Visokonaponsko praznjenje u ekstrakcijama
bioaktivnih komponenata iz lista masline i ruzmarina

Golubié, Petra

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:241482

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-26

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:241482
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3031
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3031
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3031

Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno - biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Prehrambena tehnologija

Petra Golubic
7202/PT

VISOKONAPONSKO PRAZNJENJE U
EKSTRAKCIJAMA BIOAKTIVNIH
KOMPONENATA IZ LISTA MASLINE I
RUZMARINA

ZAVRSNI RAD

Naziv znanstveno-istrazivackog ili strucnog projekta:

~Ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz mediteranskog bilja sa “zelenim otapalima”
primjenom visokonaponskog praznjenja" (IP-2016-06-1913) financiranog
sredstvima Hrvatske zaklade za znanost.

Mentor: Prof. dr. sc. Mara Banovi¢

Zagreb, 2018.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski sveucilisni studij Prehrambena tehnologija

Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZzenjerstvo

Laboratorij za procesno-prehrambeno inzenjerstvo

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

VISOKONAPONSKO PRAZNJENJE U EKSTRAKCIJAMA BIOAKTIVNIH
KOMPONENATA IZ LISTA MASLINE I RUZMARINA
Petra Golubic, 0058207965

Sazetak: Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj ne-toplinske metode ekstrakcije, odnosno
ekstrakcije uz visokonaponsko praznjenje, na udio ekstrahiranih fenolnih spojeva iz lista
masline i ruzmarina i na boju ekstrakta u odnosu na klasicnu metodu ekstrakcije. U radu su
koriStena tzv. ,zelena otapala" koja su ekoloski prihvatljiva, netoksicna i nezapaljiva.
Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim praznjenjem i klasicna ekstrakcija provodile su se
319 minuta s 0, 25 i 50 % vodenom otopinom etanola. Rezultati rada su pokazali da se
ekstrakcijom potpomognutom visokonaponskim praznjenjem dobije veéi prinos ukupnih fenola
i da je tretirani ekstrakt jace obojen od netretiranog. Na temelju rezultata moze se zakljuditi

da je ekstrakcija uz visokonaponsko praznjenje efikasnija metoda od klasi¢ne ekstrakcije.

Kljucne rijeci: ekstrakcija, fenolni spojevi, plazma, visokonaponsko praznjenje

Rad sadrzi: 34 stranice, 9 slika, 9 tablica, 58 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom obliku pohranjen u knjiznici Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, Kaciceva 23, 10 000 Zagreb
Mentor: Prof. dr. sc. Mara Banovic

Pomoc pri izradi: Izv. prof. dr. sc. Anet Rezek Jambrak

Datum obrane: 10. rujna 2018.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Bachelor thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
University undergraduate study Food Technology

Department of Food Engineering
Laboratory for Food Processes Engineering

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

USE OF HIGH - VOLTAGE DISCHARGE IN EXTRACTIONS OF BIOACTIVE
COMPONENTS FROM OLIVE LEAF AND ROSEMARY
Petra Golubic, 0058207965

Abstract: The aim of this final work was to determine the influnece of non-thermal treatment
,high—voltage electrical discharge (HVED), on the increase on the yield of extracted phenolic
compounds from olive leaf and rosemary, and the color of extract compared to classical
extraction method. ,Green solvents™ were used in this study because they are environmentally
acceptable, non-toxic and non-flammable. The extraction assisted by HVED and classical
extraction were performed for 3 and 9 minutes with 0, 25 and 50 % of aqueous ethanol
solution. The study has shown that the extraction assiseted by HVED had higher total phenol
yield and that treated extract is more colored than the non-treated one. Based on the results,
it can be concluded that the extraction assisted by HVED is more efficent method than the

classical extraction.

Keywords: extraction, high-voltage discharge, phenolic compounds, plasma

Thesis contains: 34 pages, 9 figures, 9 tables, 58 references

Original in: Croatian

Thesis is in printed and electronic form deposited in the library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb, Kaci¢eva 23, 10 000
Zagreb

Mentor: Prof. dr. sc. Mara Banovi¢

Technical support and assistance: zv. prof. dr. sc. Anet ReZek Jambrak

Defence date: 10" of September, 2018.



Sadrzaj

3 R 1Y 0 PP 1
2. TEORIISKI DIO ...ieiuuuiiieeiuiieeeeinnuesssessaesssessussssssnsssssssssnssssssnnsssssessnnseseesnnnssssesnnnnns 2
B R Sy = 1o = PP 2
2.1.1. Zelena eKSEraKCija .....oieeeeueiieiiin e e e e e r e 3

2.2. Visokonaponsko eleKtriCno PraZnjenje .........eeveeeieeerrereeermsnniiseeeserrerssmmnnneeeeeens 3

2.2.1. Mehanizam djelovanja visokonaponskog praznjenja.......cceeeeeeeeeeeereeeeennnnnnns 6

2.2.2. PlazZmMa .ovuiiiiiiie i a e 6

2.2.3. Primjena PIAzZMe ......ccoeeeeiiiiieiiee e eeeee e e e e s res s s s rna s s e s e s e e e e eees 7

BN T )11 = g Lo T TR o o) =3 OSSR 8

O = 4= 1] 1] T PP 9
2.4.1. Kemijski sastav i primjena fenola iz lista masline ............coovviiiiiiiiiiininnneens 9

2.5, RUZIMAIIN 1ttttttuutuusnssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnsnnnns 10
2.5.1. Kemijski sastav i primjena fenola iz ruZmarina.......cooeeveeeeeeenveniiieeeeseeeennnns 11

3. EKSPERIMENTALNI DIO ...iiiitiiiiiiiiiiieiseinsesssesnssssesnaesssessasssesssnnssssessnnssssesnnnsns 12
3.1, MAterijali covveeeneieeeeie e 12

20 I U7 o PP 12

3.1.2. REAGENSI 1euievniiiiiiiei et r e s s e 12

3.1.3. Aparatura i PriDOr ..cuuiiee i 13

3.2. MetOde rada ..v.uiieeeiiiii e 13
3.2.1. EKSEraKCiJa ..cvueiiiiiii ittt 13

3.2.2. Odredivanje pH vrjednosti .......cuoviiiiiiiiiccir e e 17

3.2.3. Odredivanje elektroprovodnOoSti .......cc.uviiiieeniiiiecie e e 17

3.2.4. Odredivanje temperature ...........ooo e e e e ee s 17

3.2.5. Odredivanje ukupnih fenola.........ccoiiiiii i, 17

3.2.6. Odredivanje DOJe ..... oo ieeeeee e 19

4.  REZULTATI I RASPRAVA ..ottt ittt sttt s et e et e s s e a e s s e e e s s e raa e e s e e aaa e e aeees 20
4.1.Utjecaj uvjeta na uspjesnost procesa ekstrakCije .......cevveveeeviieieieieiiiieeeeeeeeeeenn, 23

4.2.Usporedba rezultata ukupnih fenola ekstrahiranih klasicnom ekstrakcijom i
ekstrakcijom uz visokonaponsko PraZnjEnje ......ccceeeeeieeiiiiiiiii e 26

B, ZAKLIUCAK .ot eeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeaeeesaeeeaseeeaeeeseeeaseesaneesaseeeasessneeeseeens 28
8. LITERATURA oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseesseessaeeseeseaeesaseeasseasseaseesssesseseesesssessanesnessnneansens 29






1. UvoD

U prehrambenoj industriji, kao i u drugim granama industrije, razvojem tehnologije dolazi do
razvoja novih tehnika procesiranja Ciji je cilj unaprjedivanje ve¢ postojecih tehnika, ali i
mogucnost novih nacina obrade pojedinih namirnica koji su ekoloski i ekonomski prihvatljiviji
od postojecih nacina obrade te ih mogu u potpunosti zamijeniti. Uz razvoj tehnologije kao
jednog od pokretaca, navodi se i drugi pokretac razvoja novih tehnika procesiranja hrane, a
to je svijest potrosaca koji sve vise zahtjeva minimalno procesiranu i visoko nutritivno vrijednu
hranu. Kao odgovor na ovakve zahtjeve potrosaca javljaju se ne-toplinske metode obrade kao
Sto su ultrazvuk, visoki hidrostatski tlak i primjena plazme. Ne-toplinske metode, kao Sto im i
sam naziv govori, temelje se na primjeni temperatura koje su znatno nize od temperatura kod
klasicnih metoda obrade pa time omogucuju oCuvanje prirodno prisutnih nutritivno vrijednih
sastojaka pojedine namirnice. Nove ne-toplinske metode ekstrakcije, osim Sto uklanjanju
negativan utjecaj visoke temperature na degradaciju sastojaka, takoder nastoje poboljSati
energetsku efikasnost postupka smanjenjem vremena ekstrakcije, volumena utroSenog
otapala i nastanka otpadnih materijala tijekom ekstrakcije koje je potrebno propisno zbrinuti.
Jedna od ne-toplinskih metoda ekstrakcije, Ciji se u€inak proucava u ovom radu, temelji se na
primjeni hladne plazme koja se najceS¢e generira visokonaponskim praznjenjem. Tijekom
obrade hladnom plazmom dolazi do pojave razliCitih fenomena koji kao posljedicu imaju
ostecenje stanicne strukture Sto rezultira olakSanom ekstrakcijom, odnosno veéim prinosima
ekstrakta u odredenom vremenu u odnosu na klasicnu ekstrakciju, uz neznatno povisenje
temperature. Zbog povecanog zanimanja prehrambene i farmaceutske industrije za aktivnim
spojevima iz biljaka koji su pokazali pozitivan ucinak u prevenciji i lijeCenju raznih bolesti te
spojeva koji se koriste kao prirodni dodaci prehrani, javlja se potreba za razvojem nacina na
koji bi se takvi aktivni spojevi izdvajali iz biljnog materijala. Ekstrakcijom biljnog materijala
odgovarajuéim otapalom dolazi do izdvajanja tvari iz unutrasnjosti biljne stanice koje su dobro
topljive u korisStenom otapalu. Najvaznije bioaktivne tvari koje se ekstrahiraju su sekundarni
biljni metaboliti, odnosno fenolni spojevi.

Cilj ovog rada je prikazati teorijske osnove visokonaponskog praznjenja u ekstrakciji
bioaktivnih komponenti iz lista masline i ruzmarina, te usporediti ucinak ekstrakcije
potpomognute visokonaponskim praznjenjem i klasicne ekstrakcije na temelju podataka o

udjelu ekstrahiranih fenolnih spojeva i podacima za komponente boje ekstrakta.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija je proces izdvajanja neke tvari iz Cvrste (krute) tvari ili tekuée smjese
odgovarajuéim otapalom u kojem je tvar topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih sastojaka
u smijesi. Princip ekstrakcije je molekularna difuzija u kojoj dolazi do izjednacavanja
koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni dodir. Molekularna difuzija

matematicki se opisuje prvim Fickovim zakonom (Lovri¢, 2003).

Ekstrakcijske se metode priprave uzorka mogu podijeliti prema fazama izmedu kojih dolazi do
prijenosa analita pa govorimo o ekstrakciji tekuce-tekuce, ekstrakciji Cvrsto-tekuce ili
ekstrakciji plinovito-tekuce. Izbor metode priprave uzorka ovisi 0 njegovu agregatnom stanju
(Kastelan — Macan i Petrovi¢, 2013). Osim o agregatnom stanju uzorka, izbor metode
ekstrakcije ovisi i o strukturi, molekularnim masama, polarnosti, topljivosti i drugim svojstvima
komponenata koje Zelimo izolirati ili razdvojiti (Raynie, 2004). Tvar koja se iz smjese odjeljuje
ekstrakcijom prelazi u otopinu te se za njeno izdvajanje u istom obliku primjenjuje otparivanje

ili kristalizacija ili oba postupka istovremeno.

Ekstrakcijske metode se, osim osnovne podijele prema fazama izmedu kojih dolazi do prijenosa
analita, mogu podijeliti i s obzirom na nacin provodenja procesa ekstrakcije pri ¢emu

razlikujemo konvencionalne i nekonvencionalne (moderne) metode ekstrakcije.

Konvencionale metode ekstrakcije kao Sto su maceracija, infuzija i obicni refluks koriste se
desetlje¢ima u laboratorijima za ekstrakciju. Njihov glavni nedostatak je dugo vrijeme postupka

ekstrakcije i velik utroSak otapala (Yousif Mutalib, 2015).

Zbog navedenih nedostatka konvencionalnih metoda ekstrakcije i zbog napretka tehnologije,
dolazi do povecanja broja modernih metoda ekstrakcije kojima je primarni cilj smanjenje
vremena ekstrakcije i utroska otapala. Neki od primjera modernih metoda su ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom, mikrovalnim zracenjem i visokonaponskim praznjenjem (hladna

plazma).

Primjena modernih metoda ekstrakcije, u usporedbi s konvencionalnim metodama, rezultira
vec¢om efikasnoscéu ekstrakcije, utroskom manjeg volumena otapala i veéim prinosom, odnosno
vedim masenim udjelom Zzeljenih bioaktivnih komponenti iz ¢vrstog biljnog materijala (Yousif
Mutalib, 2015).



2.2.1. Zelena ekstrakcija

Razvojem ljudske svijesti o nuznosti oCuvanja okoliSa i smanjenja oneciS¢enosti razvila se
posebna grana kemije koja se naziva ,zelena" kemija. Glavni koncept ,zelene" kemije je
koriStenje vjestina i znanja kemije kako bi se smanijila ili uklonila upotreba opasnih tvari
tijekom planiranja, proizvodnje i primjene kemikalija sa ciliem smanjenja opasnosti za zdravlje

osobe koja upravlja odredenim procesom i za okolis (Anastas, 1999).

Unutar podrucja ,zelene" kemije razvijaju se poboljSani i novi nacini postupaka prerade sirovina
sa ciljem dobivanja Sto veéeg iskoristenja uz Sto manji utrosak energije. Jedan od poboljSanih

nacina postupaka prerade je i postupak ekstrakcije.

»Zelena"  ekstrakcija se temelji na otkrivanju i osmisljavanju ekstrakcijskih procesa koji bi
smanjili potrosnju energije, omogucili upotrebu alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih
proizvoda i osigurali siguran i kvalitetan ekstrakt/proizvod. Za provodenje zelene ekstrakcije

na laboratorijskoj i na industrijskoj razini nuzno je zadovoljiti tri uvjeta:

1. PoboljSanje i optimiziranje postojeéih procesa

2. Upotreba nespecifi¢nih uredaja

3. Inovacija u procesima i postupcima, ali i u otkrivanju alternativnih otapala (Chemat i
sur., 2012).

2.2. Visokonaponsko elektricno praznjenje

Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektricnim praznjenjem jedna je od ne-toplinskih
metoda ekstrakcije koja se primjenjuje u prehrambenoj industriji, a temelji se na fenomenu
elektricnog sloma u otopini. Elektricni slom u vodi izaziva oStecenje strukture stanica i
fragmentaciju Cestica ¢ime je omogucena bolja i brza ekstrakcija unutarstani¢nih komponenti
(Rajha i sur., 2015) pa se zbog toga visokonaponsko elektri¢no praznjenje (eng. High voltage
electrical discharge — HVED) koristi u ekstrakciji bioaktivnih komponenti. Pojava elektricnog
sloma dovodi do tekucinske turbulencije i intenzivnhog mijeSanja, pojave emisije UV svjetla
visokog intenziteta, stvaranje vodikovog peroksida (H.0.), proizvodnju udarnih valova i
kavitacijskin mjehuri¢a (Boussetta i sur., 2014). Navedene pojave koje se joS nazivaju i
sekundarni fenomeni prikazane su na slici 1. Javljaju se tijekom tretmana biljnog materijala u
odredenom otapalu visokonaponskim elektricnim praznjenjem i omogucuju lakSu ekstrakciju

biljnog materijala.
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Slika 1. Prikaz mehanizma visokonaponskog praznjenja u otopini (Rajha i sur., 2015)

Prilikom HVED tretmana izmedu dvije elektrode u ionskim otopinama dolazi do elektri¢nog
praznjenja i zatim posljedi¢no do stvaranja plazme. Cestice u otopini se neprestano krecéu i
sudaraju, a dovodenjem elektricne energije poveCava se ucestalost sudara tih Cestica.
Elektricna struja nastaje usmjerenim gibanjem nosioca elektricnog naboja zbog razlike
potencijala. U plinovima i elektrolitima nosioci naboja su pozitivni i negativni ioni i elektroni.
(Komen, 2018). Tijekom neelasti¢nih sudara elektrona i neutralnih molekula u otopini dolazi
do prijenosa energije s elektrona na neutralnu molekulu te kao rezultat nastaju pobudene i
ionizirane molekule. Pove¢anjem energije sudara proporcionalno se i povecava vjerojatnost
pobude atoma ili molekule u viSe energetsko stanje, njihova disocijacija ili ionizacija atoma
(Milosevi¢, 2008).

2.2.1 Mehanizam djelovanja visokonaponskog praznjenja

Tijekom elektricnog praznjenja u otopini dolazi do niza fizikalnih i kemijskih promjena.
U fizikalne promjene ubrajaju se sljedeéi fenomeni koji nastaju tijekom elektricnog praznjenja:
UV radijacija, stvaranje udarnih valova, snazno elektricno polje i kavitacija. Osim fizikalnih, u
otopini dolazi do kemijskih promjena zbog odvijanja kemijskih reakcija u kojima nastaju

reaktivne tvari.



U vodenim otopinama ekscitacijom i ionizacijom nastaje vodikov peroksid, ozon te hidroksilni,
vodikovi i kisikovi radikali. Nastale Cestice mogu biti kratko zivuce poput radikala i dugo zivuce
u koje se ubrajaju ioni i neutralne molekule s visokim oksidacijskim potencijalom (Kirkpatrick i
Locke, 2005; Joshi i sur., 1995).

Reakcije inicijacije u vodi zapocinje disocijacijom i ionizacijom molekula vode zbog njihovih
neelasti¢nih sudara s visokoenergetskim elektronima prema sljedecem mehanizmu (Kozakova,
2011) :

HO +e* > OH + H + ¢ /1]
H.O + e - H.O* + 2e /2/
* H,O* + H,O — H30* + OH- /3/

Nastali radikali mogu medusobno reagirati uz nastanak stabilnih molekula poput H,, H,O; i

H,O ili mogu reagirati s drugim molekulama vode u otopini :

H + H — H /4/
OH® + OH" — H,0, /5/
H* + OH* — H,O /6/

Dvije sumarne reakcije koje se odvijaju istodobno prikazuju nastajanje glavnih produkata kao

Sto su hidroksilni i vodikov radikal, vodikov peroksid i vodik:

H,O — OH" + H- 17/
2 H,O — H>0, + H> /8/
2.2.2 Plazma

Plazma je ionizirani plin koji se sastoji od elektrona, iona i neutralnih Cestica koje mogu biti u
osnovnom ili pobudenom stanju. Plazma nastaje uz pomoc elektricne energije — elektricno
polje prenosi energiju na elektrone u plinu. Energija elektrona prenosi se na neutralne Cestice
u plinu putem sudara. Kad je energija elektrona dovoljno velika u sudaru s neutralnom

Cesticom dolazi do promjene elektronske strukture Cestice (MiloSevi¢, 2008) i tako nastaje



ionizirani plin — plazma. Plazma je Cetvrto osnovno stanje materije (slika 2) i kvazineutralan
plin jer makroskopski gledano plazma ne posjeduje elektri¢ni naboj, no sadrzi nosioce naboja
i kao takav dobro provodi elektri¢nu energiju i reagira na elektromagnetska polja (Tendero i
sur., 2006). Plazmu je moguce opisati pomocu tri osnovna parametra: temperature Cestica,

gustoce Cestica i jacine stacionarnog magnetskog polja (MiloSevi¢, 2008).

CVRSTO TEKUCE PLINOVITO STANJE
STANJE STANJE STANJE PLAZME

O O O =

taliste vreliste ionizacija temperatura

Slika 2. Ilustracija agregatnih stanja i njihovih promjena (MiloSevi¢, 2008)

Oblici i vrste plazmi su brojni zbog ¢ega se plazme mogu klasificirati prema viSe kriterija:
energiji i gustoéi nabijenih Cestica, temperaturi te tlaku plina pri kojem nastaje plazma
(Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009).

Plazma se prema temperaturi pri kojoj se primjenjuje dijeli na hladnu plazmu i vrucu plazmu.
Vrucu plazmu karakterizira stanje termicke ravnoteze jer je temperatura svih Cestica u plazmi
jednaka. Temperatura je obi¢no iznad 6000 K (Schliter i sur., 2013). Hladna plazma ima
nejednaku temperaturu Cestica, a najvisSu temperaturu imaju elektroni. Ukupna temperatura
hladne plazme je niska i obi¢no je to vrijednost sobne temperature Sto omogucava visoku
primjenu u prehrambenoj industriji bez opasnosti od degradacije pozeljnih spojeva. Zbog svoje
ne-toplinske prirode, tretmani hladnom plazmom pokazali su minimalan ili nikakav utjecaj na

fizikalna, kemijska, nutritivna i senzorska svojstva razliCitih proizvoda (Pankaj i sur., 2018).



2.2.3. Primjena plazme

Plazma se zbog svojih svojstva ekoloske prihvatljivosti i fleksibilnosti primjenjuje u raznim
podrudjima poput elektronike, tekstilne industrije, aeronautike, biomedicinskom podrucju te
prehrambenoj industriji (Misra i sur., 2011).

Primjena hladne plazme u prehrambenoj industriji demonstrirana je za dekontaminaciju hrane,
inaktivaciju enzima, uklanjanje toksina, pakiranje hrane i obradu otpadnih voda. Kako bi
tehnologija hladne plazme mogla ostvariti puni potencijal u smislu komercijalizacije i
industrijalizacije u prehrambenoj industriji, nuzna su daljnja istrazivanja sa ciljem preciznog
razumijevanja mehanizma djelovanja plazme i kontrole nad svojstvima kvalitete krajnjeg

proizvoda (Pankaj i sur., 2018).

Najstarija i jedina dosad industrijalizirana primjena hladne plazme u prehrambenoj industriji je
primjena kod dezinfekcije vode pomo¢ ozona. Ozon (0s) spada u red najboljih kemijskih
sredstava za dezinfekciju vode s mnostvo prednosti pred klorom (Mijatovi¢ i Matosi¢, 2010).
Jedan od razloga zasto se plazma joS ne koristi u obradi hrane je taj Sto jo$ nisu dovoljno
istrazeni utjecaji na njene sastojke. Uglavnom dolazi do smanjenja enzimske aktivnosti, a
uocena je fragmentacija kao i promjene u sekundarnoj strukturi proteina (Knorr i sur., 2011).
Zbog fizikalnih i kemijskih ucinaka plazme na materijal podvrgnut tretmanu, predvida se da
bi plazma mogla pronaci Siroku primjenu u poboljSanju postupaka ekstrakcije. Pulsirajuce
elektri¢no polje koje se koristi za generiranje plazme dovodi do elektroporacije tj. do stvaranja
pora u membrani stanice. Kao posljedica polarizacije iona u membrani dolazi do njene
kompresije i naposljetku pucanja (Fincan i sur., 2004). Na taj nacin komponente koje se
ekstrakcijom Zeli izdvojiti iz materijala postaju dostupnije i sam proces ekstrakcije se provede
brze i efikasnije. Zbog niske temperature pri tretmanu pogodna je za ekstrakciju bioaktivnih

spojeva (Misra i sur., 2011) jer ne dolazi do njihove degradacije.

2.3. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji predstavljaju najbrojniju i najrasireniju
grupa spojeva u visim biljkama. Osnovna struktura polifenola je aromatski prsten na koji je
vezana jedna ili vise hidroksilnih skupina sa Sirokim rasponom polimerizacije (Bravo, 1998).
Ovi spojevi predstavljaju vrlo raznoliku skupinu fitokemikalija koje su sintetizirane iz
fenilalanina i tirozina (Harborne, 1982). Biljke u svom sastavu mogu sadrzavati jednostavne

fenole, fenolne kiseline, kumarine, favonoide, stilbene, hidrolizirane i kondenzirane tanine,



liganane i lignine (Naczk i Shahidi, 2006). Osnovna podjela polifenolnih spojeva prikazana je

na slici 3.

{
TENOLNE

KISELINE

hidroksicimetne kondenzirani lignani
\J

hidroksibenzojeve hidrolizirani kumarini
\J

Slika 3. Osnovna podjela polifenola (Bravo, 1998)

Polifenolni spojevi u biljkama imaju fizioloSku ulogu, ukljuceni su u rast i reprodukciju biljke te
sluze za obranu od ultraljubicastog zracenja, biljojeda i patogena (Bravo, 1998). U hrani su
znacajni zbog svoje antioksidacijske aktivnosti. Ona ovisi 0 broju i polozaju hidroksilnih skupina
u molekuli te o pH vrijednosti medija (Belitz i sur., 2009). Antioksidacijska svojstva fenolnih
spojeva pripisuju se njihovom redoks svojstvu koje im omogucava da djeluju kao reducirajuée
sredstvo, odnosno kao donori vodika i hvataci kisika. Fenolni spoj se moze definirati kao
antioksidans kada u relativno niskim koncentracijama u odnosu na supstrat moze odgoditi,
usporiti ili sprijeciti oksidaciju, a novonastali radikal koji je rezultat te reakcije mora biti stabilan
(Rice-Evans i sur., 1997; Kaur i Kapoor, 2001). Fenoli takoder imaju sposobnost vezanja

prijelaznih metala, aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004).

2.4. List masline

Maslina (Olea europaea L.) je viSegodisSnja zimzelena biljka iz porodice maslina ( Oleaceae L.).
Maslina je jedna od naijstarijih i najceSce kultiviranih biljaka Mediterana. Rod Olea
podrazumijeva 35 do 40 razliCitih vrsta rasprostranjenih na podruéju juzne Afrike i Azije,
istoCne Australije, Nove Kaledonije i Novog Zelanda (Fabbri i sur., 1995).



Masline se prvenstveno uzgajaju zbog njihovog ploda od kojeg se proizvodi maslinovo ulje.
Jedna je od najvaznijih uzgajanih biljaka na podruéju Mediterana gdje se nalazi preko 98 %
postojeCih nasada u svijetu, Sto ukazuje na ekonomsku vaznost te vaznost iskoriStavanja
nusproizvoda njene prerade (Pereira i sur., 2007). LiS¢e masline, koje je nusproizvod uzgoja
maslina, predstavlja bogat i jeftin izvor polifenola koji se mogu ekstrahirati i koristiti za razvoj

proizvoda koji promicu zdravlje i dobrobit ¢ovjeka (Rahmanian i sur., 2015).

24.1. Kemijski sastav i primjena fenola iz lista masline

U listu masline prisutno je uglavnom pet skupina fenolnih spojeva : oleuropeozidi (oleuropein
i verbaskozid), flavoni ( luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-glukozid luteolin
i diosmetin), flavanoli (rutin), flavan-3-oli (katehin) i supstituirani fenoli (tirozol, hidoksitirozol,
vanilin, vanilinska kiselina i kafeinska kiselina) (Sabry, 2014).

Najvaznija skupina fenola u listu masline su sekoiridoidi (Talhaoui i sur., 2014). Sekoiridoidi su
obi¢no prisutni u obliku glikozida, a sintetiziraju se sekundarnim metabolizmom terpena.
Sekoiridoidima prisutnima u porodici biljaka Oleaceae svojstvena je prisutnost elenolne kiseline
u glukozidnom ili aglikonskom obliku. Gradeni su od pentil-etil alkohola (hidroksitiosola i
tirosola), elenolne kiseline i Cesto glukoznog ostatka (slika 4). Ti su spojevi zasluzni za gorcinu

i pikantnost maslinovog ulja (Bendini i sur. 2007).

Slika 4. Opca struktura sekoiridoida (Obied i sur., 2009)

Oleuropein, glavni sekoiridoid, slozeni je fenol koji je u visokoj koncentraciji prisutan u listu
masline, a u niskoj koncentraciji je prisutan u maslinovom ulju u kojem je odgovoran za
blago gorak okus (slika 5). Istrazivanja su pokazala da je oleuropein vazan fenol koji djeluje

antitumorski i pokazuje brojna antioksidativna, hipolipidemijska, antivirusna, antimikrobna,



antiateogenetska, kardioprotektivna, antihipertenzivna i protuupalna svojstva (Visioli i Galli
1998; Singh i sur., 2008). Zbog navedenih svojstava, oleuropein je komercijalno dostupan

kao dodatak prehrani u mediteranskim zemljama (Omar, 2010).

HO

HO"

Slika 5. Kemijska struktura oleuropeina (Xie i sur., 2015)

2.5. Ruzmarin

Ruzmarin (lat. Rosmarinus officinalis) je razgranati, zimzeleni grm koji moZe narasti i do dva
metra visine. Postoje i puzajuci, odnosno niski oblici koji se mogu saditi kao pokrivadi tla
(Schaffner i sur., 1999). Listovi imaju vrlo kratku peteljku, usko su suliCasti, kozasti,
tamnozeleni, odozgo malo hrapavi, odozdo bjelkasto pusteni, s bijelom prugom. Cvijet je
blijedomodar, dvousnat. Biljka cvate dva puta godiSnje, u travnju i rujnu (Markovic, 2006).

Ruzmarin je autohton u europskim zemljama koje se nalaze na obalama Sredozemnog mora.
Ruzmarin je viSenamjenska biljka buduci da se zahvaljujuci svome cvatu moZze koristiti kao
dekorativna biljka, a zbog svojih senzorskih svojstava kao zacin ili ¢aj. Za primjenu u medicini
i prehrani vazan je ekstrakt dobiven iz susenih listova ruzmarina (Mena, 2016). Rezultati
analitiCkog istrazivanja ekstrakta ruzmarina pokazali su da ekstrakt sadrZi visok udio fenolnih

spojeva (Gird i sur., 2017).

10



2.5.1 Kemijska svojstva i primjena fenola iz lista ruzmarina

Izmedu brojnih biljnih ekstrakata za koje je poznato da posjeduju antioksidativhu aktivnost,
ekstrakt ruzmarina jedan je od najsire komercijaliziranih biljnih ekstrakata (Alfonso i sur.,
2013).

Vedina aktivnih komponenti ekstrakta ruzmarina identificirane su kao karnozinska kiselina,
karnosol i ruzmarinska kiselina (slika 6) (Xie i sur., 2017). Navedeni spojevi se Siroko koriste
u farmaceutskoj industriji. Karnozinska kiselina stiti od degeneracije roznice, osteéenja
mreznice izazvane svijetlom i senilne makularne degradacije. Ruzmarinska kiselina sluzi za
lijeCenje i ublazavanje simptoma alergijskih reakcija i u prevenciji trovanja hranom (Verbanec,
2010).

Osim u farmaceutskoj industriji, ekstrakt ruzmarina se koristi i u prehrambenoj industriji gdje
zahvaljujuéi antioksidacijskim svojstvima prisutnih spojeva u ekstraktu nalazi primjenu u
smanjenju autooksidacije i fotooksidacije ulja i masti. U nekim primjenama, ucinkovitost
ekstrakta ruzmarina usporediva je sa djelovanjem sintetskih antioksidanasa kao Sto su BHA,
BHT i TBHQ (Xie i sur., 2017).

OH
0. OH OH
0
0
HO
OH
Karnozinska kiselina Ruzmarinska kiselina Karnosol

Slika 6. Aktivne komponente ekstrakta ruzmarina (Xie i sur.,2017)

11



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Uzorci
Osuseni i ultracentrifugalnim mlinom ZM 200 (Retsch GmbH, Haan,

Njemacka) usitnjeni listovi masline i ruzmarina ( Franck, Zagreb,
Hrvatska)

Reagensi
otapalo: destilirana voda i etanol:voda (razliciti omjeri)

30%-tna vodena otopina etanola
Folin-Ciocalteu reagens
standardna otopina galne kiseline

* Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici
za vaganje te se pomocu 10 mL 96%-tnog etanola
kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL
i otopi u danom volumenu, a potom se do oznake nadopuni
destiliranom vodom.

zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Na,COs;
» Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800
mL vruce destilirane vode, a potom se ohladi na sobnu
temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata,
nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 sata
filtrira.

Aparatura i pribor
generator (IMP-SSPG-1200)

Blichnerov lijevak

odmijerne tikvice volumena 10 ml, 25 ml i 100 ml
mikropipeta i pipete volumena 2 ml, 5 ml, 20 ml i 25 ml
tehnicka vaga Mettler (to¢nosti £0,019)

analiticka vaga Kern ABT 220-4M

laboratorijske ¢ase

stakleni StapicCi

vodena kupelj

spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)

staklene kivete
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o digitalni pH metar (pH 340i/ SET, WTW)

¢ digitalni konduktometar (A 340i/ SET, WTW)

¢ infracrveni termometar (PCE-777, PCE Instruments)
¢ kolorimetar CM-3500d

e ultracentrifugalni mlin ZM 200

3.2. Metode rada

3.2.1. Ekstrakcija

Prilikom ovog istrazivanja osuseni i usitnjeni uzorci lista masline i ruzmarina bili su podvrgnuti
ekstrakciji hladnom plazmom i klasi¢noj ekstrakciji otapalom odredenog omjera destilirane
vode i etanola. Ekstrakcija tzv. tretiranih uzoraka se odvijala u generatoru IMP-SSPG-1200 koji
generira hladnu atmosfersku plazmu u uzorku (slika 7).

Prije ekstrakcije izvaZe se masa 1 g osuSenog materijala te se pomijeSa s 50 mL odgovarajuéeg
otapala. Dobivena smjesa uzorka namijenjenih tretiranju hladnom plazmom i otapala
ekstrahira se u reaktoru u struji argona odredeno vrijeme pri odgovaraju¢im uvjetima napona
(tablice 1 i 2). Smjesa uzorka i odabranog otapala stavi se u laboratorijsku ¢asu i ekstrahira uz
povremeno mijeSanje staklenim Stapi¢em. Dobiveni ekstrakti se nakon provedene ekstrakcije

filtriraju preko Bichnerovog lijevka.

Slika 7. Plazma generator (Anonymous, 2017)
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Tehnicki parametri plazma generatora IMP-SSPG-1200:

e podesivost DC napon u podrucju 1kV do 30kV

e podesivost maksimalne DC struja 40 mA@30kV

e solid state generiranje pravokutnih impulsa iz HV DC napona ( max. 100 kHz)

e industrijski komunikacijski standardi RS485 MODBUS za prosirivost prema vanjskim
uredajima (analogni i digitalni I/O modul, senzori, pretvaradi....)

e TCP/IP s web serverom za daljinsko upravljanje i parametriziranje

e napajanje 230 VAC jedna faza, 50Hz

e ambijentalna temperatura 5° C do 40° C

e ambijentalna vlaZznost 10% do 90%

o forsirano zrac¢no hladenje

Princip rada generatora je generiranje visokog DC napona pomo¢u moderne solid state
tehnologije. Jedan valni oblik napona pretvara se u drugi. Izmjeni¢ni napon (AC) pretvara se

u istosmjerni napon (DC) te u visoko frekventni napon (HF).

AC
NAPAJANJE
+30KVI40 mA H-BRIDGE
HV DC NAPAJANJE | —{ POHRANA ENERGUE —{ o AOFOSE | | PLAZMA REAKTOR
SMARTKONTROLA ||
(GULWEB PULSE GENERATOR)
ZASTITNA KONTROLA

Slika 8. Blok dijagram plazma generatora (Anonymous, 2017)

U tablicama 1 i 2 prikazane su oznake uzoraka i uvjeti tretiranja hladnom plazmom lista masline

i ruzmarina, dok su u tablicama 3 i 4 prikazane oznake i uvjeti klasi¢ne ekstrakcije istih uzoraka.

Oznaka "LA" oznacava da se radi o uzorku lista masline, a oznaka "RA" o uzorku ruzmarina
tretiranog hladnom plazmom u struji plemenitog plina argona.
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Tablica 1. Prikaz uvjeta tretiranja uzoraka lista masline

Uzorak

LA 4
LAS
LA 8
LA9S
LA 10
LA 11

Tablica 2. Prikaz uvjeta tretiranja uzoraka ruzmarina

Uzorak

RA 4
RA5
RA 8
RA9
RA 10
RA 11

Usporedno s uzorcima koji su tretirani hladnom plazmom, postupak klasicne ekstrakcije

Masa uzorka

(9)

N s I I

Masa uzorka

(9)

N s I I

Vrijeme
(min)
3

w v w vV o

Vrijeme
(min)
3

w O W VU v

Udio etanola
(%)
0
25
50
25
0
50

Udio etanola
(%)
0
25
50
25
0
50

Napon
(kv)
20
20
20
20
20
20

Napon
(kv)
20
20
20
20
20
20

provodio se na istim uzorcima (list masline i ruzmarin) jednake mase onima koji su tretirani

hladnom plazmom sa ciljem uocavanja koji ¢e od navedena dva nacina ekstrakcije na kraju

eksperimenta pokazati veci prinos fenola, odnosno uspjesniju ekstrakciju.

Netretirani uzorci su oznaceni drugacije nego tretirani; prvi broj oznacuje vrijeme ekstrakcije

u minutama, "N" je oznaka da netretiranog uzorka, "L" je oznaka za list masline (kad je umjesto

"L" napisano slovo "R" radi se o ruzmarinu), sljedeéi broj 0, 25 ili 50 oznacava postotak etanola

u koriStenom vodenom otapalu i "1" na kraju oznacava da se radi o uzorku mase jednog grama.
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Tablica 3. Prikaz uvjeta klasi¢ne ekstrakcije uzoraka lista masline

Uzorak Masa uzorka Vrijeme Udio etanola
(9) (min) (%)
3NLO/1 1 3 0
9NLO/1 1 9 0
3NL25/1 1 9 25
ONL25/1 1 3 25
3NL50/1 1 9 50
ONL50/1 1 3 50

Tablica 4. Prikaz uvjeta klasi¢ne ekstrakcije uzoraka ruzmarina

Uzorak Masa uzorka Vrijeme Udio etanola
(9) (min) (%)

3NRO/1 1 3 0
9NRO/1 1 9 0
3NR25/1 1 9 25
9NR25/1 1 3 25
3NR50/1 1 9 50
9NR50/1 1 3 50

3.2.2. Odredivanje pH vrijednosti

Mjerenje pH vrijednosti nakon tretmana vrsi se ocitavanjem vrijednosti na pH-metru (pH
340i/SET, WTW, elektroda HI11310). Kalomel elektroda mora biti uronjena u uzorak 5 minuta
nakon Cega se ocita pH-vrijednost.

3.2.3. Odredivanje elektroprovodljivosti

Odredivanje elektroprovodljivosti uzorka nakon tretmana vrsi se pomocu konduktometra (A
340i/ SET, WTW, elektroda HI763100). Elektroda se uroni u uzorak i drzi do stabilizacije

vrijednosti na konduktometru koja se potom ocita.
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3.2.4. Odredivanje temperature

Temperatura uzorka prije i hakon tretmana se mjeri digitalnim infracrvenim termometrom
(Infrared Tehrmometer, PCE-777, PCE Instruments).

3.2.5. Odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima temelji se na kolorimetrijskoj
reakciji koja je posljedica reakcije fenolnih spjeva s Folin-Ciocalteu-ovim reagensom (FC
reagens). Intenzitet nastalog obojenja mjeri se primjenom spektrofotometrijske metode pri
760 nm (Ough i Amerine, 1998.). Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdene kiseline, a pri oksidaciji fenolnih spojeva ove kiseline se reduciraju u volframov

oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni.

Postupak odredivanja

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 pL 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 vodenoj kupelji.
Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.
Nakon termostatiranja uzorci se ohlade pod vodom, te se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini
od 765 nm.

Izrada bazdarnog dijagrama

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, 5i 10 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. Iz svake tikvice otpipetira se 100 UL otopine
standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 pL Folin Ciocalteu reagesna i 2
mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
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skupa se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C u vodenoj kupelji.
Za slijepu probu uzima se 100 uL destilirane vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini od 765 nm.
Racun

Koncentracija ukupnih fenola u uzorku izracunava se, uzimajuéi u obzir razrjedenja uzoraka,
prema jednadzbi pravca koja se dobije pomocu programa Excel.

1,6

1,2

0,8

A 765 nm

0,4

0 100 200 300 400 500 600

Koncentracija galne kiseline (mg/L)

Slika 9. Bazdarni dijagram za ukupne fenole (mg/L galne kiseline)

Jednadzba pravca : y = 0,0023x + 0,0581

R2=0,9954

Y - apsorbancija pri 765 nm

X - koncentracija galne kiseline (GAE) (mg/L)

R?- koeficijent determinacije
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3.2.6. Odredivanje boje

Odredivanje boje tretiranih i netretiranih uzoraka ekstrakata lista masline i ruzmarina vrsilo se
kolorimetrom CM3500d (Konica Minolta, Japan) pri ¢emu su izmjerene L*, a* i b* vrijednosti
CIELAB metodom (CIE, 1976). Kolorimetar je prije mjerenja bazdaren bijelom i crnom ploc¢icom

isporucenima s instrumentom. Kontrola mjerenja se obavlja preko softvera SpectraMagic NX.

Za analizu je uzeto 10 mL uzorka (ekstrakta), koje je stavljeno u plasti¢ne kivete dimenzija
(v/$/d; 5/3,5/1 cm). Sva mjerenja provedena su u SCI (Specular Component Included) modu.
Objektivno mjerenje boje temelji se na parametrima trodimenzionalnog spektra boja (L*, a*,
b*), korisStenjem uredaja koji rade na principu mjerenja stupnja reflektirane svjetlosti od
mjerne povrSine. Parametar L* je mjera svjetlosti iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 =
crno; 100 = bijelo). Vrijednost a* je iskazana vrijednostima od -60 do 60, a predstavlja spektar
od crvene (pozitivne vrijednosti) do zelene (negativne vrijednosti) boje, pri ¢emu veéa
pozitivna vrijednost a* parametra karakterizira crveniju boju. Vrijednost b* parametra ukazuje
na spektar nijansi izmedu zute i plave boje, a njegova veéa vrijednost oznacava i vecu

izrazenost Zutog dijela spektra.

Kombinacijom a* i b* vrijednosti dobiva se boja uzorka, pri ¢emu L* predstavlja svjetlinu te
boje. Tako se iz vrijednosti a* i b* mogu izraCunati vrijednosti za ton boje (H°) i zasi¢enost
boje (C). Vrijednost H® predstavlja vizualni dozivljaj boje (0° — 90° je crveno—narancasta boja,
90° — 180° je Zuto—zelena, 180° — 270° plavo—zelena, a od 270° do 360° plavo-ljubicasta
boja), a C vrijednost predstavlja intenzitet ili zasi¢enost boje (Sto su vrijednosti nize, zasi¢enost
boje je slabija) (Vukusi¢, 2016). Kut boje (H®) lezi izmedu 0° i 90° ako su a* i b* koordinate
pozitivne; izmedu 90° i 180° ako je koordinata b* pozitivna i koordinata a* negativna; izmedu
180° i 270° ako su a* i b* koordinate negativne te izmedu 270° i 360° ako je koordinata a*
pozitivna i koordinata b* negativna (Kipphan, 2001).

Vrijednosti C i H° racunaju se prema sljedeé¢im formulama :
C=+a2+b?

H® = arctan (S)

Ukupna promjena boje (AE) izracuna se na temelju izmjerenih vrijednost boje uzorka (L*a*b)

prema formuli :

AE = VAL? + Aa? + Ab?
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4, REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog eksperimentalnog rada bio je provesti klasicnu ekstrakciju odabranih mediteranskih
biljaka zelenim otapalima i ekstrakciju zelenim otapalima potpomognutu visokonaponskim
praznjenjem te na temelju rezultata o ukupnim fenolima i o boji ekstrakta donesen je zakljucak

koji nacin ekstrakcije je efikasniji.

Fenolni spojevi su bioloski vazni spojevi s brojnim pozitivhim ucincima na ljudsko zdravlje te
su zbog toga sve trazeniji u prehrambenoj industriji kao dodaci pojedinim namirnicama u svrhu
poboljSanja njihovog nutritivnog sastava i u farmaceutskoj industriji kao lijekovi ili dodaci
prehrani. Kako bi se mogli koristiti u komercijalne svrhe, kljuan korak je postupak ekstrakcije,
odnosno ,izvlacenje" Zeljenih fenolnih spojeva iz biljnog materijala u obliku ekstrakta koji se

potom koristi u razli¢itim granama industrije (Balasundram i sur., 2006).

Budu¢i da je ekstrakcija kljuCan korak u dobivanju fenolnih spojeva, bitno je postupak
ekstrakcije provesti u Sto kracem vremenu, sa ¢im manjim utroSkom otapala i energije i s
ekoloski prihvatljivim metodama (Tomsone i sur., 2012). Zbog navedenih razloga, slijedeCi
trend modernizacije postojecih i osmisljavanja novih metoda, u prehrambenoj se industriji u
posljednje vrijeme javljaju nove metode ekstrakcije (Chemat i sur., 2012; Xu i sur. 2017).
Jedna od novih metoda ekstrakcija je ekstrakcija koja se provodi uz pomoc visokonaponskog

praznjenja.

U tablicama 5 — 8 prikazani su rezultati mjerenja provodnosti, pH vrijednosti i temperature,
tijekom ekstrakcije tretiranih i netretiranih uzoraka lista masline i ruzmarina. Takoder su
navedene i dobivene vrijednosti ekstrahiranih ukupnih fenola (mg GAE/g uzorka) i

karakteristike boje (L, a i b vrijednosti ekstrakta) ispitivanih uzoraka.
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Tablica 5. Rezultati ekstrakcije netretiranih uzoraka lista masline i ruzmarina

Uzorak

3NLO/1

ONLO/1

3NL25/1
9NL25/1
3NL50/1
9NL50/1
3NRO/1

9NRO/1
3NR25/1
9NR25/1
3NR50/1
9NR50/1

Provodnost

mS/ cm

516,0
349,0
139,2
141,6
36,6
41,3
526,0
517,0
240,7
154,4
68,5
56,4

5,54
5,45
6,07
6,21
6,88
6,51
6,09
5,96
6,02
5,80
6,03
5,98

pH vrijednost

Temperatura

°C
20,8
19,7
20,1
20,0
21,0
21,0
21,8
21,2
20,9
22,0
21,9
23,7

Tablica 6. Rezultati ekstrakcije tretiranih uzoraka lista masline i ruzmarina

Uzorak

LA4
LAS
LA8
LA9
LA10
LA11
RA4
RA5
RA8
RA9
RA10
RA11

Provodnost

mS/ cm

233,3
126,4
59,0
94,6
285,7
49,6
325,0
157,4
65,7
106,8
421,0
46,7

pH
vrijednost

5,28
5,77
6,25
6,00
5,18
6,36
5,62
5,98
6,27
6,11
5,61
6,54

Temperatura

(prije tretmana)

°C
23,7
24,3
23,2
23,8
24,5
24,5
24,2
23,0
25,5
24,7
23,8
24,2

(nakon tretmana)

°C
25,1
26,1
24,4
24,5
29,9
24,6
25,9
28,9
25,9
25,8
29,5
25,0

Ukupni fenoli
mg GAE/g uzorka
5,32
15,85
13,35
16,04
14,06
20,61
9,50
10,41
7,58
7,75
8,26
9,78

Temperatura  Ukupni fenoli

mg GAE/g
uzorka
26,69
36,17
65,99
30,77
21,21
42,60
7,21
26,34
21,12
22,34
16,77
14,86
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Tablica 7. Prikaz podataka za boju ekstrakta netretiranog lista masline i ruzmarina

Uzorak

3NLO/1

9NLO/1

3NL25/1
ONL25/1
3NL50/1
9NL50/1
3NRO/1

9NRO/1
3NR25/1
9NR25/1
3NR50/1
9NR50/1

Lo

81,86
82,06
89,56
91,02
94,12
91,03
86,01
82,09
95,13
93,55
95,32
94,11

do

4,96
6,59
0,06
-0,37
-3,82
-3,82
3,87
7,09
-0,77
-0,41
-1,16
-0,77

bo

42,70
46,76
30,53
31,26
27,89
38,68
35,77
44,15
15,26
20,56
13,79
15,79

HO

83°22
81°58
89°53
90°40
97°48
95°38
83°49°
80°52'
92°53
91°08
94°48'
92°47

Co

42,99
47,22
30,53
31,26
28,15
38,87
35,98
44,72
15,28
20,56
13,84
15,81

Rezultati boje za netretirane uzroke prikazane u tablici 7 sluze kao standard za usporedbu sa

tretiranim uzorcima lista masline i ruzmarina Ciji su rezultati prikazani u tablici 8.

Tablica 8. Prikaz podataka za boju ekstrakta tretiranog lista masline i ruzmarina

Uzorak

LA4
LAS
LA8
LA9
LA10
LAl1
RA4
RA5
RA8
RA9
RA10
RA11

L.

80,40
80,45
85,95
82,62
78,98
84,57
84,95
90,25
91,24
92,84
81,04
94,56

di

8,10
4,78
-2,71
2,21
9,06
-2,25
3,72
-0,73
-2,84
-1,43
5,72
-2,81

b:

48,30
47,39
38,36
37,57
50,87
36,37
38,07
30,17
33,36
24,87
43,5
23,5

HO

80°28
84°14
94°02’
86°38
79°54’
93°32
84°25'
91°23
94°51'
93°17
97°29
96°49’

Ci

48,97
47,63
38,46
37,63
51,67
36,44
38,25
30,18
33,48
24,91
43,87
23,67
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U tablici 9 prikazani su podaci koji se temelje na vrijednostima L, a, b i C za tretirane i
netretirane uzorke. Svakom tretiranom uzorku pridruzen je standard (netretirani uzorak) koji
mu odgovara prema vremenu ekstrakcije i udjelu etanola u otapalu te se na taj nacin iz razlike
vrijednosti odredenih parametara uzorka i standarda nastoji prikazati razlika u jacini obojenja

ekstrakta, a time i razlika u uspjesnosti provedene ekstrakcije.

Tablica 9. Usporedba vrijednosti a, b, L i C uzoraka i pripadajucih standarda te izracun ukupne
promjene boje (AE)

Uzorak Standard Aa Ab AL AC AE
(@1-a0)  (bi-bo)  (Li-Lo) (C-Co)  (/ALZ + Aa? + Ab?)

LA4 3NLO/1 3,14 5,6 -1,46 5,99 6,58
LA10 ONLO/1 2,47 4,11 -3,08 4,45 5,70
LA9 3NL25/1 2,15 7,04 -6,94 7,10 10,12
LAS 9NL25/1 5,15 16,13 -10,57 16,37 19,96
LA11  3NL50/1 1,57 8,48 -9,55 8,29 12,87
LA8 ONL50/1 1,11 -0,32 -5,08 -0,41 5,21
RA4 3NRO/1 -0,15 2,3 -1,06 2,27 2,54
RA10 9NRO/1 -1,37 -0,65 -1,05 -0,84 1,84
RA9 3NR25/1 -0,66 9,61 -2,29 9,63 9,90
RA5  9NR25/1  -0,32 9,61 -3,3 9,61 10,17
RA11 3NR50/1 -1,65 9,71 -0,76 9,83 9,88
RA8 9NR50/1 -2,07 17,57 -2,87 17,67 17,92

4.1. Utjecaj uvjeta na uspjesnost procesa ekstrakcije

Na temelju eksperimentalno dobivenih rezultata moZe se donijeti zakljuCak da vrijeme
tretmana, udio etanola u otopini i nacin provodenja ekstrakcije bitno utjeCu na svojstva
dobivenog ekstrakta (tablice 5-8).

Elektroprovodnost uzoraka ovisi o udjelu etanola u vodenoj otopini. Voda je poznata kao dobar
vodic elektricne struje, stoga je bilo i ocekivano da ¢e uzorci kod kojih je koristeno otapalo sa
nizim udjelom etanola pokazivati ve¢u elektroprovodnost od onih uzoraka za ciju je ekstrakciju
koristeno otapalo s vedim udjelom etanola (tablica 5). Tretirani uzorci pokazuju manju

provodnost elektri¢ne struje od netretiranih uzoraka (tablica 6).
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Udio etanola u otapalu, osim na elektroprovodnost, ima utjecaj i na udio ukupnih fenola u
analiziranim ekstraktima lista masline i ruzmarina. Opcenito se za ekstrakciju polifenola iz
prirodnih izvora obi¢no koriste alkoholna otapala (Spigno i sur., 2007). Odabir idealnog otapala
kljucan je za proces ekstrakcije buduéi da otapalo odreduje koli¢inu i vrstu fenolnih spojeva
koji se ekstrahiraju. Prema navodima nekih autora (Naczik i Shadidi, 2006; Zarena i Sankar,
2009), izdvajanje polifenola iz biljnog materijala ovisi o topljivosti fenolnih spojeva u otapalu
koje je koristeno tijekom procesa ekstrakcije. U svakom biljnom materijalu nalaze se fenolni
spojevi razlicitih kemijskih karakteristika i polarnosti te zbog toga treba pazljivo birati otapalo
kojim ce se proces provoditi kako bi uspjesnost ekstrakcije bila Sto veca. Rezultati ukupnih
fenola za netretirane uzorke lista masline i ruzmarina iz tablice 5 razlikuju se s obzirom na
udio etanola u otapalu koristenom za ekstrakciju. Primjerice kod lista masline, udio ukupnih
fenola u uzorku 3NLO/1 koji je ekstrahiran samo s deioniziranom vodom iznosi 5,32 mg GAE/g
Sto je gotovo tri puta manje od udjela ukupnih fenola u uzorku 3NL50/1 koji je ekstrahiran sa
50%-tnom otopinom etanola. Iz navedenog primjera moze se zakljuciti da su fenolni spojevi
lista masline dobro topljivi u etanolu te da se njihov udio u ekstraktu povecava s povecanjem
udjela etanola u otapalu koristenom tijekom ekstrakcije. Suprotno tome, kod ruzmarina nije
uocen takav trend povecanja udjela ukupnih fenola s povecanjem udjela etanola u otapalu Sto
ukazuje na to da su u ruzmarinu prisutni fenolni spojevi koji se po kemijskim karakteristikama
i topljivosti u etanolu razlikuju od onih u listu masline. U uzorcima ruzmarina u istim uvjetima
ekstrakcije povecanje udjela etanola u otapalu imalo je blago negativan utjecaj na ukupne
fenole u ekstraktu Sto se uoCava na primjeru uzorka ruzmarina 3NRO/1 koji je ekstrahiran
samo s deioniziranom vodom te su ukupni fenoli iznosili 9,5 mg GAE/g, dok su u uzorku
ruzmarina 3NR50/1 koji je ekstrahiran s 50%-tnim etanolom ukupni fenoli iznosili 8,26 mg
GAE/g (tablica 5).

Sljededi parametar koji je odredivan u ekstraktima uzoraka je pH vrijednost. Usporedivanjem
pH vrijednosti, uoceno je da postoji ovisnost izmedu pH vrijednosti ekstrakta i udjela etanola
u vodenoj otopini koristenoj prilikom ekstrakcije fenolnih spojeva. Uzorci s ve¢im udjelom
etanola imaju nesto viSi pH u odnosu na uzorke s manjim udjelom etanola. Povisenje pH
vrijednosti je posljedica vece ekstrakcije fenolnih spojeva koji sadrze minimalno jednu

hidroksilnu skupinu koja povecava pH vrijednost (Bravo, 1998).

Klasicna ekstrakcija odvijala se na sobnoj temperaturi uz povremeno mijeSanje i nakon
zavrsetka ekstrakcije izmjerena je temperatura koja se za sve netretirane uzorke ne razlikuje
za vise od 4°C. Kod provodenja ekstrakcije potpomognute visokonaponskim praznjenjem

temperatura je mjerena na pocetku i na kraju tretmana hladnom plazmom. Razlike u
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temperaturi uzoraka prije i nakon tretmana nisu bile vec¢e od 6°C (tablica 6) te se na temelju
toga moze potvrditi da je metoda ekstrakcije uz pomoc¢ visokonaponskog praznjenja uistinu

ne-toplinska metoda obrade.

Analiza ukupnih fenola provedena je sa ciljem procjene uspjesnosti ekstrakcija koje su
provedene na razli¢ite nacine. Kod obje vrste, tretiranih i netretiranih uzoraka lista masline i
ruzmarina, udio ukupnih fenola bio je veci Sto je vrijeme ekstrakcije bilo duze (tablice 5 i 6).
Uzorci tretirani hladnom plazmom imaju vedi udio ukupnih fenola od netretiranih uzoraka. Kao
Sto je vec ranije navedeno, primjenom visokonaponskog praznjenja dolazi do pojave
elektri¢nog sloma koji u vodenoj otopini izaziva oStecenje strukture stanica biljnog materijala
i fragmentaciju Cestica ¢ime je omoguéena bolja i brza ekstrakcija unutarstani¢nih komponenti
(Rajha i sur., 2015).

Pigmenti su prirodne tvari, nosioci boje, a nalaze se u stanicama i tkivima biljaka. Zute i
narancaste boje potjeCu od karotenoida, crvene, plave i ljubiCaste boje od flavanoidnih
spojeva, a zelena boja potjeCe od klorofila. Boja se mjeri pomocu razli¢itih kolorimetara.
Takvi uredaji mjere karakteristiku svjetla odbijenog od povrSine materijala kojem se mjeri boja
(Jasi¢, 2013).

U analizi boje koriSten je kolorimetar CM-3500d i obradom podataka dobivene su vrijednosti
koje se nalaze u tablicama 7, 8 i 9. Na temelju podataka o tonu boje (H°) za ekstrakte
netretiranih uzoraka lista masline (tablica 7) moze se zakljuciti da je vizualni dozivljaj boje
uzoraka koji su bili ekstrahirani otapalom s nizim udjelom etanola (0 i 25%) razlicit od uzoraka
ekstrahiranih sa 50%-tnom otopinom etanola. Kod uzoraka koji su ekstrahirani otapalom s
nizim udjelom etanola ton boje je crven, dok je kod uzoraka ekstrahiranih otapalom s viSim
udjelom etanola ton boje zelen. Kod netretiranog ruzmarina ton boje za uzorke ekstrahirane
destiliranom vodom (0% etanola) je crven, a za ostale netretirane uzorke ruzmarina ton boje
je zelen. Kod tretiranih uzoraka lista masline uocava se isti trend tona boje, dakle uzorci
ekstrahirani sa 0 i 25 % otopinom etanola su crveni. Crveni ton boje kod tretiranog ruzmarina
prisutan je kod uzorka RA4 koji je ekstrahiran samo destiliranom vodom, dok ostali uzorci
tretiranog ruzmarina pokazuju ton zelene boje. Ukupna promjena boje (AE) pozitivna je za sva
mjerenja (tablica 9) Sto ukazuje na to da je obojenje jace kod tretiranih nego kod netretiranih
uzoraka (standarda).

U tablici 9 prikazane su vrijednosti Aa, Ab, AL, AC i AE. Pozitivna vrijednost Aa znadi da je
uzorak (tretirani) crveniji od standarda (netretirani), a negativna vrijednost Aa znadi da je

uzorak zeleniji od standarda. Pozitivna vrijednost Ab oznacuje da je uzorak Zuéi od standarda,
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a negativna vrijednost Ab oznacuje da je uzorak plaviji od standarda. Pozitivna vrijednost AL
oznacuje da je uzorak svjetliji, a negativna vrijednost AL da je uzorak tamniji od standarda. Za
list masline svi uzorci su crveniji od standarda, 83% uzoraka je Zuce od standarda, a 100%
uzoraka je tamnije od standarda. Svi uzorci ruzmarina su zeleniji od pripadajucih standarda,
takoder je 83% Zuce od standarda i svi uzorci su tamniji od standarda. Pozitivna vrijednost AC
ukazuje na vecu zasicenost boje u uzorku nego u standardu. Na temelju ovih podataka o
intenzivnijem obojenju tretiranih uzoraka, Cija je masa i koristeno otapalo jednako netretiranim
uzorcima, moze se zakljuciti da je prilikom tretmana hladnom plazmom doslo do ostecenja
stanicne strukture te da su pigmenti koji se nalaze unutar biljnih stanica izasli na povrsinu
stanice i pritom uzrokovali jace obojenje ekstrakta. Buduéi da je doslo do ostecenja stanice,

olaksan je i sam proces ekstrakcije bioaktivnih komponenata (Fincan i sur., 2004).

4.2, Usporedba rezultata ukupnih fenola ekstrahiranih klasicnom
ekstrakcijom i ekstrakcijom uz visokonaponsko praznjenje

Rezultati ukupnih fenola dobivenih klasichom ekstrakcijom listova masline ovog istrazivanja
sli¢ni su rezultatima objavljenim u znanstvenom rada Abaza i sur. (2011). U tom znanstvenom
radu ispitivan je utjecaj vrste otapala na udio ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost
ekstrakata dobivenih iz listova masline. Klasi¢nu ekstrakciju su provodili na sobnoj temperaturi
tijekom 24 sata koristeCi Cetiri razliCita otapala: deioniziranu vodu, 80%-tni metanol, 70%
etanol i 80%-tni aceton. Udio ukupnih fenola u ekstraktu 70%-tnog etanola iznosio je
24.36+0.85 mg GAE/g Sto je viSe od najvece vrijednosti ukupnih fenola za netretirani list
masline u ovom istrazivanju koja je za uzorak 9NL50/1 iznosila 20,61 mg GAE/g. Rezultat iz
znanstvenog rada Abaza i sur. (2011) u skladu je s provedenim istrazivanjem i zakljuccima jer
su u tom radu koristili otapalo s ve¢im udjelom etanola i ekstrakcija se provodila vremenski
duze pa je udio ukupnih fenola bio ocekivano vedi od udjela za uzorak 9NL50/1. Takoder, u
navedenom znanstvenom radu rezultati su pokazali da su najveéi udio ukupnih fenola imali
uzorci koji su ekstrahirani 80%-tnim acetonom (24.93+0.77 mg GAE/g), dok su najmaniji udio
ukupnih fenola (16.52+0.62 mg GAE/g ) imali uzorci koji su ekstrahirani samo deioniziranom

vodom.

U znanstvenom radu Elboughdiri (2018) je proucavao utjecaj vremena, omjera otapalo-krutina,
koncentracije etanola i temperature na prinos fenolnih spojeva u ekstrakciji lista masline. Kao
metoda rada je odabrana klasicna ekstrakcija etanolom i vodom bududi da se radi o Siroko

rasprostranjenim otapalima zbog sigurnosnih i kolic¢inskih razloga (Seda, 2010). Promjene u
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koncentraciji etanola utjeCu na fizikalna svojstva samog otapala kao npr. na: gustolu,
dinamicku viskoznost i dielektricnu konstantu. Navedene promjene pri razlicitim
koncentracijama etanola u otapalu utjeu na topljivost komponenti biljnog materijala Sto ima
znacajan utjecaj na ekstrakciju polifenolnih spojeva (Cacace i Mazza, 2003). Iz navedenih
razloga Elboughdiri (2018) je za provodenje ekstrakcije odabrao 50, 60, 70 i 80%-tni etanol.
Na udio ukupnih fenola u ekstraktu bitan utjecaj imaju i ostali uvjeti ekstrakcije kao Sto su
stabilnost suhih listova masline, vrijeme i temperatura te je ekstrakcija provodena pri razlicitim
uvjetima sa ciljem odredivanja optimalnih uvjeta ekstrakcije. Optimalni uvjeti ekstrakcije u
ovom istrazivanju su sljedeci: vrijeme ekstrakcije 20 sati, temperatura 40°C, omjer otapalo-
krutina 30:1, 80%-tni etanol.

U istraZivanju kojeg su proveli Wissam i sur. (2016) sa ciljem optimizacije ekstrakcijskih uvjeta
fenolnih spojeva i antioksidansa iz listova sirijske masline proucavani su efekti otapala,
vremena i temperature na udio ukupnih fenola u ekstraktu. Ekstrakcija je takoder bila klasi¢na.
Jedna od ekstrakcija u tom istraZivanju provedena je pod sljedeéim uvjetima: trajala je 2 sata,
koristio se 40%-tni etanol i temperatura je iznosila 60°C, a rezultat ukupnih fenola je iznosio
66,3 mg GAE/g. Usporedujuci taj rezultat s rezultatima ovog istraZivanja koje se provodilo na
sobnoj temperaturi i gdje je najveci udio ukupnih fenola kod netretiranih uzoraka iznosio ve¢
spomenutih 20,61 mg GAE/g, moze se zakljuciti da je ekstrakcija ukupnih fenola iz lista masline
efikasnija ako se provodi na temperaturama viSim od sobne temperature. Zagrijavanje moze
omeksati biljno tkivo i oslabiti fenol - protein i fenol — polisaharid interakcije te time olakSati
ekstrakciju fenola iz biljnog materijala (Shi i sur, 2003). Tijekom ekstrakcije na povisenoj
temperaturi moze do¢i do degradacije polifenolnih spojeva uzrokovane hidrolizom, unutarnjim
redoks-reakcijama i polimerizacijama koje mogu negativho utjecati na prinos bioaktivnih
spojeva tijekom ekstrakcije (Cacace i Mazza, 2003). Odredeni fenolni spojevi kao npr.
flavanoidi osjetljivi su na toplinu pa se zbog izbjegavanja degradacije takvih spojeva mora
pripaziti na temperaturu pri kojoj se provodi ekstrakcija. Primjer degradacije fenolnih spojeva
vidljiv je u radu Wissam i sur. (2012) gdje je udio ukupnih fenola kod ekstrakcije provedene
na 60°C niZi nego na 40°C pri istim uvjetima otapala i vremena ekstrakcije.

Do razvoja ne-toplinskih metoda ekstrakcije doslo je upravo zbog izbjegavanja degradacije
fenolnih spojeva i sa ciljem povecanja prinosa ekstrakcije. Usporedbom rezultata ekstrakcije
ukupnih fenola na 60°C iz znanstvenog rada Wissam i sur. (2012) koji je iznosio 66,3 mg
GAE/q i rezultata dobivenog ekstrakcijom na sobnoj temperaturi (24,4°C) uz visokonaponsko
elektri¢no praznjenje tijekom ovog istrazivanja za uzorak LA8 koji je iznosio 65,99 mg GAE/g

moze se zakljuciti da ova ne-toplinska metoda ekstrakcije uz visokonaponsko praznjenje moze
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zamijeniti klasicnu metodu ekstrakcije koja se provodi na gotovo tri puta viSoj temperaturi te
je zbog toga potreban dodatan utroSak energije i postoji opasnost od degradacije fenolnih

spojeva.

U znanstvenom radu Abramovic i sur. (2012) objavljeni su rezultati klasi¢ne ekstrakcije fenola
iz ruzmarina. Ekstrakcija je provedna sa 96%-tnim etanolom na 60°C u trajanju od sat
vremena, a ukupni fenoli u ekstraktu su iznosili 92 mg GAE/g. Usporedujuci taj rezultat s
rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju moZze se zakljuciti da na udio ekstrahiranih fenola
iz ruzmarina velik utjecaj ima temperatura na kojoj se provodila ekstrakcija jer je klasicnom
ekstrakcijom na sobnoj temperaturi najveca vrijednost ukupnih fenola u ekstraktu iznosila
11,67 mg GAE/g (uzorak 9NRO/1). Udio etanola u otapalu, s obzirom na bliske vrijednosti
ukupnih fenola pri razlicitim udjelima etanola u tablici 5, nema znacajan utjecaj na udio ukupnih

fenola u dobivenom ekstraktu.

Prinos ukupnih fenola u ekstraktima uzoraka istih biljaka koji su podvrgnuti razlicitim
metodama ekstrakcija vedi je u uzorcima koji su bili ekstrahirani uz visokonaponsko praznjenje,

nego u uzorcima koji su bili ekstrahirani klasichom metodom.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista masline i ruzmarina pomocu visokonaponskog praznjenja

provedena je uspjesno
2. Tretirani uzorci imaju vedi prinos ukupnih fenola i intenzitet obojenja od netretiranih uzoraka

3. Udio ukupnih fenola u ekstraktu ovisi o nacinu provodenja ekstrakcije (klasi¢na ili uz
visokonaponsko praznjenje), vrsti biljnog materijala, udjelu etanola u otapalu i temperaturi

tijekom ekstrakcije

5. Najveci prinos fenolnih spojeva utvrden je kod ekstrakcije uzorka lista masline uz

visokonaponsko praznjenje pri uvjetima: 9 minuta, 50%-tna otopina etanola

6. Ne-toplinska metoda ekstrakcije uz visokonaponsko praznjenje namece se kao efikasna

metoda koja bi u buduénosti mogla zamijeniti klasi¢cnu metodu ekstrakcije
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Izjava o izvornost

Izjavijujem da je ovaf zavrsinl rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoy
izrad) nisam koristio drugim Izvorima, osim onif koji su u njemu navedeni.
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