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1. UvOD

U posljednjih nekoliko godina znanstvena istrazivanja su sve viSe usmjerena na razvoj
novih tehnika procesiranja hrane kojima je moguce dobiti proizvode visoke kvalitete. Jedna
od tih tehnika je i1 ultrazvuk visokog intenziteta ¢ijom primjenom dolazi do fizickih
promjena na bioloskom materijalu te do ubrzanja pojedinih kemijskih reakcija. Ultrazvuk
visokog intenziteta je tehnika kojom se postize minimalno procesiranje hrane, oCuvanje
namirnice te smanjenje degradacije bioloski aktivnih spojeva te stoga ima Siroku primjenu u
prehrambenoj i preradivackoj industriji. U ovom radu primjenjen je u svrhu ekstrakcije

steviol glikozida (steviozida i rebaudiozida) iz lis¢a stevije.

Stevija i njeni diterpenski glikozidi koriste se kao prirodni zasladivaci te se primjenjuju u
pripremi brojnih proizvoda u prehrambenoj industriji. Prah dobiven ekstrakcijom iz listova
stevije je 200 do 300 puta sladi od konzumnog Secera, nema energetsku vrijednost te ne
izaziva inzulinski odgovor. Takoder toksikoloske analize su pokazale da steviozidi nisu

mutageni i kancerogeni te da ne pokazuju alergijske reakcije kada se koriste kao zasladivaci.

Kako bi se dobio prah steviol glikozida trenutno se u prehrambenoj industiji koriste
klasicne metode ekstrakcije, koje pokazuju brojne nedostatke kao S$to su dug period
ekstrakcije, relativno mala iskoriStenja, koriStenje velike koli¢ine energije, povecano

koriStenje otapala te puno oslobodene energije.

U ovom radu steviozidi i rebaudiozidi ekstrahirani su pomocu dvije metode: ekstrakcija
vodom u aparaturi po Soxhletu te ekstrakcija ultrazvkom visokog intenziteta, kako bi se
odredilo da li ultrazvuk visokog intenziteta moze posluziti kao zamjena klasi¢nim metodama
ekstrakcije te se tako otklonili gore spomenuti nedostatci. Udio steviol glikozida (steviozida i
rebaudiozida A) oredivan je tehnikom visoko djelotvorne tekuc¢inske kromatografije (HPLC).
Dobiveni rezultati su usporedeni te je zakljuceno da je udio steviozida i rebaudiozida iz lis¢a
stevije ekstrakcijom pomocu ultrazvuka visokog intenziteta bio veéi nego primjenom

ekstrakcije u aparaturi po Soxhletu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TEORIJSKI PRINCIPI ULTRAZVUKA

Primjena ultrazvuka u prehrambenoj industriji predmet je istrazivanja i razvoja nekoliko
desetaka godina. Pod ultrazvukom podrazumijevamo zvu¢ni val s frekvencijama viSima od

praga osjetljivosti ljudskog sluha (16-18 kHz) (slika 1).

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk
- = - >
0 10 102 10° 108 10° 106 107
1 1 ] 1 1 1 | |
=7 N *._:f*
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Pcela Srednji C  Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 256 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Ljudski sluh Ultrazvuk visoke Veci Visoka frekvencija
snage raspon
16 Hz-16 kHz 20-100 kHz 100 kHz - 2 MHz 2 MHz - 10 MHz
¢iscenje sonokemija medicinska dijagnostika
zavarivanje plastike kemijske analize
sonokemija

Slika 1. Podrucja podjele zvuka prema frekvencijama (Mason, 1998.)

Rasponi zvuka pri ultrazvuku mogu se op¢enito podjeliti na:
- dijagnosticki ultrazvuk (raspon u MHz), ultrazvu¢ni valovi niskog intenziteta —
visoke frekvenije i niske energije
- ultrazvuk visoke energije (raspon u kHz), ultrazvu¢ni valovi visokog intenziteta —

niske frekvencije i visoke energije



Ultrazvucni valovi niskog intenziteta — frekvencije 1 do 10 MHz te vrlo male
razine snage (manje od 1 W/cm?) ne dovode do fizikalnih i kemijskih osteéenja
materijala kroz koji prolaze, a mogu se koristiti u analiticke svrhe za odredivanje
sastava,strukture ili viskoznosti hrane. Takoder se moze Koristiti za stimulaciju
asistiranu ultrazvukom, kristalizaciju, emulgiranje, filtraciju, procese suSenja i

zamrzavanja, kao i za omekSivanje mesa.

Ultrazvucni valovi visokog intenziteta — frekvencije 20 do 100 kHz te visoke razine
snage (u rasponu od 10 do 1000 W/cm?), zbog velike snage kojom djeluju na
materijal,uzrokuju fizicka oStecenja tkiva kao i odredene kemijske reakcije. Ultrazvuk
visokog intenziteta tijekom prolaska kroz materijal uzrokuje ubrzavanje kemijskih
reakcija, povecanje brzine difuzije, dispergiranje agregata ali i uniStenje enzima i

mikroorganizama (Herceg i sur., 2009).
2.1.1. Amplituda, frekvencija, valna duljina i koeficijent atenuacije zvu¢nog vala

Zvucni val karakterizira amplituda [A] i frekvencija [f] te valna duljina i
koeficijent atenuacije [a] koji ovisi o karakteristikama materijala kroz koji ultrazvuk
prolazi. PremjeStanje ultrazvucnog vala kroz materijal varira sinusoidno s vremenom,
a amplituda se smanjuje s porastom udaljenosti od izvora ultrazvuka zbog atenuacije.
Koeficijent atenuacije koji predstavlja smanjenje amplitude ultrazvuc¢nog vala tijekom

njegovog prolaza kroz materijal moze se definirati izrazom:
A=Agxe™

gdje je Aginicijalna amplituda zvucnog vala, a x je prijedena udaljenost. Glavni uzroci
prigusenja su adsorpcija 1 rasprSivanje. Adsorpcija je uzrokovana fizikalnim
mehanizmom koji pretvara ultrazvu¢nu energiju u toplinu. Rasprsivanje pojavljuje u
heterogenim materijalima kao $to su emulzije, suspenzije i pjene. Za razliku od
adsorpcije, energija ultrazvuka zbog rasprSivanja jos je uvijek prisutna kao ultrazvucna
energija, ali se ne detektira jer su njezin smjer i faza prenosenja promijenjeni (Herceg i
sur., 2009).
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Slika 2. Izgled i karakteristike sinusnog vala (Kovac, 2015)

2.1.2. Kavitacija

Prolaskom zvu¢nog vala teku¢im medijem, kao longitudinalnog vala, stvaraju se
izmjenic¢ni pritisak i ekspanzijski vrtlozi. Djelovanjem ekspanzijskih vrtloga u tekucini
se stvara negativan tlak. Kad je taj tlak dovoljno nizak da svlada intramolekularne sile,
formiraju se mali mjehuri¢i. Tijekom slijede¢e ekspanzije/kompresije vrtloga
mjehuri¢i pare se Sire i1 skupljaju. Formiranje i nastanak mjehuri¢a poznat je kao

kavitacija.

Kavitacija koja nastaje djelovanjem ultrazvuka niskog intenziteta (frekvencije 1 do
10 MHz) te vrlo male razine snage, koja uzrokuje nastajanje mjehurica ¢ija veli¢ina
neznatno oscilira tijekom nastajanja tisuca vrtloga (minimalno se mijenja promjer

mjehurica), poznata je kao ,,stabilna kavitacija®.

Ultrazvuk djeluje tako da mjehuriéi vibriraju unutar stabilne kavitacije, uzrokujuci
jaka mikrostrujanja u teku¢em mediju. Pri frekvenciji od oko 1 MHz, kavitacija je

manje moguca, a na frekvencijama visim od 2,5 MHz ne¢e do¢i do kavitacije.

Zbog prolaska ultrazvuka visokog intenziteta (frekvencije 20 — 100 kHz) te visoke
razine snage kroz tekué¢i medij, veli¢ina mjehuri¢a snazno oscilira. Dodirna povrSina

mjehuri¢a sve je veca tijekom uzastopnih ekspanzija i kompresija, Sto poboljSava



difuziju plina. Rezultat toga je da se veli¢ina mjehuri¢a povecava tijekom svakog
ciklusa. Nakon brojnih ciklusa kompresije i ekspanzije, mjehuri¢i dostizu kriti¢nu
veli¢inu te u sljede¢em ciklusu kompresije para iznenada kondenzira, a mjehurici
implodiraju. Molekule oko mjehuri¢a snazno se sudaraju jedna s drugom, stvarajuci
mikropodrucja s ekstremno visokom temperaturom (5500 °C) i visokim tlakom (104 —

105 kPa). Taj je fenomen poznat kao ,,kratkotrajna ili prijelazna kavitacija“.
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Slika 3.Stabilna i prijelazna kavitacija (Kujipers i sur., 2002)

Prag kavitacije ovisi o frekvenciji ultrazvucnih valova, amplitudi nastalog tlaka te o
pocetnomu polumjeru mjehuri¢a. Promjene tlaka (potrebne da dode do kavitacije)
unutar medija tijekom tretiranja ultrazvukom ovise o fizikalnim karakteristikama
tekuceg medija kao i o udjelu otopljenog plina. Vazni faktori su takoder hidrostatski
tlak 1 temperatura. Vrlo visoki hidrostatski tlak moZe prouzro€iti difuziju plina iz
mjehurica te tako smanjiti kavitaciju. Prag kavitacije takoder se smanjuje s porastom

temperature te dostize nulu pri temperaturi vrenja.

U¢inak ultrazvuka pri procesiranju hrane ovisi o broju mjehuric¢a koji podlijezu
kavitaciji te 0 jacini njihove implozije.
Broj mjehuri¢a — povecava se povecCanjem amplitude ultrazvuénih valova,
budu¢i da pri visSim amplitudama veci dio volumena tekuceg medija podlijeze
kavitaciji.
Intenzitet implozije mjehuric¢a ovisi o omjeru maksimalne i pocetne veli¢ine

mjehurica, a taj je omjer u uskoj vezi sa snagom ultrazvuka (Herceg i sur., 2009).



2.1.3. Ucinci ultrazvuka tijekom prolaska kroz medij
Sirenje akusti¢nog vala kroz medij uzrokuje razli¢ite promjene. Najznacajniji u¢inci
ultrazvuka su: kavitacija, zagrijavanje, strukturni u¢inci, kompresija i Sirenje, turbulencija i

ostalo (Rezek Jambrak, 2008).

Za primjenu u prehrambenoj tehologiji osobito su vazni procesi koji se zasnivaju na pojavi
kavitacije te se stoga primjena ultrazvuka u procesiranju hrane moze podijeliti u dvije
osnovne kategorije:

- primjena ultrazvuka ispod praga kavitacije

- primjena ultrazvuka iznad praga kavitacije

Podvrgne li se neka tekucina zvucnim ili ultrazvu¢nim vibracijama, nastaju sitni mjehurici.
Prolazak energije zvuka kroz medij rezultira kontinuiranim gibanjem nalik valu, te ¢e nastati
longitudinalni valovi pri ¢emu se stvara alternativna kompresija i razrjedenje dijelova medija.
Kad je amplituda nastalog tlaka (uslijed kompresije) veca od hidrostatskog tlaka, tada u
tekucini tijekom negativne faze dolazi do kavitacije, odnosno do stvaranja iznimno malih
mjehuri¢a. Rad proizveden kavitacijom je posljedica ,,Soka* valova do kojeg dolazi pri
pucanju mjehuric¢a. Intenzitet tog ,,Soka* valova ovisi o znacajkama tekucine, poCetnom

polumjeru  mjehurica 1  primjenjenoj  frekvenciji  (Herceg i  sur., 2009).

2.1.5. Vrste ultrazvuénih reaktora

Vise je stotina tipova ultrazvucnih sustava koji se trenutno upotrijebljavaju,a razlikuju se
prema dizajnu pretvaraCa, tipovima pretvaraca te nacinom na koji se ultrazvuk predaje
procesu. Za procesno-prehrambenu industriju od posebnog su znacenja ultrazvuéna kupelj i

sustav ultrazvuéne sonde (Herceg i sur.,2009).

e Sustav sa direktno uronjenom sondom
Vec¢ina uredaja za dobivanje ultrazvuka visokog intenziteta temelje se na
elektroakustiénim  sustavima, tj. piezoelektricnom ili manje uobifajenom
magnetostriktivnom pretvorniku. Koji god se od ova dva pretvornika koristi,
najvaznije je da se energija utrazvuka dostavlja teku¢em sustavu koji se tretira
(Barbosa-Canovas i sur.,2005). Uobicajeni ultrazvucni postav prikazan je na slici 4, i

sadrZi slijede¢e osnovne dijelove:



- generator koji pretvara elektri¢nu energiju u zahtjevanu visoku frekvenciju
izmjenicne struje
- pretvornik pretvara visoku frekvenciju izmjeni¢ne struje u mehanicke

vibracije koje stvaraju kavitacije.

U slucaju ultrazvucne kupelji pretvornik je spojen na dno spremnika i dostavlja

vibracije  direktno  teku¢ini  koja je u  spremniku  (Brn¢i¢ i sur).

kudiste
pretvornika

generator

gomji fiksirani
rog

rog

zamjenjivi
vijak =

Slika 4. Sustav sa direktno uronjenom sondom ( De Castro i Capote, 2007)



e Ultrazvuéne kupelji

Ultrazvuc¢na kupelj (slika 5) je spremnik koji sadrzi procesni medij sa pretvarac¢em ili vise njih
vezanim na dno tj. bazu ( Rezek Jambrak, 2008).

Ultrazvuéne kupelji se Cesto koriste u laboratorijima jer su lako dostupne i relativno su jeftine
(Fernandes i Rodrigues, 2007). Glavnina ultrazvuénih kupelji radi na frekvencijama od 20.40

kHz, iako postoje izvedbe i u visem frekvencijskom poducju (Brn¢i¢ i sur., 2009).

nehrdajuci
celicni

: uzorak Koji se tretita
spremunik e

IR RARERINNI IR RI NN NIIN)

pretvaraci

Slika 5. Ultrazvucna kupelj (Gogate i sur., 2006)

Postoje razli¢ite izvedbe ultrazvuénih kupelji te to omogucava velik broj parametara koji
se mogu proucavati, a ukljucuju:

- Termostatski kontrolirano grijanje i promjenjiva snaga.

- Frekvencijsko prostiranje: dobiva se ujednacenije polje kavitacije pri Cemu se
izbjegavaju stojni valovi koji bi inace ogranicili kavitaciju.

- Pokretna sila koja nastaje ukljucivanjem ili isklju¢ivanjem omogucava kratak
signal isprekidane snage ili njezino pulsiranje. Ovo je obi¢no korisno pri otplinjavanju, je ako
se na neko vrijeme zaustavi signal svi otplinjeni mjehuri¢i izbijaju na povrsinu. U protivnom
mjehuri¢i ostaju zarobljeni u stojnim valovim i odgovorni su za adsorpciju energije
ultrazvuka.

- Elektri¢ni mjeraci vremena koji omogucuju razlicito trajanje tretmana i perioda

kad je iskljucen.

Standardne ultrazvucne kupelji rade pri niZem intenzitetuu da bi se izbjeglo oStecenje
stijenki spremnika uzrokovano kavitacijom, a i manjim akustiénim snagama jer su volumeni

tretirane tekucine u spremniku najéesce veliki (Brncic i sur., 2009).



2.2. PRIMJENA ULTRAZVUKA U PREHRAMBENOJ TEHNOLOGIJI

U svrhu odgovaraju¢e primjena ultrazvuka u pojedinim podrucjima kako prehrambene
tehnologije tako i u drugima, vazno je poznavati njegovu energiju koja je odredena snagom
zvuka (W), intenziteta (W/m?) i gustocom (W s/m?). Uobicajena je podjela na ultrazvuk niske
i visoke snage ili sinonime niske frekvencije niske amplitude, visoke frekvencije niske

amplitude ili niske frekvencije visoke amplitude (Rezek Jambrak, 2008).

Ultrazvuk niske amplitude i visoke frekvencije moze se primjeniti u industrijskim
uvjetima za pracéenje procesiranja hrane. Navedena industrijska primjena ukljucuje
odredivanje teksture, viskoznosti i koncentracije tvari u jajima, mesu, vocu i povrcu,
mlije¢nim i drugim proizvodima, za mjerenje gustoce te za pracenje i kontrolu razlicitih

procesa (Herceg i sur., 2009).

Osim za pracenje procesiranja hrane, ultrazvuk se u prehrambenoj industriji moze primjeniti

i U ovim procesima:

e Inaktivacija mikroorganizama i enzima
Letalan je ucinak ultrazvuka niskog intenziteta malen te se mnogi autori slazu da
je za letalne ucinke odgovorna kavitacija nastala djelovanjem ultrazvuka visokog
intenziteta. U trenutku implodiranja mjehuri¢a zraka pod djelovanjem ultrazvuka,
ostvaruju se visoke temperature 1 tlakovi, tzv. Sok valovi topline ili tlaka, za koje se
smatra da su odgovorni za letalan ucinak ultrazvuka. S druge strane, ekstremno
visoka temperatura i tlak nastali kolapskom mjehuri¢a mogu voditi do disocijacije
vodene pare u OH- radikale i H+ ione. Ti vrlo reaktivni radikali smatraju se
odgovornima za inaktivaciju bakterijskih stanica oksidacijom. Procesi oksidacije
uzrokuju oSte¢enja nekih mikrobioloSkih struktura prije nego S$to pocne sama
inaktivacija. Medutim, ta se oSte¢enja mogu popraviti nakon zavrSenog tretiranja pa
se nastoji stvoriti nepovoljne uvjete za rast 1 razvoj prethodno oStecenih
mikroorganizama. Kada mjehuri¢ implodira, u tekucini izlozenoj djelovanju
ultrazvuka dolazi do oslobadanja topline. Volumen zagrijane tekucine vrlo je malen
te toplina brzo nestaje, iako je temperatura tog mikropodrucja u nekoliko milisekundi
vrlo visoka (.oko 5000 °C).
Novija istrazivanja pokazuju da toplina ne sudjeluje u letalnom ucinku
ultrazvuka. Naime, postoji Citav niz faktora koju upucuju na razlicite mehanizme

inaktivacije toplinskih tretiranja i ultrazvu¢nog procesa. Nadalje, otpornost bakterija
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na toplinu jako varira, dok je otpornost na tretiranje ultrazvukom sli¢na u svih
vegetativnih stanica. Takoder, na vrijeme decimalne redukcije pri obradi toplinom
(Dt) znatno utjecu faktori okoline, dok pri tretiranju ultrazvukom vrijeme decimalne
redukcije (Dms) uglavnom nije ovisno o utjecaju okoline.

Sok valovi tlaka, nastali implozijom mjehuri¢a koji podlijezu kavitaciji,
najvjerojatnije su posljednji i najvazniji razlog inaktiviraju¢eg ucinka ultrazvuka na
mikroorganizme. Mnogi istrazivaci se slazu da valovi tlaka koji prolaze kroz tekuci
medij kao posljedica kavitacije, uzrokuju mehani¢ko uniStenje stanicne membrane, a
time 1 uniStenje mikroorganizama (Herceg i sur., 2009).

Ubrzavanje reakcija

Ultrazvuk niskog intenziteta a visoke frekvencije omogucuje ubrzavanje reakcija
dekompozicije, degradacije polimera i reakcija polimerizacije.
Ci§éenje i odzrativanje tekuéina

Mehanicki 1 fizikalni udinci ultrazvuka Cesto se rabe pri CiSéenju povrSina
(Herceg, 2009). Ciséenje ultrazvukom se pokazalo posebno korisno u sprezi sa
kemijskom obradom a nudi prednosti kao Sto su: smanjena kemijska potroSnja,
smanjen kontakt radnika sa opasnim kemikalijama, poboljSana brzina ¢iSCenja te
ucinkovitost ¢iS¢enja (Mason, 2003). Dok se mehanicki i fizicki uéinci rabe pri
¢is¢enju povrsina ucinci kavitacije su razlog vrlo uspjesne upotrebe ultrazvuka u
odzracivanju tekucina. Prisutnost otopljenog plina ili mjehuri¢a plina u mediju
djeluje kao nukleus za stvaranje kavitacijskih mjehuri¢a. Takvi mjehuri¢i se u
kompresijskom stupnju vala ne raspadaju zbog toga Sto sadrze plin. U sljede¢im
stupnjevima Sirenja oni ¢e puniti sve viSe plinom 1 tako nastaviti rasti 1 eventualno
plutati prema povrsini. Posto se Sirenje mjehuri¢a dogada vrlo brzo (u kupeljima i do
40 000 puta u sekundi) do odzraivanja dolazi gotovo trenutno (Rezek Jambrak,
2008).
Kristalizacija i zamrzavanje

Za ultrazvuk visokog intenziteta dokazana je velika ucinkovitost u procesima
kristalizacije Secera pri ¢emu ultrazvuk pospjesuje stvaranje centara kristalizacije i
rast kristala.

Ultrazvuk se takoder moze rabiti u kontroli stvaranja kristala leda tijekom
zamrzavanja namirnice Sto je jedan od vaZnijih faktora u procesiranju hrane
zamrzavanjem u prehrambenoj industriji. Poznato je da kvaliteta smrznute hrane

ovisi o veli¢inni kristala leda. Prisutnost velikih kristala leda unutar tkiva smrznute
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namirnice uzrokuje mehanicka oStec¢enja, gubitak tekucine te na taj nafin smanjuje
kvalitetu proizvoda. Brzim zamrzavanjem nastaju mali intracelularn kristali leda,
dok sporim zamrzavanjem nastaju veliki kristali leda. Da bismo dobili kvalitetan
proizvod, potrebno je brzo zamrznuti, a ultrazvuk visoke snage (frekvencije od 20 do
100 kHz) pokazao se ucinkovitim tijekom zamrzavanja prehrambenih proizvoda
budu¢i da je uoCeno kako se djelovanjem ultrazvuka brze i jednoli¢nije stvaraju
centri kristalizacije te da time nastaju manja oStec¢enja stanica. Osim toga, neke su
studije pokazale da ultrazvuk visoke snage potiCe prijenos topline te na taj nacin

povecéava brzinu zamrzavanja (Herceg i sur., 2009).

SuSenje

Ultrazvuk se uspjesno moze primjeniti za suSenje mnogih prehrambenih
proizvoda, pri ¢emu se u znatnoj mjeri skraduje vrijeme suSenja. SuSenje
ultrazvukom odvija se pri puno nizim temperaturama nego li konvencijalne metode
susenja §to smanjuje vjerojatnost oksidacije i degradacije materijala (Ensminger,
1988). Najcesce se primjenjuje za predtretiranje sirovine, a u novije doba provode se
ispitivanja istodobnog ultrazvu¢nog tretiranja i izdvajanja vode iz namirnice
vakuumiranjem.

Filtracija

Ultrazvuénom filtracijom povecava se stupanj protoka kroz filtar. Dva su
sprecificna  naina  djelovanja  ultrazvuka tijekom  procesa filtracije:
1. sonifikacija koja uzrokuje razbijanje aglomerata te tvorbu sitnijih Cestica 1 time
dovodi do brze filtracija, i
2. sonifikacija koja osigurava dovoljno vibracijske energije sustavu za odrzavanje
djelomi¢no suspendiranih cCestica u suspenziji, osiguravaju¢i na taj nacin vise
slobodnih “kanala* za izlazak tekucine, odnosno sprjecavajuci tvorbu filtarskog
kolaca.

Kombinirani utjecaj tih ucinaka uspjeSno se primjenjuje u poboljsavanju
vakuumske filtracije industrijskih mjesavina kao §to su otpadne vode (KyllGnen i
sur., 2006) te u proizvodnji vo¢nih ekstrakata 1 pi¢a (Mason i sur., 1996).
Homogenizacija

Provedena ispitivanja pokazala su da se tretiranje ultrazvukom uspje$sno moze
primjeniti u mljekarskoj industriji u procesu homogenizacije mlijeka u kojoj
kontunuirani ultrazvu¢ni homogenizatori pokazuju visoku ucinkovitost te znatno
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nize trosSkove zbog manje potroSnje energije u usporedbi s klasi¢nim
homogenizatorima.

Bosiljkov (2011) je ultrazvukom tretirao mlijeko (sojino, kravlje, ovéje i1 kozje
mlijeko) te su kombinacijom razliCitih parametara (amplituda, vrijeme i promjer
sonde) dobivene vrlo stabilne emulzije. Utvrdeno je da nakon uspjeSne
homogenizacije primjenom ultrazvuka mlijeko ostaje u svom izvornom obliku,
nepromjenjenog kemijskog sastava (Bosiljkov i sur., 2013)

Ubrzavanje procesa ekstrakcije

Ekstrakcija organskih tvari, koje sadrzavaju dijelovi biljaka i zrna, otapalom
znatno je poboljSana upotrebom ultrazvuka visoke snage. Mehanicki ucinci
ultrazvuka osiguravaju vee prodiranje otapala u stani¢ne materijale te poboljSavaju
transfer mase. Dodatna korist upotrebe ultrazvuka visoke snage u procesima
ekstrakcije ogleda se u osteCenju bioloskih stani¢nih stijenki i time poboljSanju
otpustanja sadrzaja.

Ultrazvuk moZe poboljSati postojee mehanizme ekstrakcije te omoguciti nove
mogucénosti komercijalne ekstrakcije (Drmic¢ i Jambrak, 2010).

Albu i sur. (2004) su proveli ekstrakciju karozinske kiseline iz biljke ruzmarina
( Rosmarinus officinalis) koriste¢i razna otapala. Ekstrahirani su i suhi i svjezi listovi
biljke pri istoj temperaturi. Rezultati su pokazali da su se primjenom ultrazvuka
prinosi povecali te da je smanjeno vrijeme ekstrakcije.
Emulgiranje

Jedna od prvotnih upotreba ultrazvuka u prehrambenoj industriji bila je vezana za
proces emulgiranja. Stabilne emulzije dobivene ultrazvukom koriste se u brojnim
granama industrije kao Sto su: tekstilna, farmaceutska, kozmeticka te prehrambena
industrija. Takve su emulzije obi¢no stabilnije od onih konvencionalno proizvedenih
i obi¢no zahtjevaju vlo malo, ili nimalno, surfaktanata (tvari koje smanjuju
povrsinsku napetost) (Mason i sur., 1996). Dobivene emulzije imaju manju veli¢inu
kapljica u usporedbi s emulzijama dobivenim drugim metodama (Herceg i sur.,
2009). U prehrambenoj industiji emulgiranje primjenom ultrazvuka se koristi pri
proizvodnji voénih sokova, majoneze te ketchupa , pri homogenizaciji mlijeka te za

inkapsulaciju arome (Cheamt i su., 2010).

12



2.3. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH KOMPONENTI

Ekstrakcija je tehnoloSka operacija potpunog ili djelomicnog odjeljivanja smjese tvari koje

imaju nejednaku topivost u razli¢itim otapalima (Raso i sur., 1995).
Opcenito za ekstrakciju vrijedi slijedece (Eskilsson i Bjorklund, 2000):

e Kod ekstrakcije ¢vrstih tvari treba povecati povrSinu uzajamnog djelovanja medu
fazama (usitnjavanjem i homogenizacijom)
e Kod ekstrakcije u sredini treba povecati brzinu gibanja faza

e Prilikom povecanja koli¢ine tvari treba produljiti vrijeme trajanja ekstrakcije

Za vrijeme mirovanje odvija se prijenos mase, tj. otopljenje tvari prelaze iz namirnice u
otapalo.

Prijenos mase odvija se u 3 stupnja:
1. Zeljena komponenta se otapa u otapalu
2. Smjesa otopljene tvari i otapaa prelazi iz namirnice na povrsinu

3. Otopljena tvar se rasprSuje u volumenu otapala (Raso i sur., 1995).

Osnovni faktori koji utjeCu na ekstrakciju su temperatura, pH vrijednost, veli¢ina Cestica i

vrsta otapala (Wang i sur., 2006).

Izbor otapala za ekstrakciju ovisi o vrsti 1 svojstvima komponente koju se zeli ekstrahirati

prilikom izbora potrebno je uzeti u obzir (Albu i sur., 2004):

e Polarnost

e Tocku klju¢anja — treba biti §to niza, da olakSa odvajanje otapala od komponente

e Reaktivnost — otapalo ne smije reagirati sa ekstraktom, niti se smije razgradivati

e Viskozitet — otapalo mora imati nizak viskozitet

e Stabilnost otapala na toplinu, kisik i svjetlo

e Sigurnost pri upotrebu — po mogucnosti otapalo mora biti nezapaljivo, neskodljivo za
tehnicara 1 konzumenta te prilikom odlaganja ne smije ugrozavati okoli$

e Mora biti dostupno u dovoljnim koli¢inama

e Cijena— mora biti jeftino

e Pogodnost za ponovnu upotrebu.
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Nakon provedene ekstrakcije otapalo je potrebno ukloniti 1 to uz pomo¢ grijanja, destilacije,

otparavanja ili neke druge prikladnije operacije.

Fenolne komponente hrane i1 prehrambenih proizvoda su stekle veliku popularnost
otkrivanjem njihove karakteristicne antioksidativne aktivnosti te potencijalno korisnih
ucinaka koje mogu imati na ljudsko zdravlje, od prevencije raka do prevencije
kardiovaskularnih bolesti (Pearson i sur., 1999). Opcenito, voce i povrée je najvazniji izvor

razlicitih tipova korisnih fenolnih komponenti (Markowski i Plocharski, 2006).

2.3.1. METODE EKSTRAKCIJE BIOAKTIVNIH KOMPONENTI

Konvencionalne metode ekstracije su dugotrajne te zahtjevaju vecu koli¢inu otapala. U
konvencionalne metode spada ekstrakcija otapalima, perkloracija, maceracija i Soxlet

ekstrakcija.

Abou-Arab i sur. (2010), u som su istrazivanju ispitivali ucinkovitost razli¢itih
konvencionalnih metoda ekstrakcije steviol glikozida iz lis¢a stevije, i to koriStenjem a) vode,
b) metanola i ¢) metanola/vode (4:1), te su ustanovili da se koriStenjem vode u ekstrakciji
dostize ucinkovitost od 98% ekstrahiranih steviozida te se tako dobiva prirodni produkt bez

koristenja kemijskog otapala.

Novi naéini procesiranja hrane mogu u potpunosti zamijeniti pojedine standardne operacije,
a pri tome se dobivaju proizvodi bolje kakvoce, postize se uSteda energije i skracuje trajanje
tehnoloskog procesa . Prvenstveno zbog potrebe za povecanjem produktivnosti ekstrakcijskih
postupaka, koriste se nekonvencionlne ekstrakcijske metode §to se pokazalo velikim
napretkom u doprinosu i kvaliteti ekstrahiranih komponenti. Suvremene tehnike ekstrakcije
bioaktivnih komponenti biljaka ukljucuju ekstrakciju mikrovalovma, ultrazvukom (UAE) i

superkriti¢cnom teku¢om ekstrakcijom (Herceg i sur., 2009).
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» METODA EKSTRAKCIJE PRIMJENOM MIKROVALOVA

Mikrovalovi su dio elektromagnetskog zracenja frekvencije od 2450 MHz u
frekvencijskom rasponu od 1 GHz do 300 GHz (Wnag i Weller, 2006). Primjena
mikrovalova u prehrambenoj industriji je Siroka, koriste se za pecenje, zagrijavanje,
suSenje, odmrzavanje, blansSiranje, dehidraciju te za pasterizaciju i sterilizaciju.

U novije vrijeme svoj razvoj je dozivila i ekstrakcija primjenom mikrovalova
(mikrovalna ekstrakcija). Mikrovalna ekstrakcija se primjenjuje za analizu tragova
organskih spojeva u krutim uzorcima, za ckstrakciju biomolekule kao $to su
flavanoidi, kofein te polifenolni spojevi.

U primjeni postoje dvije vrste sustava mikrovalne ekstrakcije:

-ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i temperaturi te;
-ekstrakcija u mikrovalnim peénicama pri atmosferskom tlaku (Kaufmann i Christen,
2002).

Za provedbu mikrovalne ekstrakcije bitni faktori su izbor otapala te temperatura.
Izbor otapala ovisi o topljivosti ekstrakta, o interakciji izmedu otapala i matriksa te o
svojstvu otapala da apsorbira mikrovalove (Bousbia i sur., 2009). Otapala poput
etanola, metanola i vode dovoljno su polarna da bi se mogli zagrijati mikrovalnom
energijom (Brachet i sur., 2002). Uz otapalo vazan faktor je i temperatura. Opcenito,
poviSenje temperature ucinak ekstrakcij je bolji, no pri ekstrakcji termolabilnih

spojeva povisenje temperature moze dovesti do razgradnje termoosjetljivih supstanci
(Font i su., 1998).
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» METODA EKSTRAKCIJE PRIMJENOM ULTRAZVUKA

Ultrazvuk visoke frekvencije uslijed djelovanja kavitacije na stani¢ne stjenke
materijala, omogucuje vecée prodiranje otapala u materijal te takoder povecava prijenos
mase (Vinatour, 2001). Mehani¢ko djelovanje ultrazvuka osigurava bolji prelazak
otapala u stanicu, poboljSava prijenos mase te omogucava razbijanje stijenki stanice u
biljnom materijalu ¢ime se postize lakse otpuStanje stani¢nih sastojaka (Patist 1 Bates,
2007). Na taj nacin se ubrzava ekstrakcija te se povecava njena efikasnost kao $to je

prikazano u Tablica 1.

Smatra se da je ultrazvucna ekstrakcija jedan od najjednostavnijih tehnika
ekstrakcije jer je lako izvediva u laboratoriju (ultrazvu¢na kupelj). Usitnjeni uzorak se
pomijeSa sa pogodnim otapalom, stavlja u ultrazvu¢nu kupelj, gdje je unaprijed
podesena temperatura i vrijeme ekstrakcije (Garcia-Salas i sur., 2010). U odnosu na
obi¢nu ekstrakciju u€inak ekstrahiranja pomocu ultrazvuka je znacajno veci i1 krace

traje. Vecina se tvari ekstrahira u prvih 10 minuta prozracivanja.
Prednosti ultrazvuéne ekstrakcije nas klasicnim postupcima su :

o Skraceno vrijeme ekstrakcije

o Ekstrakcija se provodi pri nizim temperaturama i tlaku (moguca ekstrakcija
termolabilnih spojeva)

o Trosi se znatno manja koli¢ina otapala

o Ekoloski je prihvatljivija metoda (Wang i sur., 2006)

Postizanje veceg prinosa u ultrazvuénim procesima je od glavnog interesa sa
industrijskog stajalista. Upotreba ultrazvuka u ekstrakcijske svrhe iz skupih sirovina je
ekonomicna alternativa pred tradicionalnim procesima ekstrakcije (Garcia-Salas i sur.,
2010).
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Tablica 1. Primjeri poboljsanja performansi ekstrakcije koristenjem ultrazvuka (Vilkhu i sur.,

2008)

Uzorak Ultrazvuk Otapalo Performanse

Bademovo ulje UZV kupelj, 20 | Superkriti¢ni 30% poviSenje prinosa
kHz CO2 ili smanjenje vremena

redukcije

Biljni ekstrakti Mijesana kupelj, | Voda i etanol 34% povecanje prinosa

(komora¢,hmelj,neven,menta) 20 do 2400 kHz uz mijeSanje

Ginseng saponini Kupelj, 38.5 Voda, metanol i | Trostruko povecanje
kHz n-butanol brzine ekstrakcije

Pumbir Kupka, 20 kHz | Superkriti¢ni 30% povisenje prinosa

CO2 ili smanjenje vremena

redukcije

Sojini proteini

Kontinuirano,
20 kHz, 3 W po

gramu

Vodai luzina

(NaOH)

53% 123% povecanje
prinosa u odnosu na
ekvivalentne UZV

kupelji

Sojini izoflavoni

Kupelj, 24 kHz

Voda i otapalo

15% povecanje

ucinkovitosti ekstrakcije

Rutin Kupelj, 20 kHz | Voda i mentol | 20% povecanje u 30 min
Karnozinska kiselina Kupelj, 20 kHz i | Butanon i etil- | Redukcija u

40 kHz acetat ekstrakcijskom vremenu
Polifenoli, amino k. I kafein (zeleni Kupelj, 40 kHz | Voda Povecan prinos pri 65°C,

¢aj)

u usporebi sa 85°C
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2.4. STEVIJA

Stevia rebaudiana (Bertoni) je jedna od 200 razli¢itih biljna vrsta iz obitelji glavodiki
(Asteraceae) (Mishra i sur., 2010). To je kratkotrajna biljka koja cvjeta od sije¢nja do ozujka
na juznoj polutki. Posto je Stevia rebaudiana neotporna na mraz u Europi se moze uzgajati
kao jednogodisnja biljak (Lankes i Pude, 2008). Biljka preferira mokro tlo i zahtjeva toplu
suncanu poziciju. Odgovara joj suptropska klima s temperaturnim ekstremima izmedu 21 i
43°C te sa srednjom temperaturom 24°C. Zrela biljka dosegne 65-180 cm u visinu kada se

uzgaja i raste na plodnom tlu (Slika 9).

Komercijalni uzgoj stevije rasiren je U mnogim zemljama kao Sto su Paragvaj, Brazil, Koreja,
Meksiko, SAD, Indonezija, Tanzanija, Kanada, Kina i Japan. Stevia rebaudiana (Bertoni) je
poznata i pod nazivima stevija, slatki list, slatka biljka Paragvaja, medeni listovi i slatka biljka
(Madan i sur., 2010).

Slika 6. Stevia rebaudiana Bertoni (Madan i sur.,2010)
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2.5. SASTAV LISTA STEVIJE

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) se u mnogim zemljama svijeta upotrebljava kao
nekalori¢ni zasladiva¢ (Cardello i sur., 1994). Prah lista stevije bez ikakve posebne prerade je
iznimno siguran za upotrebu, nema kalorijsku vrijednost i 20-30 puta je sladi od Secera
dobivenog od Secerne trske. Primjena stevije preporuca se u raznim podrucjima proizvodnje
prehrambenih proizvoda, kao npr. u pekartvu, konditorskoj industriji, proizvodnji raznih pica i

napitaka i slicno (Madana i sur., 2010).

Lis¢e stevije je prirodni izvor diterpenskih glikozida: steviozida, steviolbiozida,
rebaudiozida (A, B, C, D, E, F) i dulkozida A (O'Brien-Nabors, 2012). Najzastupljeniji
steviol glikozid medu svima je steviozid (4-20%), a slijede ga rebaudiozid A (1-3%) te ostali
steviol glikozidi (Geuns, 2003).

Steviozid i rebaudiozid A su glavne slatke komponente od interesa proizvodaca. Omjer
steviozida 1 rebaudiozida A utjece na kvalitetu biljne biomase. Ako je u liS¢u prisutna jednaka

koli¢ina steviozida i rebaudiozida A okus gorcine ¢e biti uvelike smanjen (Mitchell, 2006).

Osim $to posjeduju svojstvo slatkoée steviol glikozidi su termostabilni spojevi ¢ak i na
temperaturi od 200°C, §to ih ¢ini pogodnim za kuhanje hrane (Lemus-Mondaca i sur., 2012) a

zbog svoje kemijske grade pokazuju izvrsnu topljivost u vodi (O’Brien-Nabors, 2012).

Nadalje, lisce stevije sadrzi i visoku koncentraciju fenolnih spojeva koji doprinose ukupnoj
antioksidativnoj aktivnosti (Barba i sur., 2014; Shukla i sur., 2012), i ostalim pozitivnim

uc¢incima fenolnih spojeva na zdravlje konzumenata (Madana i sur., 2010).

19



2.5.1. STEVIOZID

Steviozid je prirodni zasladiva¢ ekstrahiran iz listova stevije. To je diterpen glikozid
(C38He001s) (Slika 8). Poznat je po svojoj slatkoci, on je 250-300 puta sladi od saharoze (Kim
I sur., 2010). Steviozid je najprisutniji steviol-glikozid u steviji. Molekula steviozida je vrlo
stabilna u vodenim otopinama pri velikom rasponu pH i temperature (Virendra i Kalpagam,
2008). Istrazivanje Buckenhuskersa i Omrana (1997) su pokazala da steviozid posjeduje
izvrsnu stabilnost 100°C/1h pri pH vrijednosti 3-9,a li pri pH ve¢em od 9 dolazi do brze

razgradnje steviozida.

Prednosti koriStenja steviozida u prehrani su mnogobrojne: stabilan je, nekaloriCan,
osigurava dentalno zdravlje reduciranjem unosa Secera, povoljan je za dijabetiCare, pretile

osobe i osobe sa fenilketonurijom (Geuns, 2003).

CH HO

OH
COH

HO
HO

Slika 7. Molekula steviozida (De Muylder i sur., 1998)
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2.5.2. REBAUDIOZID A

Rebaudiozid A je poznat jos i kao Rebiana (C44H70023). Razlikuje izmedu rebaudiozida A i
steviozida po tome S§to on ima jednu molekulu glukoze vise. Bez obzira $to je u liS¢u stevije
prisutan u manjoj koncentraciji, rebaudiozi A znacajnije pridonosi ugodnom slatkastom okusu
od steviozida koji daje gorkast, opor okus (Mitchelle, 2006). Termodinamicka ravnoteza
rebaudiozida A u vodi pri 25°C iznosi 0,8%, a topljivost u etanolu iznosi 1,69% (Prakash,
2008).

U Tablici 1. prikazana je relativna slatkoc¢a diterpenskih glikozida iz lista stevije u odnosu

na standard slatkoc¢e saharoze (Puri i sur., 2011).

HO
OH

OH

OH

Slika 8. Moleukla rebaudiozida A (Anonymous 1)
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Tablica 2. Bioloska aktivnost komponenata stevije (Ahmed i sur., 2011)

Testirana Testirani organ i
Komponenta aktivnost Model Rezultat | napomene
testa | Doza
Steviozid, Rebaudiozid 2 g/kg
A-C, Steviolbiozid, 2 g/kg
Dulkozid A Toksi¢ni efekti Oralno, /
Misevi | 2 g/kg Inaktivan
2 g/kg
Steviol Genotoksic¢ni efekt | Oralno, 250 DNA Zeluca, jetre,
Misevi mg/kg bubrega i testisa
500 Inaktivan neoSteéen
mg/kg
1000
mg/kg
2000
mg/kg
Steviozid Mutagena aktivnost | Kultura | 50 mg Salmonella
stanica typhmurium TA98 &
Inaktivan TA100, in vitro, Ames
test
Steviol Mutagena aktivnost | Kultura | 2 mg Salmonella
stanica typhmurium TA98 &
Inaktivan TA100, in vitro, Ames
test
Steviozid Anti-reproduktivna | Oralno, | 0.5 Bez abnormalnosti u
aktivnost Zenke a/kg rastu i fertilnosti, nema
hrcka 1g/kg efekta na trudnocu niti
2.5 Inaktivan | fetalnih abnormalnost
g/kg
Anti- Steviozid sa glukozom
hiperglikemijska potiskuje odgovor na
aktivnost glukozu, povecan
inzulinski odgovor i
Steviozid v 0.2 Aktivan | potisnut nivo
Stakori g/kg glukagona kod
dijabetesa tipa Il
Anti- Kod stakora sa
hiperglikemijska dijabetesom tip Il,
aktivnost steviozidi imaju anti-
hiperglikemijski efekt,
Steviozid Oralno, 0.025 Aktivan | poboljsavajuci prvu
a/kg fazu inzulinskog
Stakori odgovora i

potiskivanjem razine
glukagona
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal

Za ekstrakciju steviol glikozida koriSteno je liS¢e biljke Stevia rebaudiana Bertoni, prethodno
osuseno u sus$nici na cca 90% suhe tvari. Suho liS¢e je pakirano u dobro zatvorene plasti¢ne
vre¢ice 1 do provedbe pokusa Cuvano u tamnom prostoru pri sobnoj temperaturi. Za

provodenje ekstrakcija odvagano je oko 5+ 0,0001g djelomi¢no usitnjenog suhog lisca.

3.2. Metode ekstrakcije

3.2.1. Ekstrakcija vodom u aparaturi po Soxhletu

Aparatura po Soxhletu sastoji se od tri glavna dijela: perkloratora (grija¢ za vodu i
refluks) u kojem cirkulira otopina, cilindra i mehanizma sifona koji periodi¢no prazni
cilindar. Uzorak koji sadrzi komponentu za ekstrakciju Se stavi U papirnatu ¢ahuru i potom u
cilindar, a otapalo u tikvicu koja se nalazi iznad izvora topline. Soxhlet ekstraktor se nalazi

iznad tikvice, a na vrhu ekstraktora se nalazi vodeno hladilo za refluks (James, 1995).

Odvagani uzorak (5 £ 0,0001g) prenese se u kartonsku ¢ahuru aparata po Soxhletu (Slika
13.) i zastiti slojem Cciste vate. U okruglu tikvicu ulije se 100mL destilirane vode i vrsi
ekstrakcija u trajanju od 3 sata. Po zavrSetku ekstrakcije uzorak se prelije u tikvicu 1 kao takav

je spreman za analizu.
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Slika 9. Aparatura po Soxhletu (Anonymous 2,2013)

3.2.2. Ekstrakcija primjenom ultrazvuka visokog intenziteta

Ultrazvuéni procesor koristen je u ovom istrazivanju je model S-4000, proizvoda¢ Misonix
Sonicators, Newtown, USA. Znacajke procesora su: 600 W maksimalne izlazne snage, 100-
240 V strujnog napona, 50-60 Hz, frekvencija ultrazvuka od 20 kHz. Uzorci su tretirani

ultrazvuénom sondom promjera 12,7 mm, a izlazna snaga kontrolirana je amplitudom.

Uzorak se odvagne (5 = 0,0001g) 1 prenese u ¢asu od 250 mL u kojoj se nalazi 100 mL
destilirane vode prethodno zagrijane na temperaturu pri kojoj ¢e se provoditi ekstrakcija. U
pokusima je mijenjano vrijeme tretiranja ultrazvukom, amplituda i temperatura otapala
(destilirane vode). Korekcija temperature provedena je na nacin da se ¢asa sa uzorkom lista
setvije nalazila u vodenoj kupelji u koju se dodavao led kako temperatura ne bi porasla iznad
zadane temperature ekstrakcije pod utjecajem ultrazvuka. Nakon tretmana uzorak se hladi na

sobnu temperaturu i profiltrira preko filter papira.

24



Uvijeti ekstrakcije rebaudiozida i steviozida pomocu ultrazvuka visokog intenziteta

prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti ekstrakcije pomocu ultrazvuka

Uzorak Vrijeme(min) Amplituda(pum) Temperatura(°C)
1 10 120 35
2 20 90 95
3 30 120 55
4 10 60 95
5 20 120 45
6 20 90 45
7 10 90 45
8 20 90 45

3.3. Metoda analize

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je jedan od naj¢e$¢ih metoda za
identifikaciju, kvantifikaciju 1 prociS¢avanje smjese spojeva. Bazira se raspodijeli
komponenata smjese izmedu adsorbensa (stacionarna faza) i otapala (pokretna faza). HPLC se
upotrebljava kod razli¢ith podru¢ja istraZzivanja kao $to su analiza slozenih smjesa, ¢iS¢enje
kemijskih spojeva, razvoj procesa za sintezu kemijski spojevi, izoliranje prirodnih spojeva
(bakovi¢, 2015).
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Slika 10. Uredaj za HPLC analizu, 1100 Seria (Anonymous 3)

Provodenje analize

Uzorci su, nakon tretiranja ultrazvukom, analizirani pomocu tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography - HPLC).
Kromatografski uvjeti koji su koriSteni za odredivanje steviozida i rebaudiozida A u ekstraktu

stevije su:

e Instrument: HPLC, 1100 Seria, HP (Agilent)

e Kolona: SUPELCOSIL LC-18-RP 25¢cm x 4,6mm, Sum
e Detektor: DAD

e Mobilna faza: a) voda, b) acetonitril

e Eluiranje: gradijentno (Tablica 5.)

e Protok: 0,750ml/min

e Temperatura kolone: 40°C

e Volumen injektiranja: 20pul

e Standardi: rebaudizid A Sigma, Steviozid Chromadex
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Tablica 4. Brzina eluiranja mobilne faze B

Vrijeme(min)

Mobilna faza B (ml)

0:00 0,0

10:00 28,00
25:00 28,00
35:00 72,00
50:00 72,00
52:00 0,00
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U radu su primjenjene dvije tehnike ekstrakcije steviol glikozida: ekstrakcija u aparaturi po
Soxhletu i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visoke frekvencije. Prikazani rezultati,
dobiveni analizom ekstrakata uz primjenu HPLC tehnike, predstavljaju ukupnu koli¢inu

steviol glikozida (steviozida i rebaudiozida) kod oba nacina ekstrakcije.

Ekstrakcija u aparaturi po Soxhletu trajala je 3 sata. Odvagana masa suhih djelomi¢no
usitnjenih listova stevije (5+0,0001g) ekstrahirana je destiliranom vodom (100 mL). U ovom
ekstraktu zabiljeZena vrijednost steviol glikozida iznosila je 69940 mg/kg suhog lista stevije
(oko 7%) (Tablica 5). Dobivena vrijednost za udio steviol glikozida je neznatno niza u
odnosu na podatke koje navode drugi autori, koji iznose 7,6%, odnosno 12,9 % ( Gardana i
sur, 2010; Goyal i sur., 2010). U ovim istrazivanjima pokazalo se da je prisutan veci udio
steviozida (5,8 i 9,1%) nego rebaudiozida A (1.8 i 3,8%). Geuns (2003) u svom radu navodi
da je steviozid prisutan u koli¢ini 4-20%, a rebaudiozid A 1-3%. Navedene razlike mogu se
pripisati prvenstveno tehnici ekstrakcije i kvantifikacije ali i kvaliteti i stupnju suhoce lista

stevije.

Tablica 5. Rezultati ekstrakcije vodom u aparaturi po Soxhletu

Uzorak odvaga/g V/mL S+R mg/mL mg/kg

B 5,0043 100 3,5 69940

Kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visoke frekvencije mijenjani su uvjeti pod
kojima se ona odvijala. Parametri koji su se mijenjali su: vrijeme tretiranja, amplituda i

temperatura ekstrakcije (Tablica 3), dok je za sve ekstrakcije primjenjena ista koli¢ina uzorka

(5+0,00019) i otapala (100 ml destilirane vode).

U Tablici 6. prikazane su odvagane mase suhog lista stevije, volumen otapala te udio
steviol glikozida (izrazeni u mg/ml ekstrakta i u mg/kg suhog lis¢a stevije) ekstrahiranih
primjenom ultrazvuka visokog intenziteta. Vrijednosti u ekstraktima kretale su se u rasponu
od 106557 do 120308 mg/kg suhog lista stevije, dok je srednja vrijednost iznosila 111978 mg/

kg ovisno o uvjetima ekstrakcije.
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Najveci udio steviol glikozida (120,308 g/kg) medu uzorcima tretiranim ultrazvukom
zabiljezen je u uzorku kod kojeg je ekstrakcija provedena u trajanju od 30 minuta, pri
amplitudi 120 um i temperaturi 55°C, dok je najmanji udio steviol glikozida (106,557 g/kg)
zabiljezen u uzorku kod kojeg je ektrakcija provedena u trajanju od 10 minuta, pri amplitudi
90 um i temperaturi 45 °C. Usporedbom uvjeta ekstrakcije (Tablica 3) i dobivenih rezultata
(Tablica 6) moze se zakljuciti da poveCanjem pojedinih parametara ekstrakcije dolazi do
povecanja udjela steviol glikozida, Sto je vidlivo posebice kod uzorka 3 kod kojeg su
vrijednosti navedenih parametara najvece te u skladu s time je zabiljezeno najviSe steviol
glikozida (120,3g/kg). Ipak se moze zamjetiti da su prema ovim rezultatima, veéi utjecaj imali

povecéanje vremena i temperature ekstrakcije nego $to je bio utjecaj povecanja amplitude.

Tablica 6. Odvagane kolicine uzoraka, volumen otapala i udio steviozida i rebaudiozida
(S+R) ekstraktima dobivenim primjenom ultrazvuka

Uzorak Odvaga/g V/mL S+R (mg/mL) S+R (mg/kQ)
1 4,9881 100 5,4 108258
2 4,9846 100 5,8 116358
3 4,9872 100 6,0 120308
4 4,9422 100 5,5 111286
5 5,0224 100 55 109509
6 5,0225 100 5,7 113489
7 5,0677 100 5,4 106557
8 5,0879 100 5,6 110065

Povecanje udjela steviol glikozida produZenjem vremena ekstrakcije ultrazvukom
navode u svom radu i Sic Zlabur i sur. (2015). Utjecaj temperature i vremena na udio
ekstrahiranog rebaudiozida ispitivali su Afandi i sur. (2013). Oni su kao otapala Koristili
razlicite udjele organskih otapala (kao npr. etanol, metanol, aceton ...) i zakljucili da se udio
ekstrahiranog rebaudiozida A povecava s vremenom trajanja ekstrakcije (do 2 sata) nakon
dega se ne mijenja. Porastom temperature do 50°C raste i udio rebaudiozida A, a pri vi§im

temperaturama dolazi do njegovog smanjenja.
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Slika 11. Graficki prikaz udjela steviozida i rebaudiozida u dobivenim ekstraktima stevije

Da bi se istaknuo utjecaj nacina ekstrakcije, prikazani su rezultati odredivanja udjela steviol
glikozida dobivenih klasi¢nim (Soxhlet) i suvremenim (ultrazvuk) postupkom ekstrakcije
(Slika 11). Prosjecna vrijednost udjela steviol glikozida u uzorcima dobivenim ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom bila znatno veée (oko 60 % ) od onoga u ekstraktu dobivenom
u aparaturi po Soxhletu. Sic Zlabur i sur. (2015) takoder su zabiljezili bolju ekstrakciju

steviol glikozida primjenom ultrazvuka u odnosu na ekstrakciju toplom vodom (do 24%).

Razlika u udjelu steviol glikozida medu uzorcima ekstrahiranim ultrazvukom visokog
intenziteta (Tablica 6. i Slika 11.) iznosila je oko 10%, ovisno o uvjetima ekstrakcije. Veci

rezultati zabiljeZeni su kod uzoraka ekstrahiranih ultrazvukom pri 55°C.

Dobiveni rezultati su pokazali da se suvremenim postupkom ekstrakcije postiZzu znatno bolji
rezultati u odnosu na klasi¢ni postupak (Sic Zlabur i sur., 2015). Takoder su i u skladu s
rezultatima koje su objavili Chandrapala i sur. (2012) koji navode da su parametri koji

znacajno utjecu na ekstrakciju ultrazvukom vrijeme, amplituda i temperatura ekstrakcije.
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5. ZAKLJUCAK

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti:

(@]

Sadrzaj steviol glikozida u suhom lis¢u stevije kretao se od 7 do 12 % ovisno o
postupku i uvjetima ekstrakcije.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visoke frekvencije pokazala se uspjeSnijom u
odnosu na ekstrakciju u aparaturi po Soxhletu.

Kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom pokazalo se da vrijeme, amplituda i
temperatura znacajno utjecu na udio ekstrahiranih komponenti. Prema ovim
rezultatima najznacajniji je utjecaj temperature, zatim vremena te amplitude.

Najbolji rezultat (120 g/kg suhog lista stevije) dobiven je primjenom slijede¢ih
parametara: vrijeme — 30 min, amplituda- 120um, temperatura- 55°C. To su ujedno i
najvece vrijednosti parametara primjenjenih u ovom eksperimentu.

Odabrana metoda ekstrakcije (Soxhlet/ ultrazvuk visoke frekvencije) imala je veci
utjecaj na udio ekstrahiranih steviol glikozida nego promjena uvijeta kod ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom.

Potrebno je provesti daljnja istrazivanja da bi se sa sigurnos¢u mogli utvrditi optimalni
uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visoke frekvencije.
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