekstrakcije, otopina se proflitrirala kroz filter papir. Tretirani uzorci su

pripremljeni na isti nacin, ali se ekstrakcija provodila ultrazvukom.

3.2.2. Oznaavanje uzoraka

Netretirani uzorci su oznaceni drugacije nego tretirani; broj oznacuje vrijeme ekstrakcije u
minutama, "N" je oznaka netretiranog uzorka, "K" je oznaka za kadulju, a "OR" za origano,
sljedeci broj 0, 25 ili 50 oznacava postotak etanola u koriStenom vodenom otapalu i skracenice
za otapala, etil-acetat (EA), dimetil karbonat (DMC), limonen (LIM), pinen (PIN), US-

ultrazvuk te brojevi 75 1 100 oznacavaju koristenu amplitudu ultrazvuka (Tablica 1.).
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Tablica 1. Oznacavanje uzoraka

Otapalo
Uzorak
3NK-0% /OR voda
INK-0 % /OR voda

3NK-25 % /OR

25 %-tni etanol

9NK-25 % /OR

25 %-tni etanol

3NK-50 % /OR

50 %-tni etanol

9NK-50 % /OR

50 %-tni etanol

3NK-EA /OR etil-acetat
9NK-EA/OR etil-acetat
3NK-DMC/OR dimetil karonat
9NK-DMC/OR dimetil karbonat
3NK-LIM/OR limonen
9NK-LIM)OR limonen
3NK-PIN/OR pinen
9NK-PIN/OR pinen

US3K-(0/25/50) % (75)

voda/25 i 50 %-tni etanol

US9K-(0/25/50) % (100)

voda/25 i 50 %-tni etanol

US3K-DMC/EA

dimetil karbonat/etil-acetat

US9K-DMC/EA

dimetil karbonat/etil-acetat

US30R-(0/25/50) %

voda/25 i 50 %-tni etanol

US90OR-(0/25/50) %

voda/25 i 50 %-tni etanol

US3OR-DMC/EA

dimetil karbonat/etil-acetat

US9OR-DMC/EA

dimetil karbonat/etil-acetat

US3OR-LIM/PIN

limonen/pinen

US9OR-LIM/PIN

limonen/pinen
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3.2.3. Hansenovi parametri topljivosti

Izratunom Hansenovih parametara procjenjuje se sposobnost otapala da otapa glavne
komponente ekstrakata i eteri¢nih ulja (flavonoide, monoterpene i monoterpenoide, diterpene,
triterpenoide, fenilpropanoide i ostale sekundarne metabolite). Parametri su odredeni pomocu

programskog paketa HSPiP koriStenjem metode doprinosa grupe po Yamamotu.

3.2.4. COSMO-RS izracuni

Simulacija COSMO-RS (COSMOtherm, COSMOIlogic GmbH & Co. KG, Leverkusen,
Njemacka) takoder je provedena kako bi se odredila relativna topljivost log(x-solub)
flavonoida, monoterpena i monoterpenoida, diterpena, triterpenoida, fenilpropanoida i ostalih

sekundarnih metabolita u razli€itim ispitivanim otapalima.

3.2.5. Tretiranje ultrazvukom visoke snage

Uzorci su tretirani ultrazvukom SONICATOR S-4000 (Misonix Sonicators, Newtown,
Connecticut, SAD). Termoclanak 1 ultrazvu¢na sonda (model HI 9063, Hanna Instruments Ltd,
Leighton, Buzzard LU7 4AD, UK) isperu se destiliranom vodom te urone u uzorak. KoriStena
sonda je promjera 12,7 mm. Prije tretiranja, na zaslonu uredaja podeSavaju se parametri
eksperimenta (vrijeme trajanja — 3 1 9 min te amplituda ultrazvuka — 75 i 100 %). Termoc¢lanak
se uranja radi pracenja temperature. Pritiskom na display zapoc€inje ultrazvuéni tretman, a
temperatura se biljezi svakih 30 sekundi. Kako bi se odrzala Zeljena temperatura uzorka pri
tretmanu, staklena ¢aSa s uzorkom uranja se u ¢asu s ledom. Potrebno je odrzavati stalnu
temperaturu kako bi rezultati odgovarali utjecaju ultrazvuénog tretiranja na uzorak, a ne

temperature. Nakon tretmana uzorak se filtrira na filter papiru.
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Slika 3. Ultrazvuéni procesor model S-4000 (MisonixSonicators, Newtown, Connecticut,
SAD)

3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Protokolom je definirana metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH
metode. Ova metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva u hrani
uporabom stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal zbog nesparenog
elektrona postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i ljubiCaste je
boje. Promjena ljubicaste boje u zutu posljedica je sparivanja nesparenog clektrona DPPH
radikala s vodikom antioksidansa, stvaraju¢i reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u
stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005).
Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL ekstrakata te 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Za kontrolu je
potrebno otpipetirati 0,75 mL 100 %-tnog metanola te 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Od
izmjerene absorbancije kontrole potrebno je oduzeti apsorbanciju uzorka. Za slijepu probu u
epruvetu se ulije 2,25 mL 100 % metanola.

Epruvete sa sadrZajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri
apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0 ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti

na nacin da se izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.
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Izrada bazdarnog pravca za trolox (0,5 mM DPPH):
Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u
metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Od 1 mM otopine Troloxa pripreme se razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125, 150
uM.
U epruvetu se otpipetira 0,75 mL odgovarajuce otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM otopine
DPPH. Za kontrolu je potrebno otpipetirati 0,75 mL 100 %-tnog metanola te 1,5 mL 0,5 mM
otopine DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 % metanola. Epruvete sa
sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri
517 nm, uz metanol kao slijepu probu.
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y =0,0067x — 0,0299 /1/
R?=0,9798
gdje je:
y = razlika kontrole i apsorbancije uzorka pri 517 nm
X = ekvivalent troloxa (TAE) (uM).

3.2.7. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske
metode koja temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem

nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 uL Folin Ciocalteu reagensa i 2
mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijeSa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C (u kupelji od
rotavapora). Nakon toga mjeri se apsorbancija (opti¢ka gustoc¢a otopine) pri valnoj duljini 765
nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.
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Izrada bazdarnog pravca:
Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96 %-
tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se
otpipetira redom 1, 2, 3, 5110 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i
potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim
tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg L. 1z svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine
standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 uLL Folin Ciocalteu reagesna i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa
se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C (u kupelji od rotavapora).
Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka
gustoc¢a otopine) pri valnoj duljini 765 nm.
Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft
Excel 2016 pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L™?), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema
dobivenoj jednadzbi pravca.
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,0023x + 0,0581 /2/
R? = 0,9954
gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm,

x — koncentracija galne kiseline (mg L™).

3.2.8. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Metoda se temelji na sposobnosti ekstrakta da reducira Fe3* ione u Fe?" ione u otopini TPTZ
pri nizem pH. Redukcija se prati mjerenjem promjene apsorbancija pri 595 nm, Rezultati su

izrazeni kao pmol Fe?* ekvivalenta (FE)/mL uzorka (Benzie i Strain, 1996).

Princip odredivanja:
U staklene epruvete redom se otpipetira 240 uL destilirane vode, 80 pL uzorka (prethodno
adekvatno razrijedenog) 1 2080 L FRAP reagensa, dobro se promijesa te 5 min termostatira na

temperaturi 37 °C. Zatim se mijeri apsorbancija pri 595 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim
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uzorka, umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak estrahiran. Ukoliko izmjerene
apsorbancije prelaze vrijednost 1,0 ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti na nacin da se

izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose 0,1-0,9.

Izrada bazdarnog pravca:
Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 500 mL 1mM otopine zeljezo (II)-sulfata
heptahidrata od koje se pripreme razrjedenja u koncentracijama: 0, 25, 100, 250, 500 i 750 uM
na nacin da se u odmjerne tikvice volumena 10 mL redom otpipetira, 0; 0,25; 1; 251 7,5 mL
alikvot otopine zeljezo (I)-sulfata heptahidrata te do oznake nadopuni destiliranom vodom.
U odmijerne tikvice od 10 mL redom se otpipetira 240 uL destilirane vode, 80 pL otopine
standarda i 2080 uLL FRAP reagensa, kratko pomijesa te 5 min termostatira. Zatim se mjeri
apsorbancija pri 595 nm. Slijepa proba sadrzava se osim uzorka umjesto kojeg se dodaje
destilirana voda. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu
racunala s vrijednostima koncentracije FeSO4-7H20O na apcisi i vrijednostima apsorbancije
nanesenim na ordinati. 1z pripadajuce jednadZzbe pravca izrauna se antioksidacijska aktivnost
uzorka odredena FRAP metodom.
Na temelju dobivenih rezultata jednadzba pravca glasi:

y = 0,0007x — 0,0007 /3/
R? =0,9932
gdje je:
y = apsorbancija pri 595 nm,

x = ekvivalent Fe?* (umoL L7?).

3.2.9. Odredivanje pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

Mijerenje pH-vrijednosti i provodnosti provodi se na digitalnom pH-metru (Hanna instruments,
HI12550 pH/ORP & EC/TDS/NaCl Meter, Woonsocket, RI, SA) u netretiranim i tretiranim

uzorcima.

3.2.10. Odredivanje oksidacijsko-redukcijskog potencijala

Mjerenje oksidacijsko-redukcijskog potencijala (ORP) se provodilo elektrodom EXTECH
instruments (ExStik Model RE300, waterproof ORP meter, Townsend West, Nashua, SAD).
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3.2.11. Odredivanje boje

Odredivanje boje uzoraka provodilo se kolorimetrom CM-3500d (Konica Minolta, Japan) pri
¢emu su se mjerile L*, a* i b* vrijednosti. Kontrola mjerenja se obavljala softverom
SpectraMagic NX. L* oznacava svjetlinu (0-100) gdje se s 0 oznacava crno, a sa 100 bijelo.
Koordinata a* je za crveno (+) izeleno (-), a koordinata b* za zuto (+) i plavo (-). Za analizu
je uzeto 10 mL uzorka, koje je stavljeno u plasti¢ne kivete dimenzija (v/$/d 5/3,5/1 cm). Sva
mjerenja bila su u SCI (Specular Component Included) modu. Ukupna promjena boje (AE)
izratuna se na temelju izmjerenih vrijednost boje uzorka (L*a*b) prema formuli :

AE = VAL? + Va2 + \b? /4/

3.2.12. Reoloska analiza uzoraka

Reoloska svojstva otapala odredivana su na rotacijskom reometru Rheometric Viscometer
(Model RM 180, Rheometric Scientific, Inc. Piscataway, USA), gdje su primijenjenom
smi¢nom brzinom (D), smi¢nim naprezanjem (z) i prividnom viskozno$¢u (7), odredivani

reoloski parametri koeficijent konzistencije (K) i indeks tecenja (n).

e -
Slika 4. Reometar (RM 180, Rheometric Scientific, Inc., Piscataway, USA)

Nakon $to je mjerni sustav pravilno sastavljen i pri¢vrien na reometar, potrebno je mjernu

posudu s otapalom ucvrstiti 1 uroniti vreteno u otopinu do oznake na posudi, u nasem slucaju
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32 mL te vreteno spojiti preko produzne spojke i matice te ucvrstiti na reometar. Pocetna kutna
brzina vrtnje vretena bila je 150 s, te se postepeno poveéavala do maksimalne brzine od 1290
s, apotom smanjivala do 150 s™. Vrijednosti smi¢nog naprezanja i prividne viskoznosti o¢itani

su na ekranu instrumenta.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj eksperimentalnog dijela ovog rada bio je odrediti pomocu softvera COSMO-RS i Hansen
topljivost bioaktivnin komponenti mediteranskog bilja te provedbom ekstrakcije ultrazvukom
visoke snage, utvrditi da li je predvidenu procjenu topljivosti moguce potvrditi nakon tretiranja
ultrazvukom. Uz navedeno odredivali su se fizikalno-kemijski parametri: pH, elektri¢na
provodnost, oksidacijsko-redukcijski potencijal, boja i viskoznost, te analiticki parametri:
ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost. Varijable koje su se mijenjale su amplituda
ultrazvuka i vrijeme tretmana. Uzorci su tretirani i klasi¢nom ekstrakcijom da se usporede s
ultrazvu¢nim tretmanom.

Analiza varijjance (ANOVA) koriStena je za statisticku obradu eksperimentalno dobivenih

podataka kako bi se ustanovilo koji od rezultata su bili znacajni.
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4.1. REZULTATI COSMO-RS IZRACUNA
Tablica 2. Vjerojatnost topljivosti bioaktivnih komponenata biljke origano u odabranim

otapalima*
Otapala Etil-acetat | Etanol | Limonen | alfa-pinen | Dimetil karbonat | Voda |
Spojevi
Monoterpeni \
Karvakrol 100 100 30,9 16,98 100 0,02
Timol 100 100 38,9 24,54 100 0,007
B-mircen 81,28 11,22 95,49 81,28 39,81 9,55-10°
Cimen 85,11 13,8 95,49 81,28 45,7 0,0003
a-pinen 42,65 10,47 95,49 100 16,59 0,0002
B-pinen 57,54 12,58 97,94 99,08 22,38 0,0004
Kamfan 51,28 12,58 97,94 99,31 22,38 0,0005
Sabinen 66,06 13,48 99,98 93,97 30,9 0,0004
a-felandren 63,09 12,3 100 95,49 28,84 0,0002
a-terpinen 60,25 12,02 100 95,49 27,54 0,0002
d-terpinen 58,88 11,48 99,9 95,49 26,91 0,0002
a-terpinolen 61,65 12,02 99,77 93,32 28,18 0,0002
B-felandren 69,18 12,88 100 93,32 32,35 0,0003
cis-p-ocimen 83,17 11,48 95,49 79,43 42,65 0,0001
trans-B-ocimen 83,17 11,48 95,49 79,43 42,65 0,0001
Menton 79,43 36,3 89,12 69,18 42,65 0,02
Pulegon 91,2 53,7 89,12 63,09 56,23 0,06
Oksigenirani monoterpeni
Eukaliptol 58,88 44,66 97,72 89,12 27,54 0,018
Borneol 100 85,11 17,78 13,48 38,01 0,01
a-terpineol 75,85 60,25 20,41 14,45 31,62 0,02
a-Kadinol 100 41,68 42,65 35,48 30,9 0,0001
Linalol 100 52,48 25,7 17,37 48,97 0,005
Piperiton 100 91,2 72,44 46,77 70,79 0,06
Seskviterpeni
B-kariofilen 53,7 794 100 100 18,19 1,12:10°
Kopean 31,62 6,02 93,32 100 8,91 5,62:10°
a-kubeben 37,15 6,3 97,72 100 10,96 4,90-10°
B-elemen 79,43 10 100 91,2 32,35 1,62:10°
B-kadinen 45,7 7,07 99,83 100 14,45 6,03-10°
d-kadinen 47,86 7,76 99,54 100 15,13 1,17-10°
Oksigenirani Seskviterpeni
Kariofilen oksid 64,86 13,59 100 89,49 24,21 7,46-10°
Isospathulenol 99,9 47,86 21,87 16,21 28,84 0.0007
Ostali oksigenati
Palmitinska kiselina 100 87,09 5,49 2,69 28,84 4,68-10°

Srednja vjerojatnost topljivost (20-60 %)
Visoka vjerojatnost topljivosti (60-100 %)

*Niska vjerojatnost topljivosti (0-20 %)
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Tablica 3. Vjerojatnost topljivosti bioaktivnih komponenata biljke kadulja u odabranim

otapalima*
Otapala Etil-acetat | Etanol | Limonen | alfa-pinen | Dimetil-karbonat | Voda |
Spojevi
Monoterpeni \
a-tujen 51,28 10,47 98,4 98,85 21,37 0,0002
a-pinen 42,65 10,47 95,49 100 16,59 0,0002
B-pinen 57,54 12,58 97,94 99,08 22,38 0,0004
Kamfan 51,28 12,58 97,94 99,31 22,38 0,0005
a-tujon 92,16 32,21 82,6 59,73 55,85 0,02
Oksigenirani monoterpeni
Eukaliptol 58,26 44,03 96,18 87,69 27,19 0,01
Kamfor 86,97 44,05 85,15 63,08 53,75 0,09
Borneol 100 85,11 17,78 13,48 38,01 0,01
Bornil acetat 80,08 27,74 94,86 72,04 38,56 0,003
Seskviterpeni
B-Kariofilen 53,7 7,04 100 100 18,19 11210
y-elemen 62,95 8,04 100 96,22 22,75 6,40-10°
a-murolen 41,44 721 98,08 100 12,96 9,90-10
Oksigenirani Seskviterpeni
Kariofilen oksid 64.86 1359 100 89,49 24,21 7:46-10
Diterpeni
Sklareol 100 100 1,96 1,01 19,7 0,001
Fenolne kiseline
Kumarin 100 100 0,0001 3,50-10°° 100 0,03
Salvianolna kiselina 100 100 0,0005 2,70-10° 100 0,2
Sagerinska kiselina 100 100 1,90-10°  1,80-10° 100 3,43
Kafeinska kiselina 100 100 5,60-10° 5,00-107 20,89 85,11
Flavonoidi
Hispidulin 100 100 0,25 0.05 100 0,004

Visoka vjerojatnost topljivosti (60-100 %)

*Niska vjerojatnost topljivosti (0-20 %)
Srednja vjerojatnost topljivost (20-60 %)
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Simulacija COSMO-RS je provedena kako bi se odredila relativna topljivost log(x-solub)
flavonoida, monoterpena i monoterpenoida, diterpena, triterpenoida, fenilpropanoida i ostalih
sekundarnih metabolita u razli¢itim ispitivanim otapalima. Kako je logaritam najbolje
topljivosti postavljen na 0, a u¢inkovitost svih drugih otapala dana je relativno prema najboljem
otapalu, moze se primijetiti iz vjerojatnosti ra¢unatih iz log(x-solub) da etil-acetat, pinen i
limonen smatraju kao otapala izbora s dobrim pretpostavkama topljivosti za veéinu spojeva,
osim za diterpene, fenolne kiseline i flavonoide kod kadulje. S obzirom na njihovu relativnu
topljivost, otapala se mogu Kklasificirati na: etil-acetat>etanol>limonen>alfa-pinen>dimetil
karbonat>voda (Tablice 2. i 3.). U radu Chaabani i sur. (2019) simulacijom COSMO-RS
ekstrakcije arome lis¢a Pistacia lentiscus, otapala DMC, EtOH su teoretski dobra otapala samo
za ekstrakciju oksidacijskin monoterpena. Prema istrazivanju koje su proveli Aissou i sur.
(2017) upotrebom COSMO-RS za predvidenje topljivosti limonena, dobili su rezultate da je
limonen dobro otapalo za monoterpene, seskviterpene i ostale oksigenate kima (Aissou i sur.,
2017). S obzirom na relativnu topljivost sterola uljane repice, koriStena otapala mogu se

klasificirati na sljedeé¢i nacin: etilacetat>etanol>limonen (Sicaire i sur., 2015).
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4.2. REZULTATI HANSEN PRORACUNA
Tablica 4. Relativne razlike energija (RED) za biljku origano*

Otapala Etil-acetat \ Etanol |Limonen| Alfa-pinen \ Dimetil-karbonat | Voda \
Spojevi
Monoterpeni \
Karvakrol 1,21 3,43 0,96 1,64 1,76 9,34
Timol 1,21 3,43 0,96 1,64 1,76 9,34
B-mircen 1,45 4,5 0,67 0,32 2,36 10,49
p-Cimen-7-ol 1,37 2,97 1,48 2,17 1,66 8,84
a-pinen 1,75 4,77 0,72 0 2,65 10,75
B-pinen 1,79 4,82 0,83 0,11 2,69 10,8
Kamfen 1,79 4,82 0,83 0,11 2,69 10,8
Sabinen 1,74 4,78 0,7 0,15 2,6 10,77
a-felandren 1,48 4,46 0,46 0,32 2,38 10,44
a-terpinen 1,46 4,34 0,3 0,47 2,35 10,32
d-terpinen 1,42 4,33 0,34 0,46 2,32 15,5
a-terpinolen 1,46 4,25 0,06 0,69 2,3 10,22
B-felandren 1,52 4,53 0,63 0,26 2,43 10,52
cis-p-ocimen 1,44 4,41 0,47 0,36 2,35 10,39
trans-B-ocimen 1,52 4,45 0,49 0,33 2,44 10,43
Menton 1,23 4,39 0,94 1,01 1,89 10,37
Pulegon 1,15 4,08 0,92 1,29 1,7 10,03
Oksigenirani monoterpeni
Eukaliptol 1,42 4,51 0,57 0,47 2,25 10,5
Borneol 0,91 3,33 0,9 15 1,63 9,3
a-terpineol 0,98 3,26 0,97 1,58 1,67 9,22
a-Kadinol 1,24 3,95 0,32 0,99 2,02 9,91
Linalol 1,02 3,49 0,73 1,32 1,82 9,46
Piperiton 1,18 4,22 0,74 1,02 1,86 10,19
Seskviterpeni
B-kariofilen 1,73 4,68 0,61 0,14 2,63 10,65
Kopaen 1,97 4,99 0,83 0,29 2,83 10,97
a-kubeben 1,75 4,67 0,52 0,25 2,64 10,64
B-elemen 1,77 5,92 0,87 0,18 2,65 10,84
B-kadinen 1,69 4,64 0,55 0,18 2,58 10,62
d-kadinen 1,85 4,86 0,77 0,1 2,73 10,84
Oksigenirani seskviterpeni
Isospathulenol 1,26 3,84 0,39 1,09 2,05 9,79
Ostali oksigenati
Palmitinska kiselina 0,81 3,67 0,73 1,1 1,73 9,67

*RED (0-1) — savrSena topljivost
RED (1-3) — srednja topljivost
RED (> 3) — niska topljivost
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Tablica 5. Relativne razlike energija (RED) za biljku kadulja*

Otapala Etil-acetat ‘ Etanol |Limonen‘ Alfa-pinen ‘ Dimetil-karbonat ‘Voda ‘
Spojevi
Monoterpeni \
a-tujen 1,7 4,73 0,63 0,2 256 10,72
a-pinen 1,75 4,77 0,72 0 2,65 10,75
B-pinen 1,79 4,82 0,83 0,11 2,69 10,8
Kamfen 1,79 4,82 0,83 0,11 2,69 10,8
a-tujon 14 4,52 1,16 1,22 1,94 10,48
Oksigenirani monoterpeni
Eukaliptol 1,42 4,51 0,57 0,47 2,25 10,5
Kamfor 1,42 4,49 1,02 1,14 1,99 10,45
Borneol 0,91 3,33 0,9 1,5 1,63 9,3
Bornil acetat 1,33 4,39 0,48 0,52 2,18 10,38
Seskviterpeni
B-kariofilen 1,73 4,68 0,61 0,14 2,63 10,65
y-elemen 1,71 4,73 0,66 0,08 2,6 10,71
a-murolen 1,75 4,57 0,52 0,25 2,64 10,64
Diterpeni
Sklareol 1,22 4,06 0,3 0,88 2,02 10,03
Fenolne kiseline
Kumarin 3,11 4,56 2,42 3,01 3,33 9,94
Salvianolna kiselina 3,37 5,65 2,52 2,80 3,67 11,25
Sagerinska kiselina 3,95 6,16 2,85 3,09 4,37 11,7
Kafeinska kiselina 4,03 2,46 4,38 5,09 3,71 6,66
Flavonoidi
Hispidulin 2,88 3,14 2,8 3,52 2,85 8,38

*RED (0-1) — savrSena topljivost
RED (1-3) — srednja topljivost
RED (> 3) — niska topljivost

Tablice 4. i 5. prikazuju izraCunate relativne razlike energija RED za odabrana otapala s
monoterpenima i monoterpenoidima, diterpenima, triterpenoidima, fenilpropanoidima i ostalim
sekundarnim metabolitima. Sva otapala (O<RED<1) koja su bila blizu ishodista (RED=0) mogu
se smatrati dobrim otapalima za svaku otopljenu tvar. Prema rezultatima, ¢ini se da su alfa-
pinen i limonen najprikladnija otapala za monoterpene i seskviterpene dok na ostale spojeve
slabije djeluju. Ostala otapala, voda, etil-acetat, dimetil karbonat i etanol imaju lo§iji u¢inak.
Etil-acetat i dimetil karbonat pokazuju srednju topljivost spojeva dok kod kadulje ima losiji
ucinak topljivosti fenolnih Kiselina. Voda i etanol su se pokazali kao najlosija otapala i imaju

nisku topljivost navedenih spojeva. S obzirom na rezultate izracuna ekstrakcije alfa mangostana
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iz mangostina redoslijed otapala je iduci: etanol>DMC>etilacetat (Bundeesomchok i sur.,

2016).

4.3. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA PH, PROVODNOST I OKSIDACIJSKO-
REDUKCIJSKI POTENCIJAL

Tablica 6. Rezultati mjerenja pH, elektri¢ne provodnosti i oksido-redukcijskog potencijala

netretiranih uzoraka kadulje i origana*

Elektri¢na
Uzorak pH(po¢) pH(kon) provodnost ORP (pot) ORP(kon)
(mV) (mV)
(uS cm™)
3NK0% 6,78 6,05 482 145 128,5
INK0% 7,03 6,03 750 116 127,5
3NK25% 7,21 5,90 195,5 112,5 106
INK25% 6,64 5,78 324,5 100,5 108
3NK50% 6,63 5,84 70,95 95,5 134,5
INKS50% 6,97 5,9 143,1 96,5 119,5
3NK-EA 4,47 5,13 n.d. n.d. n.d.
INK-EA 4,05 3,56 n.d. n.d. n.d.
3NOR-0% 6,33 5,92 672,5 n.d. n.d.
9NOR-0% 5,69 5,75 894 n.d n.d.
3NOR-25% 5,77 5,82 208,4 n.d. n.d.
9NOR-25% 5,79 5,86 320 n.d. n.d.
3NOR-50% 6,03 5,78 128,3 n.d. n.d.
9NOR-50% 6,22 5,92 181,55 n.d. n.d.

*n.d.- nije detektirano
Prema rezultatima iz Tablice 6. vidi se da je pH pocetni visi od pH kona¢nog kod vodenih i
etanolnih uzoraka kadulje, a kod origana je obrnuto. Elektri¢na provodnost uzoraka nakon 3
minute manja je od onih nakon 9 minuta, ORP pocetni je manji od kona¢nog, dok je kod uzoraka
3NKO0% i 3NK25% veci od kona¢nog. Zbog puknuca elektroda za pH, provodnost i ORP nema
rezultata za odredene uzorke pa je zato oznaka n.d.
Elektri¢na provodnost uzoraka ovisi o udjelu etanola u vodenoj otopini. Voda je poznata kao

dobar vodi¢ elektri¢ne struje, stoga je bilo i ocekivano da ¢e uzorci kod kojih je koriSteno
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otapalo sa nizim udjelom etanola pokazivati ve¢u elektri¢nu provodnost od onih uzoraka za ¢iju

je ekstrakciju koriSteno otapalo s ve¢im udjelom etanola. Tretirani uzorci pokazuju manju

provodnost elektri¢ne struje od netretiranih uzoraka.

Tablica 7. Rezultati mjerenja pH, elektri¢ne provodnosti, ORP-a, temperature, snage i

energije tretiranih uzoraka kadulje i origana ultrazvukom

Elektri¢na ..
ORP (kon) | Temp | Snaga | Energija
Uzorak pH provodnost A
. (mV) cC) | W) | )
(MS cm™)
US3K-0 % (75) 6,21 736 108 19,3 61 10,083
US9K-0 % (75) 6,11 936 110 24,3 65 30,346
US3K-0 % (100) 6,14 875 106,5 25,4 58 12,0475
US9K-0 % (100) 6,11 920 109,5 21,5 48 28,745
US3K-25 % (75) 5,86 383,5 103,5 29,0 67 12,557
US9K-25 % (75) 5,93 425 99 27,4 76 32,9215
US3K-25 %
5,94 269,15 110 20,1 45 9,3905
(100)
US9K-25 %
5,93 331,55 94,5 26,8 52,5 28,767
(100)
US3K-50 % (75) 5,87 134,95 124 24,7 46,5 10,367
US9K-50 % (75) 59 213,95 106 27,7 49,5 29,045
US3K-50 %
5,73 134,2 96 24,0 48,5 | 10,9055
(100)
US9K-50 %
5,94 206,95 105 25,7 45 26,6965
(100)
US3K-EA 4,61 n.d. 238,5 18,7 55 10,376
US9K-EA 4,58 n.d. 258 23,5 435 | 26,9715
US3K-DMC n.d. n.d. n.d. 20,6 54 13,390
US9K-DMC n.d. n.d. n.d. 26,5 66 27,253
US30R-0 % 5,93 937 n.d. 29,1 97,5 16,912
US90R-0 % 5,88 1060 n.d. 33,0 84 51,0015
US30R-25 % 5,69 486 n.d. 32,5 114 21,5245
US90R-25 % 5,82 425,5 n.d. 32,4 98 52,558
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US30R-50 % 5,65 245,65 n.d. 27,3 94 17,4485
US90R-50 % 5,89 250,45 n.d. 29,2 78 45,262
US3OR-DMC n.d. n.d. n.d. 22,0 63 11,352
US90OR-DMC n.d. n.d. n.d. 23,3 68 33,82
US3OR-EA n.d. n.d. n.d. 22,5 47 9,702
US90OR-EA n.d. n.d. n.d. 27,6 60 31,059

pH tretiranih uzoraka veca je od netretiranih. Fenoli su spojevi s hidroksilnom skupinom koja

je bazi¢nog karaktera pa povisuje pH vrijednost otopine. Kako se u tretiranim uzorcima nalazi

vise fenola samim time 1 pH vrijednost je viSa. Provodnost vodenih uzoraka veca je od

etanolnih, provodila se pri amplitudama 100 i 75 %. ORP se kretao izmedu 96 i1 110 mV kod

uzoraka s vodom i etanolom dok su uzorci s etil acetatom prelazili 200 mV. Srednja temperatura

se kretala izmedu 18,7 i 33 °C $to je <35 °C te provedenu ekstrakciju mozemo smatrati

netermalnom tehnikom. Snaga je bila izmedu 40 i 114 W. Uzorci kadulje su tretirani s

amplitudom od 75 i 100 %. U pocetku se uzorak lijepio za sondu pri amplitudi 100 %, pa je

amplituda smanjena na 75 %. S obje amplitude, tretmani su bili uspjes$ni. Najmanja energija
bila je 9,3905 J kod US3K-25 %, a najveca 52,558 J US9OR-25 %. Oznaka n.d. znaci da

rezultati nisu detektirani. Navedeni rezultati vidljivi su u Tablici 7.
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4.4. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA UKUPNE FENOLE | ANTIOKSIDACIJSKU

AKTIVNOST

Tablica 8. Prikaz koncentracije ukupnih fenola (TPC) i antioksidacijske aktivnosti (DPPH i

FRAP)

Uzorak TPC DPPH FRAP

mg GAE g* uzorka | pmol TAE g™ uzorka | umol FE g* uzorka
3NK-0 % 18,47 17,51 153,27
9NK-0 % 41,12 17,95 142,41
3NK-25 % 18,67 20,79 130,56
9NK-25 % 39,34 20,59 279,63
3NK-50 % 16,27 21,19 305,70
9NK-50 % 38,82 20,92 348,91
US3K-0 % (75) 37,43 91,76 405,83
US9K-0 % (75) 51,08 89,31 459,69
US3K-0 % (100) 45,32 92,09 454,40
US9K-0 % (100) 52,58 91,13 465,83
US3K-25 % (75) 49,23 97,18 462,54
US9K-25 % (75) 57,40 95,06 554,11
US3K-25 % (100) 29,71 96,30 318,26
US9K-25 % (100) 50,49 95,99 534,83
US3K-50 % (75) 38,12 99,26 371,97
US9K-50 % (75) 65,56 97,88 670,26
US3K-50 % (100) 36,80 98,56 442 97
US9K-50 % (100) 65,25 99,62 595,11
3NK-DMC 3,01 17,84 56,20
INK-DMC 4,43 17,94 59,63
US3K-DMC 3,90 17,75 56,49
US9K-DMC 5,52 17,64 57,49
3NK-EA 0,93 17,54 64,49
INK-EA 1,39 17,36 89,41
US3K-EA 1,56 16,45 123,91
US9K-EA 3,66 16,33 166,06
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Tablica 9. Prikaz koncentracije ukupnih fenola (TPC) i antioksidacijske aktivnosti (DPPH i

FRAP)
TPC DPPH FRAP
Uzorak mg GAE g* | umol TAE g | umol FE gt
uzorka ! uzorka uzorka
3NOR-0 % 56,51 89,88 532,51
9NOR-0 % 72,64 88,58 776,80
US30R-0 % 69,52 87,43 1039,37
US90R-0 % 77,13 85,21 993,37
3NOR-25 % 41,24 88,41 355,66
9NOR-25 % 69,34 87,77 584,51
US30R-25 % 114,71 83,10 928,80
US90R-25 % 83,71 110,67 653,94
3NOR-50 % 53,82 112,92 510,23
9NOR-50 % 79,09 113,30 733,09
US30R-50 % 105,79 112,09 1032,80
US90R-50 % 98,46 111,81 1130,80
3NOR-DMC 0 0,85 2,69
9NOR-DMC 0 1,54 3,30
US3OR-DMC 0 2,24 5,87
US90OR-DMC 3,25 16,02 38,51
3NOR-EA 0 0,44 3,48
INOR-EA 0 0,75 4,19
US3OR-EA 2,13 7,05 18,55
US90OR-EA 4,52 16,66 48,19

Ukupni fenoli su se odredivali s Folin-Ciocalteu reagensom koji je smjesa fosforvolframove i
fosfomolbidenske kiseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline
se reduciraju u wolframov oksid i molbidenov oksid koji su plavo obojeni.

Prema Tablicama 8. i 9. vidi se da koncentracija ukupnih fenola kod kadulje se krec¢e izmedu
18,5 i 115 mg GAE g uzorka gdje su koristeni voda, i etanol, a kod zelenih otapala konc, je
znatno niza, te nije prelazila 6 mg GAE g uzorka. Kod origana raspon je ve¢i, 41-115 mg GAE

g uzorka (voda i etanol), a zelena otapala imala su lose rezultate, najvise 4,52 mg GAE g’
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uzorka. Najve¢i udio ukupnih fenola dobiven je u uzorku US30R-25 %, i iznosi 114,71 mg
GAE g* uzorka, a najmanji udio je kod 3NK-EA, 0,93 mg GAE g uzorka. Rezultati su
pokazali da ultrazvuk daje veéu ucinkovitost ekstrakcije koriStenjem zelenih otapala u
usporedbi s konvencionalnom metodom. Prinos fenola ve¢i je kod ultrazvuka kao netoplinske
tehnike ekstrakcije u odnosu na netretirane uzorke sto smo i dokazali. Temperatura i vrijeme
ultrazvucnih tretmana su bili statisticki znacajni parametri za ekstrakciju fenola, sto se vidi i na
rezultatima. Duze vrijeme tretmana daje veci prinos, a temperatura utje¢e na topljivost i brzinu
prijenosa ciljanih spojeva u otapalu (Sun i sur., 2011). Shahid i sur. (2016) ekstrahirali su fenole
iz komine jabuke. Oni su pokazali da je TPC dobiven ultrazvukom bio 30 % ve¢i od sadrzaja
dobivenog konvencionalnom ekstrakcijom (Shahid i sur., 2016). Najvec¢i ukupni fenolni sadrzaj
proveden na majoranu (9,62 g GAE / 100 g uzorka) zabiljeZen je u ekstraktima dobivenim
ultrazvukom pri 35 °C i vremenu od 10 min tretmana. Medu ¢imbenicima, amplituda je
pokazala najveéi u¢inak pracen temperaturom, snagom i vremenom. Veca amplituda ultrazvuka
mogla je oStetiti viSe stani¢nih zidova, pri ¢emu je dostupno viSe otapala, ukljucujuéi bolji
prijelaz fenolnih spojeva u otapala. Produljeno vrijeme ekstrakcije omogucilo je da otapala
dulje budu u kontaktu s otapalom, kako bi se olakSala veca difuzija ciljnih spojeva (Hossain i

sur., 2012).

Antioksidacijska aktivnost dobivena DPPH rezultat je detektiranja antioksidanasa koji
reduciraju ion Zeljeza doniranjem svog elektrona. Uzorku se dodaje Zuto obojeni kompleks Fe®*
-TPTZ koji redukcijom prelazi u plavo obojeni oblik Fe?* -TPTZ ¢&ija koncentracija se mjeri na
spektrofotometru i taj ekvivalent zeljeza predstavlja antioksidacijsku aktivnost odredenih vrsta
fenolnih spojeva. Rezultati pokazuju da je etanol u¢inkovitiji od vode i ostalih zelenih otapala.
Pogledom na tablicu 8. uocljivo je da su vise vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene
kod uzoraka koji su bili tretirani ultrazvukom za razliku od onih koji su dobiveni klasi¢nom
ekstrakcijom bez tretmana. Najvise vrijednosti dobivene su kod uzorka 9NOR-50 % - 113,30
umoL TAE g? uzorka, a najmanje kod 3NOR-EA i iznosi 0,44 pmoL TAE g uzorka.
Ispitivanje ukupne antioksidacijske aktivnosti ekstrakata primjenom DPPH testa koje je
provedeno na ruzmarinu pokazalo je da pod ultrazvuénom ekstrakcijom etanol daje vece

povecanje ukupnih prinosa antioksidanata u usporedbi s metanolom (Paniwnyk i sur., 2009).

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom se kretala izmedu 2,69 1 1130,80 pmoL
FE g? uzorka. Najveéi prinos pokazuje uzorak (US9OR-50 %) tretiran ultrazvukom u trajanju

od 9 min s 50 %-tnim etanolom, a najmanji netretirani uzorak s DMC-om (3NOR-DMC) u
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trajanju od 3 min. Sva tri faktora (amplituda, vrijeme, temperatura) imala su znacajan utjecaj
na povecanje FRAP vrijednosti ekstrakta kadulje i origana. Ucinak temperature i vremena bio
je u skladu s nalazom Hossain i sur. (2012) koji su istrazivali antioksidacijsku aktivnost.
Mozemo zakljuéiti da tretman od 9 min daje veci prinos fenola, antioksidacijske aktivnosti od
tretmana od 3 min. Prinos se povecava povecanjem snage ultrazvuka, ovisno o kojem otapalu
se radi, a s 50 %-tnim etanolom su najveéi rezultati. Sto zna&i da je etanol prodro do stanica pa
je ekstrakcijski prinos s njim bio najveci.

MozZemo zakljuciti da je prinos svih navedenih vrijednosti ve¢i s vodom 1 etanolom od DMC-a
I etil-acetata. | sto je veca snaga, veca je i koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijski
kapacitet. Rezultati antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom veci su od rezultata DPPH
metode.

4.4.1. Rezultati statisticke obrade za prinos fenola i antioksidacijske aktivnosti

Tablica 10. Statisticka znacajnost varijabli za prinos fenola i antioksidacijske aktivnosti-

kadulja
) ~ | Srednja
Zbroj | Stupnjevi . F- .
Izvor vrijednost ] p-vrijednost
kvadrata | slobode omjer
kvadrata
Izmedu
2311724 2 1155862 | 18,7138 | 0,000000565
grupa
Unutar grupa | 3520617 57 61765,21
Ukupno 5832341 59

Tablica 11. StatistiCka znacajnost varijabli za prinos fenola i antioksidacijske aktivnosti-

origano
) o Srednja
Zbroj Stupnjevi N F- N
Izvor vrijednost ] p-vrijednost
kvadrata | slobode omjer
kvadrata
Izmedu 43.3457
1152029 2 576014,7 0,000000000000308
grupa 3
Unutar grupa | 996663,4 75 13288,85
Ukupno 2148693 77
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Statisticka obrada eksperimentalno dobivenih podataka (Tablice 10. i 11.) pokazuje kako ima
statisticki znaCajnog utjecaja odabranih ulaznih varijabli (vrijednosti rezultata TPC-ukupni
fenoli, te DPPH i FRAP-antioksidacijska aktivnost) p<0,05. Kod kadulje p iznosi 0,000000565,
ovaj statisticki znaCajan rezultat moze se pripisati etanolu, jer je zahvaljuju¢i njemu prinos
etanolnih uzoraka bio veéi od ostalih otapala, vode, dimetil karbonata i etil-acetata, a kod

origana je isti slu¢aj, p je takoder <0,05 i iznosi 3,083

Odgovarajuce otapalo je od velike vaznosti za ekstrakciju bioaktivnih komponenti. Ovo je
povezano s Cinjenicom da ¢e polarna otapala izdvojiti polarne aktivne spojeve, a nepolarni ¢e
se izdvojiti nepolarnim otapalima. Za postupke ekstrakcije obi¢no se koriste otapala poput vode,
etanola, kloroforma, etil-acetata, metanola itd. Za ekstrakciju polifenola koristi se kombinacija
vode 1 etanola §to rezultira stvaranjem umjerene polarnosti otapala koji uzrokuje bubrenje
biljnog materijala, otapalo prodire dublje pa je u¢inak ekstrakcije ve¢i (Ngaha Njila i sur.,

2017). Sto potvrduju i nasi rezultati da je ekstrakcija naju¢inkovitija s 25 i 50 %-tnim etanolom.
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4.5. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA BOJU UZORAKA

Tablica 12. Prikaz podataka za boju ekstrakta kadulje

Uzorak L a b AE AE2 AH

US3K-0 % (75) 77,17 2,60 41,55 | 26,20 | 694,72 4,31

US9K-0 % (75) 60,50 9,60 53,31 | 29,50 | 870,01 6,79

US3K-0 % (100) | 67,23 6,97 50,13 | 39,78 | 1584,19 7,24

US9K-0 % (100) | 61,69 8,91 52,37 | 27,88 | 777,26 6,29

US3K-25% (75) | 74,50 4,72 46,49 | 35552 | 1263,06 4,85

US9K-25 % (75) | 60,88 8,18 50,19 | 34,22 | 1187,86 6,74

US3K-25 % (100) | 84,04 0,50 31,06 | 17,06 | 291,55 1,94

US9K-25 % (100) | 69,32 5,34 46,62 | 24,73 | 616,54 4,58

US3K-50 % (75) | 87,20 0,00 31,11 | 18,98 | 366,64 0,42

US9K-50 % (75) | 82,93 1,31 44,79 | 17,51 | 307,56 1,56

US3K-50 % (100) | 86,62 -0,45 | 31,54 | 19,59 | 389,16 0,54

US9K-50 % (100) | 72,34 3,57 44,51 | 24,27 | 600,84 3,37

3NKO % 93,22 -1,76 21,33
9NKO % 85,59 1,31 40,20
3NK25 % 95,00 -1,19 18,09
9NK25 % 89,65 -0,06 33,64
3NKS50 % 95,25 -0,55 13,96
9NKS50 % 90,75 -0,41 29,22
3NKDMC 94,16 -8,35 | 34,50
9NKDMC 91,15 -9,49 | 47,80

US3K-DMC 90,03 -9,08 | 46,76 | 12,96 | 168,06 1,88

US9K-DMC 86,71 -8,87 57,49 | 10,68 | 114,04 2,28

3NK-EA 89,86 -9,56 50,95
9NK-EA 87,18 -9,18 | 59,93
US3K-EA 86,32 -8,34 | 53,40 4,50 22,34 1,61
US9K-EA 81,56 -7,19 64,56 7,63 60,33 2,57
3NK-PIN 96,58 -7,40 26,78
9NK-PIN 96,58 -7,41 26,86
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US3K-PIN 92,82 | -7,02 | 3544 | 13,29 | 190,13 2,86
US9K-PIN 87,46 -6,14 47,21 18,69 | 351,17 4,75
3NK-LIM 94,63 -6,59 31,47
ONK-LIM 92,22 -7,25 42,32
US3K-LIM 91,69 | -6,62 | 40,20 9,21 84,86 1,56
US9K-LIM 87,97 -6,14 51,89 10,54 | 111,01 2,45
Tablica 13. Prikaz podataka za boju ekstrakta origana
Uzorak L a b AE AE? AH
3NOR-0 % 85,58 4,32 33,58
9NOR-0 % 75,14 10,82 49,17
US3OR-0% | 54,76 | 19,49 | 58,37 | 42,41 | 1835,06 | 8,83
US9OR-0% | 27,73 | 29,99 | 46,58 | 51,26 | 2632,10 | 18,70
3NOR-25% | 93,94 | -0,08 18,45
9NOR-25 % 88,31 2,18 32,48
US30R-25% | 54,80 19,43 62,37 | 61,99 | 3850,22 | 10,57
US90R-25% | 70,46 11,76 53,71 | 29,35 | 863,90 6,28
3NOR-50 % 95,34 -1,36 16,68
9NOR-50 % 92,38 -0,99 25,71
US30R-50% | 81,34 2,15 45,05 | 31,83 | 1016,98 | 3,54
US90R-50 % | 79,66 2,95 43,61 | 22,32 | 529,42 3,51
3NOR-DMC 98,90 -1,37 3,82
INOR-DMC 98,46 -2,05 5,95
US30OR-DMC | 97,66 -1,93 6,08 2,64 6,97 0,19
US9OR-DMC | 87,03 -3,91 16,62 | 15,71 | 246,73 1,28
3NOR-EA 98,79 -1,17 3,58
INOR-EA 98,26 -1,71 5,45
US3OR-EA 93,71 -1,84 8,47 7,08 50,12 0,58
UZVI90OR-EA | 85,07 -3,42 18,46 | 18,60 | 346,03 1,25
3NOR-LIM 99,56 -0,88 2,79
OINOR-LIM 99,17 -1,12 3,92
US30OR-LIM 95,17 -1,91 9,43 8,02 64,37 0,56
US90OR-LIM 92,36 -2,24 13,30 | 11,65 | 135,69 0,82
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Rezultati boje (Tablice 12. i 13.) za netretirane uzroke sluze kao standard za usporedbu s
tretiranim uzorcima kadulje i1 origana. Svakom tretiranom uzorku pridruZzen je standard
(netretirani uzorak) koji mu odgovara prema vremenu ekstrakcije i otapalu te se na taj na¢in iz
razlike vrijednosti odredenih parametara uzorka i standarda nastoji prikazati razlika u jacini
obojenja ekstrakta, a time i razlika u uspjesnosti provedene ekstrakcije. Ukupna promjena boje
(AE) najveca je kod vodenih uzoraka i 25 %-etanola, a s ostalim otapalima opada. Uzorak
US30R-25 % ima AE=61.99, §to znaci da ima najvecu vrijednost, za razliku od uzorka US30R-
DMC koji ima najmanju vrijednost, a iznosi 2,64.

4.5.1. Rezultati statisticke obrade za boju

Tablica 14. Statisticka znacajnost varijabli za boju-kadulja

) o Srednja
Zbroj Stupnjevi N ) N
Izvor vrijednost F-omjer p-vrijednost
kvadrata | slobode
kvadrata
Izmedu
3999436 5 799887,3 33,27546 5,16-102%
grupa
Unutar
3749984 156 24038,36
grupa
Ukupno | 7749420 161

Tablica 15. Statisti¢ka znacajnost varijabli za boju-origano

) | Srednja
Zbroj | Stupnjevi N ] N
Izvor vrijednost | F-omjer | p-vrijednost
kvadrata | slobode

kvadrata
Izmedu
9374798 5 1874960 | 11,77753 | 0,00000000532
grupa
Unutar grupa | 16238195 102 159198

Ukupno 25612993 107

Statisticka obrada eksperimentalno dobivenih podataka (Tablice 14. i 15.) pokazuje kako su
rezultati statisticki znacajnog utjecaja odabranih ulaznih varijabli (AE, AE?, AH) p<0,05. Za
kadulju p iznosi 5,16-10%%, a za origano 5,32-10°.
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Koristena metoda za dobivanje uzoraka, ultrazvuk visoke snage i odgovaraju¢a otapala
potvrduju statisticki znacajne rezultate kao Sto je prikazano u Tablicama 14. i 15. Mozemo
potvrditi kako je koristenje ultrazvuka u¢inkovito za izolaciju boje kadulje i origana.

4.6. REZULTATI REOLOSKIH SVOJSTAVA OTAPALA

Tablica 16. Prikaz podataka za viskoznost otapala

Prividna Koeficijent o
] _ B Indeks | Koeficijent
viskoznost konzistencije N
Otapala teCenja regresije
kod 1290 s* k
n R2
(mPas) (Pas")
100 % glicerol 0,801 1,555 0,904 0,9982
50 % glicerol 0,026 0,012 1,110 0,9999
Etil-acetat 0,004 0,000094 1,830 0,9963
Voda 0,005 0,00010 1,552 0,9961
Dimetil karbonat 0,004 0,000025 1,723 0,9991
a-pinen 0,006 0,00023 1,452 0,9991
Limonen 0,005 0,00023 1,423 0,9851
25 % etanol 0,007 0,000262 1,45 0,9985
50 % etanol 0,008 0,000635 1,35 0,9976

Viskoznost je unutarnje trenje gibajuc¢eg fluida, odnosno otpornost tvari prema tecenju.
Povecanje temperature povecava topljivost ciljanog spoja, brzinu difuzije otapala i prijenos
mase, dok se viskoznost otapala i povrSinska napetost smanjuju. Smanjena viskoznost i
povrSinska napetost olakSavaju prodor otapala dublje u matricu uzorka S§to povecava
uc¢inkovitost ekstrakcije izlaganjem vece povrSine uzorka upotrijebljenom otapalu (Hossain i
sur., 2012). Prema rezultatima iz Tablice 16. vidimo da je najveca viskoznost kod 100 %-tnog
glicerola te prilikom tretiranja ultrazvukom s glicerolom nije dolazilo do ekstrakcije, zbog
prigusenja zvucénog vala u otapalu. Najmanju vrijednost viskoznosti pokazuju etil-acetat i
dimetilkarbonat, ali unato¢ tome ekstrakcija nije imala dobar rezultat. Sto se ti¢e limonena i a-
pinena kako su to uljna otapala mjerenje u vodenom mediju (TPC i antioksidativne metode)

nije bilo mogucée provesti zbog nemoguénosti mijesanja ulje-voda. Zbog toga je pokusano
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dodatno ekstrahiranje iz tog ekstrakta vodom i etanolom te razdvajanje i uljne i vodene frakcije,

ali su rezultati bili nula, tj. bioaktivne komponente se nisu ekstrahirale.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1.

a & N

Prema simulaciji COSMO-RS i Hansen ne mozemo potvrditi njihov odgovor o
relativnoj topljivosti otapala za ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz kadulje i origana
gdje je navedeno da su alfa pinen i limonen najpogodnija otapala, to su uljna otapala pa
mjerenja nije bilo moguce provesti u vodenom mediju zbog nemijesanja faza ulje-voda.
Rezultati ekstrakcija pokazali su da je najveci prinos kod etanola i vode, a najmanji kod
etil-acetata i dimetil karbonata dok je softver izratunao suprotno tome. Rezultati ne
potvrduju dobivene rezultate softvera.

Nema razlike pH netretiranih i tretiranih uzoraka.

Tretirani uzorci pokazuju vecu elektri¢nu provodnost od netretiranih uzoraka.

Tretirani uzorci imaju sli¢an oksidacijsko-redukcijski potencijal kao i netretirani uzorci.
Prinos ukupnih fenola i1 antioksidacijske aktivnosti se povecava povecanjem snage
ultrazvuka, ovisi 0 temperaturi i vremenu i 0 kojem otapalu se radi, a s 50 %-tnim
etanolom su postignuti najbolji rezultati. Koncentracija ukupnih fenola dosezala je
114,71 mg GAE g uzorka, a antioksidacijska aktivnost 1130,80 umoL FE g* uzorka
dobivena FRAP metodom. FRAP metoda je dokazano djelotvornija i daje vecu
antioksidacijsku aktivnost od DPPH metode. Tretirani uzorci daju veée prinose od
netretiranih.

Ukupna promjena boje (AE) najveca je kod vodenih uzoraka i 25 %-etanola, a s ostalim
otapalima opada.

Ultrazvuk se moze koristiti za ekstrakciju toplinski osjetljivih bioaktivnin komponenti
s obzirom da se provodi pri nizim temperaturama. MoZemo opravdati koriStenje
ultrazvuka za ekstrakciju bioaktivnih komponenti.

Ekstrakti kadulje 1 origana dobiveni pomocu zelenih otapala koja su u skladu s nacelima

zelene kemije, omogucuju smanjenje energije i otapala te nisu Stetna za okolis.
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