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1. UVOD

Origano (Origanum vulgare L.) je aromaticna i ljekovita biljka slatko-pikantnog mirisa slicnog timijanu.
Koristi se najviSe u kulinarstvu, posebice na podrucju Italije gdje je bitan sastojak u jelima tipicnima
za to podrucje. Njegovi listovi ovalnoga su oblika, tamnozelene boje te gorkoga okusa. Rasprostire
se po Europi i centralnoj Azji, a koristi se joS od antickog doba na podrucju Mediterana i Bliskog
Istoka kao dio rimske, grcke i arabijske kuhinje. U danasnje vrijeme koristi se najvise kao zacin u
talijanskoj kuhinji. Kako bi se saCuvao okus, osuseni se listi¢i origana kidaju na manje komadice, ne
obradujudi se u prah. Jedni od glavnih kemijskih spojeva koji utjeu na specifi¢nu aromu esencijalnog
ulja origana su timol i karvakrol, a osim njih prisutni su i neki drugi spojevi u manjim i promjenjivijim
kolicinama. U ovom radu istrazivat ¢e se utjecaj mikrovalnoga zracenja na koncentraciju klorofila a i
b iz origana mikrovalnom ekstrakcijom u ovisnosti o vremenu trajanja ekstrakcije i odredenoj
temperaturi. Koncentracija klorofila ¢e se odredivati uz pomo¢ instrumentalne metode UV/VIS
spektroskopije. Mikrovalna ekstrakcija ima mnoge prednosti u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju. Klasi¢na
ekstrakcija je kompliciranija, dugotrajnija, aparatura je slozenija, potrebne su vise temperature,
znatno dulje vrijeme zagrijavanja te je visoka energetska potrosnja. Upravo kako bi se sve to izbjeglo
sve je viSe u uporabi mikrovalna ekstrakcija koja je brza i pouzdana analiticka metoda te je ta metoda
koriStena u ovom istrazivanju. Klorofil a i b su termolabilni pigmenti. Uzevsi u obzir i tu znacajku,
logi¢an izbor pri odabiru metode ekstrakcije bila bi mikrovalna ekstrakcija. Takoder postoje i
alternativne metode ekstrakcije koje se koriste pri istrazivanju termolabilnih komponenti kao sto je
na primjer ekstrakcija ultrazvukom. Kada se radi s tvarima koje sadrze termolabilne komponente, bez
obzira radi li se klasi¢na ekstrakcija ili neka druga novija metoda ekstrakcije, mora se paziti na
temperaturu. Previsoka temperatura moZze imati negativni ishod koji utjece na kvalitetu ekstrahiranog

spoja.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. MIKROVALNO ZRACENJE

Mikrovalno ili dielektricno zraCenje danas je u znatno vecoj uporabi pred klasi¢nim zagrijavanjem te
se primjenjuje kao njena alternativa. Mikrovalno zraCenje ima znacajne prednosti u odnosu na
klasicno, a to se ponajprije odnosi na vrijeme zagrijavanja koje se kod mikrovalnog zracenja skracuje
s nekoliko sati ili dana na svega nekoliko minuta (Slika 1). To ubrzanje kemijskih reakcija djelovanjem
mikrovalnog zracenja nastaje zbog iznimno jakoga trenutacnoga grijanja, a Sto je posljedica

kinetickoga tj. termickoga djelovanja.
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Slika 1. Shematski prikaz zagrijavanja uzoraka klasi¢nim i MW- zagrijavanjem (Zrinski i Ekcert-
Maksi¢, 2005)

D. R. Baghurst i D. M. P. Mingos pokazali su primjenom Arrheniusova zakona da poviSenje
temperature utjeCe na brze kretanje molekula (Zrinski i Eckert-Maksi¢, 2005). Samim time, brze
kretanje molekula uzrokuje povecani broj povoljnih sudara u kojima ¢e doéi do interakcije izmedu
molekula, koje pri tome moraju imati povoljnu orijentaciju da bi sudar bio mogué. Oni su to pokazali
tako da reakcija prvog reda, koja se odvijala 68 dana na 27 °C, ima isti iznos konverzije kao i reakcija
koja se odvija na 227 °C za 1,61 sekundu. Osim toga, neki autori govore i 0 tome da ubrzanju reakcije,
osim termickih ucinaka, pridonose i neki netermicki mikrovalni ucinci. Netermicki mikrovalni ucinci
zasnivaju se na interakciji izmedu elektricnoga polja s odredenim molekulama u elektricnom polju.
Na primjer, u slucaju dipolarne molekule, one ¢e se orijentirati u smjeru polja Sto izravno utjece na

predeksponencijalni faktor Aili na promjenu u energiji aktivacije (E,)
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Mikrovalno zracenje se u elektromagnetskom spektru nalazi izmedu IR- i radiofrekventnih valova.
Frekvencija mikrovalnog zracenja je izmedu 30 GHz i 300 MHz, Sto odgovara valnim duljinama od 1
c¢m do 1 m (Slika 2). Vecina laboratorijskih uredaja za mikrovalnu ekstrakciju radi pri valnoj duljini od
12,25 cm tj. 2,45 GHz. To odgovara energiji fotona od 0,0016 eV. Takvi mikrovalni fotoni nemaju
dovoljnu koli¢inu energije da bi doSlo do pucanja kemijske veze uslijed primjene elektromagnetske
energije. Dolazi samo do polarizacije naboja u materiji, koje inducira elektricno polje. Polarizirane
molekule se rotiraju uslijed izmjenicnog elektriénog polja no njihova brzina nije dovoljno velika da bi
mogle pratiti brze izmjene smijera polja, Sto uzrokuje pretvorbu elektromagnetske energije u
toplinsku. Mikrovalovi, zbog ograni¢enoga energetskoga potencijala, ne uzrokuju kidanje veze niti
promjene u strukturi tvari, ve¢ molekule samo titraju u mjestu te njihovim titranjem i dodirivanjem
dolazi do porasta temperature tj. pretvorbe kineticke energije molekula u toplinsku. Mikrovalovi, koji
spadaju u istu grupu kao radijski i televizijski valovi, s infracrvenim zrakama i zrakama vidljive
svjetlosti ¢ine neionizirajuce zracenje. Za razliku od njih, ultraljubicaste, rendgenske, gama i kozmicke
zrake pripadaju ioniziraju¢em zracenju. Takvo zraCenje uzrokuje promijene u strukturi tvari te

predstavlja opasnost za zdravlje.
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Slika 2. Elektromagnetski spektar zracenja (Blekic i sur., 2011)

U pocetku, pri istrazivanju mikrovalnog zracenja, koristile su se ku¢ne mikrovalne peénice, no
statistickom obradom podataka je utvrdeno da je reproducibilnost vrlo niska. Jedna od najveéih mana
je bila promjenjiva snaga zracenja do koje dolazi zbog povremenoga iskljucivanja magnetrona.

Takoder, kuéna mikrovalna pec¢nica nema moguénost mjerenja tlaka i temperature, veliki nedostatak



je nemogucnost mijeSanja reakcijske smjese, lako moze doci do eksplozije, nemogucnost kontrole
sigurnosti itd. Zbog mnogo nedostataka i nemogucnosti provodenja svih istrazivanja, doslo je do
razvoja mikrovalnih reaktora koji su danas u upotrebi. Mikrovalni reaktori, kao i pecnice, rade na
principu energije mikrovalnog zraCenja tj. elektromagnetskoga zracenja. Elektromagnetsko zracenje
je gibanje energije i nastaje kao fizikalni fenomen protokom elektricne struje kroz vodi¢. To su
viSefunkcijski i monofunkcijski mikrovalni reaktori koji se razlikuju u nacinu raspodjele mikrovalnoga
zraCenja unutar kudista (Slika 3). Kod viSefunkcijskoga se MW-zraenje raspodjeljuje u svim
smjerovima, dok kod monofunkcijskoga MW-zracenje dolazi do reakcijske posude kroz valovod te
pada samo na reakcijsku posudu, koja je na tocno odredenoj udaljenosti od izvora. Odabir reaktora

s kojim ¢e se raditi ovisi o vrsti uzorka i i o koliCini reaktanata.

_<+ [ |Antena
Magrietron
)

Uzorak

Valni vodié \

E —_—  — —  —p —-}‘
—_— —p —p —p D

Slika 3. Shematski prikaz visefunkcijskog i jednofunkcijskog kucista uz fotografije oba
tipa MW reaktora (Zrinski i Ekcert-Maksi¢, 2005)

Primjena mikrovalnoga zracenja u prehrambenoj industriji je viSestruka. Mikrovalovi se ponajprije
koriste za zagrijavanje, pecenje, susSenje, odmrzavanje, blansiranje, dehidrataciju, pasterizaciju i
sterilizaciju. Sve viSe se mikrovalno zracenje primjenjuje i u ekstrakciji — mikrovalna ekstrakcija koja
ima brojne prednosti pred uobiajenom, konvencionalnom ekstrakcijom kruto-tekuce. Ovim
postupkom mogu se lako provesti analize tragova organskih spojeva, polifenolnih spojeva, pigmenata
iz biljaka i njihovih metabolita i slicno. Ekstrakcija ¢vrsto-tekuce osnovna je operacija odvajanja jedne

ili viSe komponenti sadrzanih u ¢vrstoj fazi teku¢om fazom ili otapalom (Ibarz i Barbosa-Canovas,



2002). Ekstrakcija se provodi na temelju razlicite topljivosti tvari u otapalu za ekstrakciju i ovisno o
vrsti otapala, razli¢ite komponente prelaze iz krute u tekuéu fazu. Razliciti faktori utjecu na efikasnost
ekstrakcije kao Sto su npr. temperatura, koja je jedan od bitnijih ¢imbenika, vrijeme ekstrakcije, pH,
vrsta otapala koje se koristi te veliCina uzorka iz kojega se Zeli ekstrahirati neka odredena
komponenta. Otapalo koje se pri tome koristi ne smije biti reaktivho, odnosno ne smije reagirati s
ostalim spojevima u uzorku, visoka selektivnost je poZeljna kao i veliki ekstrakcijski kapacitet, mora
biti potpuno hlapljivo te, gledano s ekonomskog aspekta, imati nisku cijenu. Kod ekstrakcije ¢vrstih
materijala, ekstrakcija e biti brza i efikasnija ako je dodirna povrsina otapala i Cvrste tvari veca, Sto
se postize usitnjavanjem. Mikrovalna ekstrakcija koristi energiju mikrovalova za dielektri¢no
zagrijavanje otapala s uzorkom. Dipolne molekule se orijentiraju, vibriraju te se oslobada toplina
uslijed trenja. Odabir otapala je vrlo bitan. Otapalo treba imati visoku dielektri¢nu konstantu, tj. mora
dobro apsorbirati energiju mikrovalova, pretvoriti ju u toplinu i dalje predati okolini. Otapalo treba
prilagoditi tvari iz koje se ekstrahiraju komponente ovisno o stupnju topljivosti koji se Zeli postiéi te o
medusobnom odnosu izmedu otapala i tvari. Opcenito su dobra otapala etanol, metanol i voda, koji
su dovoljno polarne molekule i mogu se zagrijati mikrovalovima. Mikrovalna ekstrakcija moze se
provoditi u zatvorenim posudama i u mikrovalnim peénicama. Mikrovalna ekstrakcija u zatvorenim
posudama, pri kojoj su tlak i temperatura kontrolirani, provodi se pri niskim ili visokim temperaturama

ekstrakcije. Mikrovalna ekstrakcija u mikrovalnim pecnicama provodi se pri atmosferskom tlaku.

2.2, KLOROFIL

Klorofil je molekula zelenog pigmenta, koja izravno sudjeluje u procesu fotosinteze skupljajudi
energiju svjetlosti. Pigmenti su prirodne tvari, nosioci boje, a u biljkama se nalaze u stanicama i
stani¢nom tkivu. Nalaze se u mnogim namirnicama biljnog porijekla kao $to su Spinat, brokula, kupus,
zeleni ¢aj itd. (Slika 4)



Slika 4. Klorofil u povréu (Anonymus 1, 2020)

U biljnim stanicama se nalaze u posebnim ogranelima — kloroplastima. (Slika 5)

-

Slika 5. Kloroplasti u biljnim stanicama (Anonymus 2, 2020)

Kloroplasti imaju vanjsku i unutrasnju membranu (Slika 6). Prostor unutrasnje membrane se naziva

stroma te se u njoj nalaze tilakoidne vrecice. Tilakoidne vrecice se povezuju strominim lamelama.



Tilakoidna membrana obavija tilakoidne vredice i odvaja stromu od unutrasnjeg sadrzaja tilakoidnih

vrecica. Klorofil se nalazi u tilakoidnoj membrani. (Berg i sur., 2007)
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prostor strome prostor

Slika 6. Grada kloroplasta (Berg, 2007)

Postoji nekoliko velikih skupina osnovnih hranjivih tvari, a to su ugljikohidrati, lipidi, proteini,
oligoelementi i vitamini. Svaka od njih ima posebnu bioloSku ulogu u prehrani. (Hurst i sur., 2008)
Klorofil ne spada niti u jednu od navedenih skupina. Njegov nedostatak u prehrani ne uzrokuje
nutritivni deficit, ali njegova prisutnost moZze biti jako koristna, posebice jer sprjecava razvoj razliCitih
dugorocnih bolesti. Zelena boja koju klorofil daje namirnicama biljnog porijekla igra dvostruku ulogu,
estetsku i tehnolosku. Estetska uloga je osobito bitna za potroSaca koji najprije vizualno ocjenjuje
kvalitetu proizvoda. Boja proizvoda je od vrlo velike vaznosti jer se prema njoj moze odrediti identitet
proizvoda, kvaliteta i aroma. Mogu se odrediti i neke karakteristike poput zrelosti, stupnja rafinacije,
Cistoca, svjezina, te u konacnici ispravnost proizvoda. Boja takoder moze ukazati i na mikrobiolosko

kvarenje proizvoda. Boja je znacajno organolepticko svojstvo proizvoda.

2.2.1. STRUKTURA, VRSTE KLOROFILA I BIOLOSKA ULOGA

Sve vrste klorofila imaju jednaku osnovnu strukturu. Pripadaju u grupu porfirina. Osnova struktura je
gradena od porfina, koji se sastoji od 4 pirolske jedince, Ciji su alfa polozaji povezani metinskim
mostovima. Takva struktura tvori novi aromatski, planarni, vrlo stabilni sustav. Unutar planarnog
sustava nalazi se metal koji je omeden s Cetiri atoma dusika. Ta sposobnost porfirina da stvara
intramolekularne veze s metalnim ionima — kelate, jedna je od najznacajnijih karakteristika. Kod
klorofila, taj metal je magnezij. Postoji viSe vrsta klorofila, klorofil a , b, ¢, d i bakterioklorofil. Klorofil

a razlikuje se od klorofila b po skupini koju veze na ugljiku C7, na drugom pirolnom prstenu.



Klorofil a ima metilnu, a klorofil b formilnu skupinu. (Slika 7)

Slika 7. Struktura klorofila a (R=CH3) i b (R=CHO) (Hurst i sur., 2008)

Klorofil c ima ostatak propionske kiseline na C-17, dok klorofil d ima zasi¢enu vezu izmedu C-17 i C-
18 IV prstena (Slika 8). U bakterioklorofilu, alkoholi koji se esterificiraju na C-17 su , osim fitola,

farnezil i geranil geraniol (Hurst i sur., 2008).

Klorofil ¢ Klorofil d

Slika 8. Struktura klorofila ¢ i d (Hurst i sur., 2008)



Tilakoidna membrana, koja je po svome sastavu dvosloj fosfolipida s uronjenim proteinima , veze
klorofile za te proteine. Klorofili se mogu vezati zahvaljujuéi svojoj amfoternoj prirodi. Na taj je nacin
fitolski lanac ugraden u membranu sa porfirinskim prstenom, koji je vezan na proteine nekovalentnom
vezom. Takva se supermolekularna struktura naziva fotosustav (PS). Kod visSih biljaka uvijek postoje
dva fotosustava: fotosustav I (PSI) i fotosustav II (PSII). Fotosustav I reducira NADP™, a fotosustav
II je odgovoran za fotolizu vode. U fotosustavu II se uglavhom nalazi klorofil b, pogotovo u
organizmima koji su evolucijski razvijeniji. Interakcija koja je nastala vezanjem klorofila i proteina
omogucuje hvatanje energije zracenja u cijelom vidljivom spektru jer se vezanjem proteina mijenja
energija pobude. Tako je pronadeno Sest tipova klorofil a-protein grupa s karakteristicnim elektron
apsorpcijskim maksimumima (Cla661, Cla669, Cla677, Cla684, Cla691 i Cla700-720). Za klorofil b
nadene su samo dvije grupe (Clb640 i CIb650). Zivot na zemlji ne bi bio mogu¢ da ne postoje
fotosintetski pigmenti kao Sto je klorofil koji apsorbira energiju zracenja i pretvara ju u kemijsku
energiju. Cijeli proces se temelji na tome da molekule fotoreceptora pretvaraju svjetlosnu energiju u
kemijsku. Kako je klorofil a jedini zajednicki svim fotosintetskim organizmima, pretpostavljeno je da
je klorofil a jedini pigment koji opskrbljuje stanice energijom izravno fotosintezom i da svi ostali
pigmenti prenose apsorbiranu energiju u klorofil a. Klorofil a i b su Siroko rasprostranjeni u prirodi te
kao takvi su i najpoznatiji. Klorofil a se nalazi u svim fotosintetskim organizmima osim kod nekih grupa
bakterija. Klorofil b je prisutan u svim viSim biljkama te u algama koje pripadaju skupinama
Chlorophyta i Euglenophyta, prateci uvijek klorofil a kao dodatak pigmenta u procesu fotosinteze.
Ostale vrste klorofila (¢, d i e) nalaze se samo u algama, ali uvijek u kombinaciji s klorofilom a.
Bakterioklorofili su klorofili fotosintetiziraju¢ih bakterija, a strukturno su malo drugacdiji od onih tipi¢nih
za viSe biljke. U visim biljkama prisutni su samo klorofil a i b. Njihov omjer obi¢no varira izmedu 3i 1
Sto ovisi 0 mnostvu faktora genetskih (vrsta, raznolikost itd.) i okolisnih (blistavost, vodeni pritisak,
mineralna prehrana itd.). Tako, na primjer, biljke izloZzene suncu imaju veéi omjer a / b nego biljke u
hladu (Hurst i sur., 2008).



2.2.2. KEMIJSKA I FUNKCIONALNA SVOJSTVA

Klorofili su vrlo stabilne komponente u svom prirodnom okruzenju, kloroplastu. Kada dode do
promjena na organelima te se izgube fizioloski elementi, klorofili postanu labilni. Do promjena na
organelima moze doéi zbog naglih promjena u temperaturi i pH, radi enzimskih reakcija, kisika,
svjetlosti itd. Najvaznije kemijsko svojstvo klorofila jesu strukturne modifikacije. Postoje Cetiri glavne
tocke na kojima zapocinju te modifikacije, a to su: kelati, esterska veza fitolovog alkohola, izociklicki
prsten te na osnovama porfirinske strukture (Hurst i sur., 2008). Reakcija modifikacije kelata
zapocinje zamjenom magnezijevog iona s dva atoma vodika te se takva reakcija naziva feofitinizacija.
Rezultat ove reakcije se vidi u promjeni boje. U slucaju klorofila a, koji je plavkasto-zelene boje, nastat
Ce sivi feofitin a. U slucaju klorofila b Zuto-zelene boje, pretvara se u smedu boju feofitina b. Iako
njegovo postojanje jos nije potvrdeno, postoje dokazi da je enzim koji katalizira ovu vrstu reakcije
magnezij deketalaza, koji time igra vrlo bitnu ulogu u metabolizmu klorofila. Reakcija se odvija u
kiseloj sredini. Kineticki gledano, reakcija feofitinizacije klorofila a je 2,5 — 10 puta brza od reakcije
feofitinizacije klorofila b. Ako se vodikov atom zamijeni s nekim drugim dvovalentnim metalom, poput
cinka ili bakra, nastali kompleks mozZe biti jos stabilniji i viSe nego pocetni magnezijev kelat te poprima
zelenu boju. Kod reakcije deesterifikacije ne dolazi do promjene boje jer se ne modificira osnovna
makrociklicka struktura. Dolazi do gubitka fitola koji ¢ini molekulu klorofila topljivom u lipidima.
Rezultat toga jeste povecan polaritet proizvoda. Ovu reakciju katalizira endogeni enzim klorofilaza.
Supstrat klorofilazi moZze biti i feofitin pri ¢emu se kao produkt reakcije dobiva feoforbid. Buduéi da
reakcija nije specificna za kisele i alkalne uvjete, uobicajeno je pra¢ena oksidativnim nus-reakcijama.
Postoje tri vrste razliCitih reakcija na izociklickom prstenu. Reakcija epimerizacije na C-13, reakcija
dekarbometoksilacije na C-13 i alomerizacija. U reakciji epimerizacije se dogada najmanje promjena.
Nema promjena u boji, ni u apsorpcijskom spektru elektrona. To je jednostavna prostorna
izomerizacija i dolazi samo do malog povecanja u polaritetu molekule. Dekarbometoksilacija je
oksidativna reakcija u kojoj je karbometoksilna grupa na C-13 zamijenjena s atomom vodika pri ¢emu
osnovna porfirinska struktura ostaje nepromijenjena. Kao i u reakciji epimerizacije, nastali spojevi —
piroderivati, ostaju iste boje s istim spektroskopskim svojstvima kao i njihovi prekursori (klorofili,
feofitni, klorofilidi i fioforbidi) te dolazi do blage promjene polariteta. Koliko brzo ée se odvijati reakcija
te kojim intenzitetom, ovisi o temperaturi i vremenu reakcije. Kod alomerizacije, izociklicki prsten je
oksidiran trima molekulama kisika, koje zamijenjuju atome vodika. U ovisnosti u kakvom se mediju
odvija reakcija, moze nastati OH-klorofil ili MeO-klorofil. OH- klorofil nastaje ako se reakcija odvija u
vodenom mediju, a ako se reakcija odvija u alkoholnoj otopini, primjerice metanola, supstituent ¢e
biti metoksilna skupina MeO- (Shuman, 1975). Predlozeni reakcijski mehanizmi odvijanja reakcija

mogu biti razni: prijenos preko slobodnih radikala, oksidacijski enzimi poput klorofil-oksidaze ili
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peroksidaze. Za sve tri reakcije koje se dogadaju na izociklickom prstenu vrijedi isto. Ne dolazi do
promjene boje jer se modifikacije ne odvijaju na porfirinskom prstenu. Jedino dolazi do promjene u
polaritetu molekula. Cetvrta vrsta modifikacije koja se dogada je cijepanje makrocikla. Prva u nizu
oksidativnih reakcija koje se dogadaju je cijepanje porfirinskog prstena, dolazi do gubitka originalnih
svojstava na kromoforu Sto rezultira bezbojnim proizvodom. Zbog delokalizacije dvostruke veze u
pirolskom prstenu, konacni derivati se pretvaraju u nefluorescentne proizvode (Hurst i sur., 2008).
Klorofili i njihovi derivati kao i veéina spojeva u prirodi imaju biolosku aktivnost. U dosadasnjim
istrazivanjima su se istrazivala neka svojstva kao Sto su antimutagena aktivnost, antikancerogena
aktivnost i prevencija raka, antioksidacijska svojstva, antiupalna svojstva, kako djeluju na probavu,
apsorpciju i metabolizam. Posebice u prehrani, pigmenti zauzimaju znacajno mjesto, ponajvise zbog
vrlo izraZzenog antioksidacijskog ucinka. Klorofil sadrZi visoki udio vitamina A, C, i E. Zahvaljujuci tome
Sto klorofil veze metale (kelat), pomaze pri uklanjanju Stetnih metala iz organizma npr. Zive. Klorofil
po svojoj kemijskoj strukturi sadrZi i atome magnezija pa se unosom klorofila u organizam unose i
male koli¢ine magnezija kao i nekih drugih funkcionalnih tvari, posebice minerala (Zeljezo, kalcij) i

vitamina K, C i folne kiseline.

2.3. UV/VIS SPEKTROSKOPIJA

Spektroskopija je grana fizike koja proucava fizikalni sustav promatranjem efekata vezanih uz emisiju
i apsorpciju elektromagnetskog zracenja. UV/VIS spektroskopija je instrumentalna metoda koja koristi
elektromagnetsko zracenje ultraljubicastih valova i temelji se na interakciji elektromagnetskog
zraCenja s uzorkom (Paré i Bélanger,1997). Tvar koju mjerimo, emitira ili apsorbira tocno odredenu
koli¢inu elektromagnetskog zracenja koja se zatim interpretira. Podrucje valne duljine (A) unutar kojeg
se mijeri UV/VIS spektrometrima, nalazi se izmedu 200 i 800 nm. Spektroskopske tehnike
upotrebljavaju svjetlost za interakciju s materijom te se tako dolazi i do saznanja o strukturi i
konzistenciji uzorka. Elektronski prijelazi u molekulama se mogu podijeliti prema sudjelujuéim
molekularnim orbitalama . Od Cetiri moguca prijelaza ( n = n*, # = n*, n 2 ¢*, o > %), samo
su dva moguéa ( n = n*, = = n*). Dio molekule koji apsorbira UV/VIS zracenje se naziva kromofor.
Taj dio mora biti konjugiran kako bi se omogucio prijelaz elektrona. Ako nije konjugiran, mora
postojati nezasi¢ena veza npr. C=C. Prisutnost dvostrukih konjugiranih veza u organskim molekulama
rezultira proSirenim p-sustavom elektrona koji smanjuje energiju m*-orbitale delokalizacijom
elektrona. Takvi sustavi imaju 7> ©* prijelaze u UV/VIS rasponu elektromagnetskog spektra. Takve
molekule su korisni alati za primjenu u kolorimetrijskim analizama. Lambert-Beerovim zakonom se

moZze izraziti apsorbancija (Hofmann, 2010).
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2.3.1. SVOISTVA ELEKTROMAGNETSKOG ZRACENJA

Elektromagnetsko zracenje pokazuje svojstva Cestice i vala. Ako se gleda kao val, elektromagnetsko
zraCenje se sastoji od okomito oscilirajuceg elektricnog i magnetskog polja (Slika 9., a svaki oscilira u

ravnini pod pravim kutom u smjeru rasapa. (Hofmann, 2010).

; Valna duljina

v--——f;;;
i . M vektori

e \/

Slika 9. Elektromagnetsko zracenje (Hofmann, 2010.)

Valna duljina (A) je prostorna udaljenost izmedu dva susjedna brijega ili dva susjedna dola u sinusnom
valnom obliku, a obi¢no se mijeri u nanometrima (nm). Maksimalna duljina vektora naziva se
amplituda. Frekvencija (1) elektromagnetskog zracenja je broj oscilacija koje je napravio val u jednoj
sekundi. Iz toga proizlazi da je mjerna jedinica za frekvenciju 1s~* ili 1 Hz. Frekvencija je povezana s
valnom duljinom preko brzine svjetlosti ¢ (¢ = 2,998 x 108 m/s u vakuumu). Formula koja povezuje
sva tri parametra glasi: v= c/A. Ako se elektromagnetsko zracenje gleda kao Cestica, sastoji se od
~paketa" energije, koji se nazivaju fotoni. Energija pojedinog fotona je direktno proporcionalna

njegovoj frekvenciji : £= Ax v= Ax c/ A (Hofmann, 2010).

2.3.2. ODREDIVANIE KLOROFILA PRIMJENOM UV/VIS
SPEKTROSKOPIJE

Kvantitativno odredivanje klorofila a i klorofila b u ekstraktu zelenog biljnog tkiva UV/VIS
spektroskopijom ovisi o0 uzorku, otapalu te o koristenom spektrofotometru (Lichtenthaler, 1982). Slika
10. prikazuje apsorpcijski spektar izoliranih klorofila a i b u dietil-eteru. Klorofili a i b apsorbiraju uskim
vrpcama (pikovi) u plavom (u blizini 428 i 453 nm) i crvenom (u blizini 661 i 642 nm) podrucju

elektromagnetskog spektra.
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Slika 10. Apsorpcijski spektar izoliranih klorofila a i b u dietil-eteru

(Lichtenthaler, 2001)

Apsorpcijski maksimum jako ovisi o vrsti otapala koje je koristeno prilikom ekstrakcije te u nekim
sluajevima i o vrsti spektrofotometra. Na primjer, ako se poveca polarnost otapala, apsorpcijski
maksimum u crvenom podrucju elektromagnetskog spektra klorofila a se pomice sa 660 na 665 nm,
dok se kod plavog podrucja elektromagnetskog spektra pomice s 428 na 432 nm. Isto tako,
apsorpcijski maksimumi klorofila b se u slu¢aju crvenog podrucja elektromagnetskog spektra pomicu

sa 642 na 652 nm, dok se u slucaju plavog podrucja elektromagnetskog spektra s 452 na 469 nm.
(Slika 11)
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Slika 11. Razlike u apsorpcijskim spektrima klorofila a i b u dietil-eteru i 95% etanolu (Lichtenthaler,
2001)

Za kvantitativno odredivanje klorofila koriste se apsorpcijski koeficijenti koji su u izravnoj korelaciji s
pomacima valne duljine apsorpcijskih maksimuma. Zbog toga je bitho da se mjerenja apsorbancije
pigmenata iz ekstrakta rade pri to¢noj valnoj duljini. Molarni apsorpcijski koeficijent, koji je specifi¢an
za svako otapalo, mora se uzeti u obzir prilikom primjene odgovarajuéih jednadzbi za proracun
sadrzaja pigmenta. Biljni uzorak koji se ekstrahira organskim otapalom, prije nego Sto mu se izmjeri
apsorbancija, mora biti ¢ist odnosno uzorak ne smije biti mutan. Uzorak treba centrifugirati ili filtrirati
kako bi postao proziran jer zamucenost i rasipanje svjetlosti dovode do vece apsorpcije izmedu 400 i
800 nm s malim, ali kontinuiranim porastom prema kra¢im valnim duljinama. Dakle, ako uzorak nije

Cist, odnosno proziran, rezultati mjerenja razine pigmenata ce biti pogresni (Slika 12).
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Slika 12. Apsorpcijski spektar ekstrakta lista prije (mutno) i poslije (prozirno) centrifuge u 100%-
tnom acetonu (Lichtenthaler, 2001)

Lambert-Beerov zakon predstavlja osnovu spektroskopske kvantifikacije pigmenata:

A=e-c- | (1)

gdje je A apsorbancija na odredenoj valnoj duljini svjetlosti (bezdimenzijska veli¢ina), je molarni
apsorpcijski koeficijent (-izrazen u L mol~*cm™!) , ¢ je mnozZinska koncentracija tvari u otopini
(izrazena u mol L™1), a / je duljina puta svjetlosti kroz uzorak tj. duljina kivete (izrazena u cm) koja
je najcescée duga 1 cm. Ova jednadzba je primjenjiva samo ako se radi o jednom izoliranom pigmentu.
Ako uzorak sadrzi vise klorofila, jednadzba postaje kompliciranija. Apsorbancija se tada izrazava kao
suma apsorbancija klorofila a i klorofila b jer pri apsorpcijskom maksimumu apsorpcija klorofila a

pridonosi apsorpciji klorofila b i obrnuto :
Amaxa = A(a)maxa+A(b)maxa = ( E(@)maxa X €q X [ ) + ( E(b) maxa X cp X l) (2)
Amaxp = A(a) maxb T A(b)maxb = ( E(@)maxb X Cq X [ ) + (E(b)maxb X cp X1) (3)

Ako se uzme da je duljina puta svjetlosti 1 cm i uvede faktor z(6), izrazi za koncentraciju klorofila a

i b se preureduju:

Cq = (S(b) maxl;xAmaxa) _ (S(b) maxZXAmaxb) (4)
cp = (S(a) maxZXAmaxb) _ (S(a) mabeXAmaxa) (5)
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Z= (S(a) maxa X =16)) maxb) - (S(a) maxb X €(b) max a) (6)

U ekstraktu biljnog materijala se osim klorofila nalaze i karotenoidi (x+c = ksantofili i karoteni).

Apsorbancija pri 470 nm odredena je sumom klorofila a, klorofila b i karotenoida:

As70 = Ax+c)a7o T A@a7o + Aw)azo (7)

iz Cega slijedi, prema Lambert-Beerovom zakonu :

A(a)a70 = E(a)a70 X Cq X (8)
Ab)azo = Em)azo X Cp X 1 9)
A(x+c)470 = E(x+c)470 X C(x+c) x 1 (10)

Duljina puta svjetlosti je 1 cm pa za koncentraciju karotenoida vrijedi slijedeca jednadzba:

A —\& XCq)—(& Xc
@470~ (&(@)a70%Ca)— (E(bya70XCh) (11)

C =
(x+0) E(x+c)470

S obzirom na vrstu otapala koje je koriSteno, moze se odrediti koncentracija klorofila a i b i
karotenoida. Pri tome se koriste literaturno dostupni podaci o molarnim apsorpcijskim koeficijentima
Cistih tvari u pojedinom otapalu ili smjesi otapala te se izrazi (4), (5) i (11) pojednostavljuju. Tako su

za npr. 90% metanolni ekstrakt jednadzbe sljedece:

Vo B9/ ) = 168240555 — 9284052, (12)

yb((ug /) = 369246524 — 16,5445 2 (13)
10004470—1,91,—95,15

Y(x+o) ((#g/ml) = = 225]/ - -
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Biljni materijal
e Osuseni i usitnjeni listi¢i origana (KOTANYI, Wolkersdorf, Austrija) (Slika 13)

Slika 13. Uzorak origana

3.2. Kemikalije

¢ 90%-tna vodena otopina metanola

e Deionizirana voda

3.3. Aparaturai pribor
e Tehnicka vaga (Slika 14)
e Vortex mijesalica
e Laboratorijske ¢aSe
e Erlenmeyerove tikvice
e Tikvice s okruglim dnom
e Odmijerne tikvice
e Boca Strcaljka
e Menzure
e Automatska pipeta volumena 100-1000 pL
e Graduirane pipete
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e Propipete

e Stakleni lijevci

e Stakleni Stapic¢

e Magnetni Stapi¢

o Spatula

o Filter papir

e Filtar 0,2 um PTFE

e Mikrovalni reaktor Milestone Start S (Slika 15.)

e UV/VIS spektrofotometar Perkin ElImer Lambda 25 (Slika 16.)

e kvarcne kivete

3.4. Priprema uzorka

Uzorak origana vaze se na tehnickoj vagi (Slika 14.) u papirnatoj ladici. 500 g prethodno izvaganog
origana se stavlja u tikvicu s ravnim dnom od 50 mL, dodaje se 20 mL 90%-tne otopine metanola. U
tako pripremljeni uzorak se dodaje magnet kako bi se postiglo ravnomjerno mijeSanje te se stavlja u

mikrovalni reaktor.

Slika 14. Tehnicka vaga

3.5. Metode rada

3.5.1. Ekstrakcija mikrovalnim zracenjem
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Ekstrakcija mikrovalnim zraCenjem radila se u mikrovalnom reaktoru Milestone Start S (Slika 15) u
Laboratoriju za fizikalnu kemiju i koroziju PBF-a. 500 g uzorka pomijeSanog s 20 mL 90%-tne otopine
metanola stavlja se u mikrovalni reaktor na 35 °C, 40 °C, 45 °C i 50 °C u vremenskom periodu od

3minute, 6 minuta i 9 minuta.

Slika 15. Mikrovalni reaktor Milestone Start S

3.5.2. Ekstrakcija pigmenata iz taloga

Od taloga origana mora se odvoijiti ekstrakt kojem ¢e se odredivati koncentracija klorofila. Suspenzija
se najprije filtrira kroz Blichnerov lijevak, a zatim se metanolni ekstrakt, koji sadrzi klorofile, filtritra
kroz 0,2 ym PTFE filtar.

3.5.3. UV/VIS spektroskopsko odredivanje klorofila ai b

Parametri snimanja na UV/VIS spektrofotometru (Slika 16):

e pocetna valna duljina: 350 nm
e konacna valna duljina: 700 nm
e interval: 0,2 nm

e brzina snimanja: 480 nm/min
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Masena koncentracija klorofila a i b u 90% metanolnom ekstrkatu listica origana odreduje se pomocu
UV/VIS spektrofotometra primjenom Lichtenhalterovih jedndzbi. U dvozraénom UV/VIS
spektrofotometru se mjeri apsorbancija 90%-tnih metanolnih ekstrakata tako da se u jednu kvarcnu
kivetu stavlja 90%-tni Cisti metanol, a u drugu ekstrakt. Apsorbancija otopine se ocitava pri valnoj
duljini od 665,2 i 652,4 nm te se uz pomo¢ jednadzbi (12) i (13) izracuna koncentracija klorofilaai b

u ekstraktu.

Slika 16. UV/VIS spektrofotometar Perkin Elmer Lambda 25

4. Rezultati i rasprava

Cilj rada bio je ispitati utjecaj mikrovalnog zracenja na koncentraciju klorofila a i b u uzorku origana
u ovisnosti o temperaturi i vr.emenu ekstrakcije. Svaki uzorak za ekstrakciju imao je masu 500 mg
koji je dodan u 20 mL 90% metanola. Ekstrakcija uzoraka provodila se pri temperaturama od 35
°C, 40 °C, 45 °Ci 50 °C u vremenskom razdoblju od 3 minute, 6 minuta i 9 minuta. Ekstrakcija
bioaktivnih komponenti biljnog materijala mikrovalnim zra¢enjem ima mnogo prednosti u odnosu
na klasi¢nu ekstrakciju. Ekstrakcija mikrovalnim zracenjem je brza, odnosno vrijeme ekstrakcije
je skraceno, manja potrosnja energije, manji utroSak otapala, prinos je vedi te su potrebne nize
temperature za isti ucinak. Iz tih razloga ovu metodu ubrajamo u ,zelene" metode ekstrakcije. U
ovom radu su koriSteni osuseni listi¢i origana preostali nakon ekstrakcije potpomognute
mikrovalnim zracenjem. U tablicama 1. i 2. prikazan je utjecaj temperature i vremena ekstrakcije

na masenu koncentraciju klorofila a i b u uzorku.
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Tablica 1. Prikaz utjecaj temperature i vremena

metanolnom ekstraktu origana

na masenu koncentraciju klorofila a u 90%

3 min 6 min 9 min

UZORAK y (mg/mL) y (mg/mL) y (mg/mL)
35°C 1,647 1,783 1,861
40 °C 1,535 1,711 2,019
45 °C 2,133 2,153 2,207
50 °C 1,817 2,210 3,544

Tablica 2. Prikaz utjecaj temperature i vremena na masenu koncentraciju klorofila b u 90%

metanolnom ekstraktu origana

3 min 6 min 9 min

UZORAK y (mg/mL) y ( mg/mL) y ( mg/mL)
35°C 1,140 1,419 1,447
40 °C 1,250 1,484 1,606
45 °C 1,613 1,749 1,696
50 °C 1,655 1,954 2,526

Iz prikazanih rezultata moze se vidjeti kako koncentracija klorofila a i b raste s porastom vremena
ekstrakcije. Kod klorofila a na 35 °C masena koncentracija raste od pocetne 1,647 mg/mL preko
1,783 mg/mL do konacne 1,861 mg/mL. Na 40 °C raste od pocetne 1,535 mg/mL do konacne
2,019 mg/mL preko 1,711 mg/mL. Na 45 °C, masena koncentracija takoder raste od 2,133 mg/mL
do 2,207 mg/mL te i pri 50 °C raste od 1,817 mg/mL do 3,544 mg/mL. Za klorofil b vrijedi isto,
gdje pri svakoj konstantnoj temperaturi s porastom vremena raste i masena koncentracija izuzev
pri 45 °C. Na temperaturi od 45 °C masena koncentracija raste od pocetne 1,613 mg/mL do
1,749 mg/mL (6 minuta) te se zatim smanjuje na 1,696 mg/mL (9 minuta). Ova se pogreska moze
pripisati eksperimentalnom radu u izvodenju eksperimenta u laboratoriju bududi da se nije radilo
viSe ponavljanja. Moze se zakljuliti da s porastom vremena zagrijavanja raste i masena

koncentracija klorofila a i b pri konstantnoj temperaturi ekstrakcije. Do porasta masene
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koncentracije takoder dolazi i s porastom temperature pri konstantnom vremenu ekstrakcije. Tako
pri vremenu ekstrakcije od 3 minute koncentracija klorofila b raste od pocetne 1,140 mg/mL do
1,655 mg/mL, u vremenskom periodu od 6 minuta raste od 1,419 mg/mL do 1,954 mg/mL te u
vremenskom periodu od 9 minuta raste od 1,447 mg/mL do 2,526 mg/mL. Za klorofil a se mogu
uociti neke nepravilnosti ako se gledaju rezultati s obzirom na konstantno vrijeme pri ¢emu se
mijenja temperatura ekstrakcije. U vremenskom periodu od 3 minute pocetna koncentracija
klorofila a je 1,647 mg/mL, zatim pada na 1,535 mg/mL te na kraju dolazi do velikog skoka na
2,133 mg/mL te ponovno pada na 1,817 mg/mL Sto je i konacna koncentracija. U vremenskom
periodu od 6 minuta, masena koncentracija raste s pocetne 1,783 mg/mL, zatim pada na 1,711
mg/mL te dalje nastavlja rasti na 2,153 mg/mL i u konacnici na 2,210 mg/mL. Pad pri 40 °C se
moZze uzeti kao pogreska pri radu te zanemariti. U vremenskom periodu od 9 minuta, masena
koncentracija raste postupno od pocetne 1,861 mg/mL, zatim se povecava na 2,019 mg/mL te i
dalje raste na 2,207 mg/mL sve do konacne pri 50 °C koja iznosi 3,544 mg/mL. Zaklju¢no, masena
koncentracija pri konstantnom vremenu raste postepeno s povisenjem temperature. Razlog zbog
kojeg je doslo do odstupanja od pravila, koja su se dogodila pri vremenskom periodu od 3 minute,

moze biti prekratko vrijeme zagrijavanja kako bi se postigli relevantni rezultati.

5. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti kako se koncentracija klorofila
a i b povecava s povecanjem temperature i vremena mikrovalne ekstrakcije. Koncentracija klorofila a

i b u metanolnom ekstraktu odredena je primjenom UV/VIS spektroskopije.
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