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1. UVOD

Svijest o zagadenju okoliSa i pretjeranoj eksploataciji prirodnih resursa u industrijama raste te
se stoga istrazuju nove metode koje su u skladu s nacelima zelene kemije. Mnoge kemijske 1
prehrambene industrije jos uvijek koriste uobicajene tehnike ekstrakcije zbog €ije primjene dolazi do
emisije velike koli¢ine ugljikovog dioksida. Konvencionalne metode ekstrakcije spojeva iz biljnog
materijala koriste velike koli¢ine organskih otapala koja su Stetna za okoli$, jer se ne mogu razgraditi
do biorazgradivih jedinica. Nove metode ekstrakcije, netoplinske metode, koriste temperature
tretmana do 35 °C, dok se kod konvencionalnih metoda primjenjuju visoke temperature (vise od 60
°C). Uz brojne prednosti netoplinskih metoda, bitna stavka je kratko vrijeme ekstrakcije i brze
dobivanje rezultata analiza, za razliku od konvencionalnih metoda ekstrakcije. Jedna od spomenutih
netoplinskih metoda jest i ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektriénim praZnjenjem, tj.
tretman hladnom plazmom. Zbog ekoloSke osvijeStenosti, u ovom su radu koriStena tzv. ,,zelena
otapala" — voda i etanol, koja su pogodna za ekstrakciju fenolnih spojeva. Fenolni spojevi su vrlo
¢esto prouCavani i ekstrahirani iz biljnih materijala zbog svoje antioksidacijske aktivnosti koja im
omogucuje sposobnost ,hvatanja“ slobodnih radikala, sprjeCavanja oksidacijskog stresa te imaju
djelotvoran ucinak na ljudsko zdravlje. Uzorci koriSteni za ekstrakciju su majcina duSica i ruZmarin,
autohtone mediteranske biljke koje se svrstavaju u ljekovite biljke. Ljekovite biljke su definirane kao
biljne sorte i vrste, ¢iji jedan ili viSe dijelova sadrZi bioloSki aktivnu tvar koja se moze koristiti u
terapijske svrhe. Pronalazenjem novih nacina ekstrakcije moZe se doc¢i do kvalitetnog ekstrakta uz
koriStenje alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih materijala te smanjenje potroSnje energije.
Primjena naprednih netoplinskih tehnika i ,,zelenih otapala" u sklopu je Agende 2030. i u skladu sa
smjernicama odrzivog razvoja. Odrzivost i budu¢i razvoj je u zelenoj kemiji te je potrebno osmisliti
procese i ponovo iskoriStavanje nusprodukata kojima bi se smanjila upotreba supstanci Stetnih za

zdravlje ljudi i okoliSa, uz istovremeno povecanje iskoriStenja procesa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 MAJCINA DUSICA

Majcina dusica (Slika 1.) je aromatska ljekovita biljka iz porodice Lamiaceae. Naziva se
jo$ 1 babina duSica, divlji bosiljak, Cubri¢, duSica, duSi¢ka, materina duSica, materinka, papric,

popovac, tamjanika, timijan, vrisak (Willfort, 2002).

Biljka je trajni polugrm, visine oko 30 cm sa slabo odrvenjelom, uspravnom ili puzavom
stabljikom. Stabljika je okrugla ili Cetverouglasta, prekrivena dlakama (Willfort, 2002).
Listovi su joj nejednakog oblika, veli¢ine od 5 do 15 mm. Listovi mogu biti linearni do okruglasti,
jajasti ili pak gotovo kozasti. Na listovima, posebno na nali¢ju lista, vidljive su smede tockice koje
predstavljaju Zlijezde s etericnim uljem (KusStrak, 2005). Boje cvjetova variraju od svjetlocrvenih
do tamnocrvenih, a cvjetovi su vrlo mali te se razvijaju na vrhovima ogranaka, a skupljeni su u

okruglaste cvatove (Willfort, 2002).

Cvatnja se odvija od sredine svibnja do sredine rujna. U vrijeme cvatnje sakuplja se
nadzemni izdanak. OdsijecCe se gornja trecina stabljike s cvjetovima. Nepotrebno je Cupati biljku s
korijenom jer se aktivne komponente nalaze u listovima i u cvjetovima. Sabrani materijal se susi u
tankom sloju na prozranome mjestu ili u suSionici na temperaturi do 40 °C, a ¢uva se u hermeticki

zatvorenim posudama (Gelencir, 1991).

Eteri¢no ulje maj¢ine dusice sadrzi komponente koje su dokazani antibiotici i dezinficijensi

te se koristi za ublaZavanje bolova kod reumatizma, gihta 1 iSijasa. Ima veliki znacaj u lije€enju



kaslja, bronhitisa i upala gornjih diSnih puteva. IstraZivanja potvrduju i snaZznu antioksidativnu
aktivnost ekstrakta zahvaljujuéi sinergizmu brojnih fenolnih komponenata (Cancarevi¢ i sur.,
2013). Majcina duSica poticCe apetit zbog gorkih tvari i ugodna aromaticna okusa zbog Cega se
Cesto koristi kao zacin. Miris umiruje vegetativni Zivcani sustav, pa se ¢esto koristi u aromaterapiji,

kao psihoterapeutik, kod odraslih osoba i djece (Galle Toplak, 2005).

Suha tvar maj€ine duSice ¢ini 92% ukupne mase, a pepeo 13 %, 2% cjelokupne mase biljke

(Savi¢ i sur., 2008). Kemijski sastav maj¢ine dusSice prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav majc¢ine duSice na 100 g (Savi¢ i sur., 2008)

Kemijski sastav maj¢ine dusice (7. serpyilum) na 100 g
suha tvar 92 g Lkalcij 21mg vitamin A 175 mg
ugljikohidrati 440 fosfor 0.9 mg tamin 51mg
celuloza 243 zeljezo 0.1g riboflavin 0.4 mg
lipidi 4.6 natrij 0.1 mg niacin 4.9 mg
proteini 6.8 g kalij 0.9 mg vitamin C 12 mg

Od fenolnih monoterpena sadrzi najvise timola i karvakrola. Neki kemotipovi sadrZe citral,
1,8-cineol, linalol, linalilacetat, borneol te geraniol. Takoder sadrzi i fenolne kiseline: ruzmarinsku,
klorogensku 1 kafeinsku kiselinu. Od kemijskih spojeva zastupljeni su i flavonoidi: glikozidi
apigenina 1 luteolina (luteolin-7-O-glukozid, apigenin-7-O-glukozid), flavonol: kvercetin,
flavonon: eriocitrin, flavoni: luteolin, apigenin, triterpenske kiseline: ursolna, oleanolna kiselina,

timokinon, te tanini (do 7%) (Galle Toplak, 2005).



2.2 RUZMARIN

Slika 2. RuZzmarin (Rosmarinus Officinalis L.) (Martini¢, 2003)

RuZmarin (Slika 2.) raste kao razgranati, zimzeleni grm koji moZe narasti i do dva metra
visine. Postoje i puzajuci, odnosno niski oblici koji se mogu saditi kao pokrivaci tla. Ima kozaste,
¢vrste, sjajne listove duzine 2-3 cm. Gornja strana lista je tamnozelena, a nali¢je je svijetlozeleno.
Vrijeme cvata je od oZujka do listopada, a cvjetovi su mali ,od blijedoplave do ljubicaste boje.
Ukoliko se listovi protrljaju medu prstima, ispustit ¢e intenzivan, jak miris. Cijela biljka je

aromaticna, a koli¢ina ulja u biljci ovisi o klimi i poloZaju na kojemu raste (Markovi¢, 2010).

RuZmarin je biljka sredozemnog podneblja iz porodice usnaca. Za ekstrakciju bioaktivnih
komponenti koriste se iglicasti listovi. Eteri¢no ulje ruZmarina u najvecoj mjeri sadrzi 1,8-cineol, a-

pinen, kamfor, kamfen, borneol, bornil acetat i kariofilen (Fu i sur., 2007).

Antropolozi 1 arheolozi su prona$li dokaze o primjeni ruzmarina za ljekovite, kulinarske 1
kozmeticke svrhe joS na podrucju staroga Egipta, Mezopotamije, Kine 1 Indije, dok je danas njegova
primjena rasprostranjena po cijelome svijetu. Ekstrakt ruzmarina Kkoristi se u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji, jer sadrZi brojne antioksidanse i fenolne spojeve zbog Cega se Cesto

primjenjuje u lijecenju razlicitih bolesti (Cuvelier i sur., 1996; Fadel i El-Massry, 2000).

U prehrambenoj industriji ruzmarin se koristi kao zacin, posebno u proizvodima s mastima,
mesom i juhama, za poboljSanje okusa i organoleptickih svojstava. Takoder se koristi i u kozmetickoj

1 farmaceutskoj industriji za proizvodnju parfema i sapuna (Calin-Sanchez i sur., 2011).



Za antioksidacijski kapacitet ruzmarina odgovorni su fenolni diterpeni, flavonoidi i fenolne
kiseline (Nakatani i Inatani, 1984; Aruoma i sur., 1997; Cuvelier i sur., 1996; Bicchi i sur., 2000), od
kojih se posebno istiu karnozinska kiselina 1 karnozol, abietanski diterpeni, ruZmarinska kiselina i
esteri hidroksicimetne kiseline (Wellwood i Cole, 2004; Pefiuelas i Munné-Bosch, 2005). Lisce
ruzmarina sadrzi fenolne kiseline: 2-3 % ruZzmarinske, klorogenske i kafeinske kiseline, fenolne
diterpenoidne spojeve: do 4,6 % karnozola, rozmaridifenola, rozmanola, triterpenoidne kiseline:
oleanoli¢nu kiselinu, ursoli¢nu kiselinu; flavonoide: apigenin, luteolin, nepetin, nepitrin; tanine 1

eteri¢na ulja (1,2-2,5 %) (Bele i sur., 2010).

2.3 POLIFENOLI

Polifenoli su glavni biljni sekundarni metaboliti, strukturno izuzetno raznoliki, bitni za
razli¢ite funkcije u biljkama, odgovorni za glavna organoleptic¢ka i nutritivna svojstva hrane, dobiveni
iz biljaka i korisni za brojne prakticne primjene. Znanstvenici i proizvodaci pokazuju sve vece
zanimanje za polifenole. Glavni razlog za veliki interes je prepoznavanje antioksidativnih svojstava
polifenola, zatim velika prisutnost u prehrani i njihova vjerojatna uloga u prevenciji raznih bolesti
povezanih s oksidativnim stresom, kao Sto su degenerativne bolesti poput raka, kardiovaskularnih
bolesti i neurodegenerativnih oboljenja. Ucinci polifenola na zdravlje ovise o unesenoj koli¢ini i

njihovoj bioraspolozivosti (Manach i sur., 2004).

Jaki su antioksidansi koji nadopunjuju i dodaju funkcije antioksidativnim vitaminima i
enzimima kao obranu od oksidativnog stresa uzrokovanog viSkom reaktivnih kisikovih 1 duSikovih
vrsta. lako se vecina dokaza o antioksidacijskoj aktivnosti polifenola temelji na in vitro studijama,
sve viSe dokaza ukazuje na to da oni mogu djelovati na nacine izvan antioksidativnih funkcija in vivo.
Mogu neutralizirati slobodne radikale donirajuci elektron ili atom vodika. Visoko konjugirani sustav 1
odredeni obrasci hidroksilacije, kao $to je 3-hidroksi skupina u flavonolima, smatraju se vaznim u
antioksidacijskim aktivnostima. Polifenoli potiskuju stvaranje slobodnih radikala, ¢ime se smanjuje
brzina oksidacije inhibicijom ili deaktiviranjem aktivnih vrsta i prekursora slobodnih radikala (Tsao,

2010).



2.3.1.  Kilasifikacija polifenola

Polifenoli predstavljaju jednu od najbrojnijih 1 najrasprostranjenijih skupina prirodnih
proizvoda u biljnom svijetu. Trenutno je poznato vise od 8000 fenolnih struktura, a medu njima je
identificirano preko 4000 flavonoida. Iako su polifenoli kemijski karakterizirani kao spojevi s
fenolnim strukturnim znacajkama, ova skupina prirodnih proizvoda je vrlo raznolika i sadrZi nekoliko
podskupina fenolnih spojeva. Raznolikost i Siroka raspodjela polifenola u biljkama dovela je do
razli€itih nacina kategorizacije tih spojeva koji se pojavljuju u prirodi. Polifenoli su klasificirani
prema izvoru porijekla, bioloskoj funkciji i kemijskoj strukturi. Takoder, vec¢ina polifenola u
biljkama postoji kao glikozidi s razliitim jedinicama Secera i aciliranim Secerima na razliitim

poloZzajima polifenolnih kostura (Tsao, 2010).

Ovi spojevi mogu se svrstati u razlicite skupine po broju fenolnih prstenova koje sadrze i
strukturnim elementima, koji vezuju ove prstenove jedan za drugog. Tako postoje razlike izmedu
fenolnih kiselina, flavonoida, stilbena 1 lignana (Slika 3). Flavonoidi, koji imaju zajednic¢ku strukturu
koja se sastoji od 2 aromatska prstena (A i B) koji su medusobno vezani s 3 ugljikova atoma koji
tvore oksidirani heterociklicki prsten (prsten C), mogu se sami podijeliti u 6 podrazreda po
heterociklickim skupinama: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidi i flavanoli (katehini
1 proantocijanidini). Osim ove podjele, polifenoli se povezivati s razli¢itim ugljikohidratima 1

organskim kiselinama ili medusobno (Manach i sur., 2004).
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Slika 3. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009)

24 ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidansi predstavljaju skupinu razli¢itih prirodnih spojeva koji imaju bitnu ulogu u
zastiti od Stetnog djelovanja slobodnih radikala na nacin da neutraliziraju ve¢ nastale slobodne
radikale ili sprjeCavaju njihovo nastajanje. Antioksidansi mogu biti enzimi ili razliite male
neenzimske molekule kao Sto su npr. fenoli, glutation, askorbinska kiselina koji posljedi¢cno mogu
biti od velike vaznosti u prevenciji mnogih bolesti (Shi i sur.,, 2001). Kemijske strukture

antioksidanasa prikazane su na Slici 4.



Antioksidansi djeluju na 2 nacina:
1. HAT (eng. Hydrogen Atom Transfer) - hvataju slobodne radikale, donirajuci atom vodika

2. SET (eng. Single Electron Transfer) - prenose 1 elektron, da bi reducirali metalne ione, radikale i

karbonile

OH

OH HO
a

OH ] =X OH
OH OCH-

Slika 4. Kemijske strukture antioksidanasa (Aytul, 2010)

Antioksidansi su odgovorni za zaStitu biljnih stanica u kojima se nalaze, za odrZavanje
kvalitete voca, povréa i opc¢enito biljnih materijala te imaju pozitivan uc¢inak na zdravlje ljudi koji
konzumiraju voce i povrée bogato antioksidansima. Postoje epidemioloski dokazi koji upucuju na
povezanost prehrane bogate antioksidansima sa smanjenim rizikom od razvoja bolesti (Kaur i Kapoor
2001). Antioksidansi i enzimski sustavi uklju€eni u njihovu sintezu i regeneraciju, Stite stani¢ne

membrane 1 organele od oSte¢enja uzrokovanih Stetnim uc¢incima reaktivnih kisikovih ¢estica (ROS).

ROS nastaju i tijekom normalnog stanicnog metabolizma, dok se pojacano stvaraju u uvjetima
stresa uslijed nepovoljnog djelovanja razli€itih biotickih 1 abiotickih cCinitelja. ROS uzrokuju
oksidativna oStecenja lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Stoga, antioksidansi, koji mogu
neutralizirati slobodne radikale, mogu biti od velike vaZnosti u prevenciji tih bolesti. Flavonoidi i
drugi biljni fenoli, kao Sto su fenolne kiseline, tanini, lignani i lignini, posebno su vazni antioksidansi
jer oni obi¢no imaju visok redoks potencijal (Kahkonen i sur., 1999). Supstituenti na aromatskom
prstenu utjeCu na stabilizaciju molekula, pa razliCite fenolne kiseline pokazuju razli¢itu mo¢
uklanjanja slobodnih radikala (Robbins, 2003). Utvrdeno je da antioksidativna sposobnost fenolnih
kiselina raste s brojem hidroksilnih grupa u aromatskom prstenu, dok hidroksilne grupe u orto- i

para- polozaju doprinose jacoj antioksidativnoj 1 antiradikalskoj aktivnosti (Sroka, 2005).



Studije su pokazale da mnoge biljke imaju kemijske komponente i bioloSku aktivnost koja
potice odredeno pozitivno fiziolosko djelovanje i stoga se mogu koristiti za lijeCenje razli¢itih bolesti.
Najvazniji od tih bioaktivnih komponenata biljke su alkaloidi, tanini, flavonoidi i fenolni spojevi
(Omale 1 sur., 2008). Antiradikalni antioksidanti djeluju tako Sto donose vodikove atome lipidnim
radikalima. Radikali dobiveni iz antioksidansa s molekularnim strukturama, kao S$to su fenoli,
stabilne su vrste i djeluju povoljno na nacin da ¢e zaustaviti oksidacijsku lancanu reakciju. Za
procjenu antioksidativne aktivnosti odredenih spojeva ili ekstrakata, potonji reagiraju sa stabilnim

radikalom, 2,2-difenil-pikrilhidrazilom (DPPH) u otopini metanola (Brand-Williams i sur., 1995).

Spektrofotometrijske metode su najces¢e metode koriStene za odredivanje antioksidativne
aktivnosti hrane, pi¢a i drugih kompleksnih uzoraka ili individualnih komponenti. One se zasnivaju
na spektrofotometrijskom prac¢enju promjene koncentracije nekog od reaktanata ili produkata u
reakciji antioksidanasa sa slobodnim radikalima. U najcesc¢e koristene spektrofotometrijske metode
ubrajaju se DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS/TEAC (2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina/Trolox Equvivalents Antioxidant Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) 1 Folin—Ciocalteu (FC) metoda za odredivanje ukupnih fenola, koja se svrstava u
antioksidativne metode jer odreduje ukupan redukcijski kapacitet uzorka (Sikorski i Kolakowska,

2011).

Trolox je antioksidans poput vitamina E, a koristi se u bioloskim ili biokemijskim primjenama
za smanjenje oksidacijskog stresa ili oSte¢enja. Antioksidacijska aktivnost najcesce se opisuje TEAC
vrijednoS¢u (Trolox ekvivalent antioksidacijske aktivnosti od eng. ,,Trolox equivalent antioksidant
activity*), koja je definirana kao koncentracija otopine, izraZzena u mmol L™, u vodi topljivog analoga
vitamina E, Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) ekvivalentne
antioksidacijske aktivnosti kao i 1 mmol L! otopina ispitivanog fenolnog spoja (Miller i Rice-Evans,
1996). Trolox ekvivalent se najceS¢e mjeri pomocu ABTS dekolorizacijskog testa. TEAC test koristi
se za mjerenje antioksidativnih kapaciteta hrane, pi¢a i dodataka. FRAP (eng. Ferric Reducing

Antioxidant Power) je test antioksidativnih svojstava koji koristi Trolox kao standard.

2.5 EKSTRAKCIJA ,,ZELENIM OTAPALIMA*

Ekstrakcija je postupak potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje imaju

nejednaku topivost u razli¢itim otapalima. Ona je obi¢no prvi korak u izolaciji polifenolnih spojeva iz
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biljnih materijala (Dai i Mumper, 2010). Za odabir otapala bitne su sljedece karakteristike: visoka
selektivnost tj. da dobro otapa klju¢ne komponente, a da ne otapa druge sastojke, nemjesljivost
primarnog i sekundarnog otapala, jednostavna regeneracija, velika razlika gustoCa, siguran rad,
nereaktivnost s biljnim sastavnicama, nemogucnost nagrizanja materijala strojeva, neSkodljivost za

ljudsko zdravlje, dostupnost i niske cijene.

Zelena ekstrakcija temelji se na principu ekstrakcije koji ¢e smanjiti potroSnju energije,
omoguciti korisStenje alternativnih otapala i obnovljivih biljnih materijala, osigurati siguran i
kvalitetan proizvod te zbrinuti otpad industrije (Chemat i sur., 2012). Konvencionalni nacini
ekstrakcije koriste hlapljiva organska otapala u vrlo velikim koli¢inama koja isparavaju u Zemljinu
atmosferu i stvaraju ,,efekt staklenika", troSe puno energije zbog procesa koji su vremenski dugotrajni
i Cesto se provode pri visokoj temperaturi te ne ostvaruju potpuno iskoristenje procesa (Chemat i sur.,
2012). Vecina organskih otapala su hlapljivi spojevi zbog ¢ega imaju veliku prednost u industrijskim
procesima, no s druge strane hlapljivost pridonosi i povecanju rizika od vatre ili eksplozija, a njihovo
ispuStanje u atmosferu uzorkuje nastanak smoga, ozonskih rupa i globalnog zatopljenja. Nadalje,
mnoga konvencionalna hlapljiva otapala su toksi¢na za ljude, biljke i1 Zivotinje. Procjenjuje se da
otapala koja se koriste tijekom ovakvih procesa ekstrakcije Cine gotovo 60 % svih industrijskih
emisija i 30 % svih hlapljivih organskih emisija tvari u cijelom svijetu (Cvjetko Bubalo i sur., 2014),
stoga je danas velika paZnja usmjerena na nove vrste otapala, kao S$to su ionske kapljevine i

eutekti¢ne tekucine koje bi svojim svojstvima mogle biti dobra zamjena konvencionalnim otapalima.

Jedno od bitnijih polja zelene kemije je upravo zelena ekstrakcija, a koncept zelene kemije je
prvi put spomenut na pocetku devedesetih godina dvadesetog stoljeca te od tada ima velik utjecaj na
industriju i dobiva sve vecu vaznost (Chemat i sur., 2012). Karakterizira ju pomno planiranje
kemijskih sinteza kako bi se smanjile potencijalno Stetne posljedice koriStenja. Cilj je proizvesti
proizvode i procese koji su profitabilni, a svojim svojstvima ne skode ljudskom zdravlju niti okolisu.
Znanstvenici Paul Anastas i John Warner su 1998. godine osmislili dvanaest nacela zelene kemije

koja su dizajnirana kao pomo¢ kemicarima za postizanje cilja odrzivosti (Tablica 2).
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Tablica 2. 12 nacela zelene kemije (Anastas i Warner, 1998)

10

11

12

Bolje je sprijeciti nastajanje otpada, nego ga tretirati ili unisStiti nakon Sto je nastao.

Sinteticke metode bi trebale biti osmisljene tako da se maksimalno iskoriste sve ulazne

sirovine u kona¢nom proizvodu.

Kada je moguce, sinteticke metode trebale bi biti osmiSljene da koriste i generiraju

supstancije koje su malo ili netoksi¢ne za ljudsko zdravlje i okolis.

Kemijske produkte potrebno je osmisliti tako da im se odrzi djelotvornost, a smanji

toksic¢nost.

Uporabu pomo¢nih tvari poput otapala i separativnih tvari treba izbjegavati kad god je

moguce.

Potrebno je poznavati u¢inak na okoliS te ekonomski u¢inak energetskih zahtjeva
kemijskih procesa. Energetski zahtjevi trebaju biti svedeni na minimum tako da se, kad

god je moguce, provode na sobnoj temperaturi i pri atmosferskom tlaku.

Treba koristiti obnovljive sirovine i materijale kada je to tehnicki i ekonomski

izvedivo.

Nepotrebna proSirenja procesa, kao $to su zaStita funkcionalnih skupina i privremene
modifikacije fizikalno-kemijskih procesa, potrebno je zaobic¢i kada je moguce, jer takvi

postupci zahtijevaju dodatne reagense i mogu generirati otpad.

Kataliticki reagensi, selektivni koliko je moguce, prihvatljiviji su od reagensa u

stehiometrijskim koli¢inama.

Kemijski produkti trebaju biti osmisljeni tako da se na kraju njihove funkcije raspadnu

na neSkodljive degradacijske produkte i da ne Stete okoliSu.

Analiticke metodologije zahtjevaju daljnje razvijanje kako bi dozvolile nadgledanje

procesa u stvarnom vremenu te kontrolu prije nastanka opasnih supstanci.

Supstance, koriStene u kemijskim procesima, treba odabrati tako da se minimalizira
potencijalna opasnost od kemijskih nesre¢i, ukljucujuci eksplozije, poZare te Stetna

isparavanja.
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Da bi se optimalno iskoristila sirovina, otapalo i energija, ustanovljena su tri glavna rjeSenja za
provodenje zelene ekstrakcije na laboratorijskoj i industrijskoj razini:

1. poboljSanje i optimizacija postojec¢ih procesa;

2. upotreba nove opreme;

3. inovacije u procesima i postupcima (Chemat i sur., 2012).

Nakon $to je postupak ekstrakcije postao ograni¢avajuci korak za industrijski razvoj, inovacija
je obavezna, kao 1 koriStenje novih otapala, novih tehnika aktivacije ili nove tehnologije. Nekoliko
novih tehnika, koje se primjenjuju za ekstrakciju, pomaZe smanjiti vrijeme trajanja ekstrakcije, broj
faza, a time i potroSnju energije. Primjer je uporaba pulsiraju¢ih elektricnih polja, tretman

mikrovalovima ili ultrazvukom.

Postavljeno je Sest principa zelene ekstrakcije prirodnih produkata te se preporuca da ih
znanstvenici i industrija gledaju kao upute u uspostavljanju inovativnih zelenih ekstrakcija (Tablica
3). Opisuju viSenamjensku strategiju primjene ovog koncepta na istraZzivackom i industrijskom nivou.
Nova 1 inovativna tehnologija, intenziviranje procesa, agro-otapala i uSteda energije su osnove ovog
radnog protokola. Raspravlja se o konceptu, nacelima i primjerima zelene ekstrakcije te se daje

znacaj na tehnoloski napor koji se stvara i razli¢ite aplikacije koje se razvijaju (Chemat i sur., 2012).

Tablica 3. Principi zelene ekstrakcije (Chemat 1 sur., 2012)

1 Inovacije od selekcija varijeteta obnovljivih biljnih izvora.

2 KoriStenje alternativnih otapala i uglavnom vodenih ili agro-otapala.

Redukcija potroSnje energije kroz rekuperaciju energije i upotrebu inovativnih

3 tehnologija.

4 Proizvodnja nusprodukta, umjesto otpada, kako bi se ukljucile druge industrije.
5 Smanjiti rad pogona i koristiti sigurne i kontrolirane procese.

6 Ciljati na ne-denaturirane i biorazgradive ekstrakte bez kontaminanata.
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Na ekstrakciju posebno utjecu ekoloski i ekonomski ¢imbenici koji zahtijevaju drasti¢no
smanjenje potrosnje energije i proizvedenog otpada. Postoje Cetiri nadina za smanjenje potroSnje
energije: optimizacija postojeCih procesa, rekuperacija energije oslobodene tijekom procesa
ekstrakcije, pomaganje postoje¢im procesima intenziviranjem ili potpuna inovacija procesa. Primjeri
smanjene potroSnje energije ponovnom uporabom energije i primjenom inovativnih tehnologija su
aktivacija mikrovalovima i/ili ultrazvukom, primjena alternativnih otapala, kao Sto su superkriti¢ni

fluidi (COz 1 voda), ionske kapljevine 1 eutekti¢na otapala.

Eksploatacija polifenola kao bioaktivnih spojeva, koji su stekli iznimnu vaznost zbog dobrog
utjecaja na zdravlje na komercijalnim razinama, motivirala je znanstvenike da istraze ekoloSki
prihvatljive, ucinkovitije i ekonomicnije tehnike ekstrakcije bazirane na ,,zelenom* ekstrakcijskom
pristupu. Zadnjih dvadeset godina se sve viSe istrazuju elektricna praznjenja u vodi. Molekule u
tekuc¢ini imaju mnogo veci ionizacijski potencijal $to znaci da je potrebno puno vise energije da im se
ukloni elektron. Pulsirajuce elektri¢no polje koje se koristi za nastajanje plazme dovodi do stvaranja
pora u membrani stanice, tj. izaziva elektroporaciju. Kao posljedica polarizacije iona u membrani,
dolazi do njezine kompresije 1 naposljetku pucanja membrane (Fincan i sur., 2004). Time je olakSano
provodenje ekstrakcije s veéim prinosom bioaktivnih komponenata, a manje oSte¢enim tkivom

stanica.

Posto koriStenje organskih otapala za ekstrakciju predstavlja opasnost za dobrobit okolisa,
brojna istrazivanja upravo su posvecena otkrivanju ,,zelenih otapala" za koja je dokazano da svojim
raspadom na pojedine komponente ni na koji nacin ne Stete prirodi (Anastas 1 Eghbali, 2010). Imaju
veliku mo¢ otapanja, biorazgradiva su, netoksi¢na i nezapaljiva. Njihova ograni¢enja vezana su za
cijenu, viskoznost i temperature vrenja. Idealna zelena otapala moraju zadovoljavati sljedece kriterije:
moraju biti sigurna za zdravlje ljudi, smanjiti opasnost, lako razgradiva te pruziti visoki prinos
produkta (Chemat i sur., 2012). Vrste ,,zelenih otapala" koja se najcesce koriste su: voda, etanol,
superkriti¢ni fluidi, metilni esteri, terpenti, itd., a odabir pojedinog ovisi o viSe ¢imbenika, ukljucujuci

1 kategoriju spojeva koje Zelimo izolirati.

Voda je molekula koje na planetu najviSe ima u izobilju i nekad se za nju kaZe da je benigno,
univerzalno otapalo. Voda je sigurna i ne predstavlja nikakvu opasnost za okoli§ ni za ljude. MoZe
biti koriStena kao korisno otapalo raznih procesa u podru¢ju kemije. Specificne karakteristike vode
dovele su do poboljSanja brzine reakcija kroz hidrofobni efekt i lakSu separaciju, posto se velika
koli¢ina organskih tvari ne otapa u vodi. Jedina mana koja bi mogla usporiti industrijsku primjenu je

kontaminacija vode za koju bi se trebala utroSiti velika koli¢ina energije za njezino prociS€avanje
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(Anastas 1 Eghbali, 2010). Primjenjuje se za ekstrakciju polarnih spojeva, kao S§to su proteini,
ugljikohidrati i organske kiseline. Obecavajuce tehnike ,,zelene" ekstrakcije vodom su ekstrakcija
vru¢om vodom pod visokim tlakom te upotreba superkriticne vode, pogotovo zato $to utjeCu na
povecanu brzinu ekstrakcije. Vrlo znacajna karakteristika je olakSana manipulacija dielektri¢ne
konstante vode, koja moze varirati u Sirokom rasponu, $to se postize promjenom tlaka i temperature.
Pri sobnoj temperaturi, voda ima dielektri¢cnu konstantu oko 80, $to je ¢ini vrlo polarnim otapalom te
su zbog toga u njoj slabo topljive organske tvari. Topljivost organskih tvari moZe se povecati
promjenom i postavkom parametara vode na odredene vrijednosti. PoviSenjem temperature i tlakova
snizuje se dielektricna konstanta Sto povecava difuziju vode. Potrebno je pripaziti na mijenjanje
parametara temperature i tlakova kako se ne bi troSilo previse energije, te ostalo u okvirima ,,zelene

kemije" (Chemat i sur., 2012; Chemat i sur., 2016).

Etanol je najcesce ,,zeleno" otapalo koje se dobiva fermentacijom biljnih materijala bogatih
Secerom poput Secerne repice ili zitarica. lako je zapaljiv i potencijalno eksplozivan, u velikoj mjeri
se koristi jer je lako dostupan i visoke Cistoce, jeftin je i potpuno biorazgradiv. Dobro ekstrahira

polarne komponente iz prethodno pripremljenog biljnog materijala (Chemat i sur., 2012).

Superkriti¢ni fluidi takoder predstavljaju alternativu tradicionalnim organskim otapalima i
opsezno su proucavani u proteklim desetlje¢ima. To su tvari koje su istovremeno zagrijane i
komprimirane iznad njihovih kriti¢nih tocaka. Takva otapala su svestrana, sigurna te se njima lako
rukuje Sto je dokazano u brojnim istrazivanjima. NajceSc¢e su superkriti¢ni fluidi generirani iz vode i

uglji¢nog dioksida, iako uglji¢ni dioksid zasada ima najSiru upotrebu (Anastas 1 Eghbali, 2010).

2.6 VISOKONAPONSKO ELEKTRICNO PRAZNJENJE

Poznato je da je prehrambena industrija na Cetvrtom mjestu u koriStenju energije, odmah
nakon kemijske, rudarske i papirne industrije. Mnoge kemijske i prehrambene industrije jo$ uvijek
koriste uobicCajene tehnike ekstrakcije, ¢ijom primjenom dolazi do emisije velike koli¢ine CO..
Takoder, konvencionalne metode ekstrakcije spojeva iz biljnog materijala koriste velike koli¢ine
organskih otapala koja su Stetna za okoliS. S ciljem oCuvanja okoliSa, istraZuju se nove metode koje
su u skladu s nacelima zelene kemije. To su netoplinske metode koje nastoje skratiti vrijeme
ekstrakcije bioaktivnih spojeva i ne koriste organska otapala pri ¢emu se kao njihova zamjena koriste
tzv. ,,zelena otapala® u koja se ubrajaju voda i etanol. Jedna od spomenutih metoda jest i ekstrakcija
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potpomognuta visokonaponskim praznjenjem, a temelji se na fenomenu elektricnog izboja u

otapalu/tekucini (otopini).

Sa znanstvenog stajaliSta sva poznata materija u svemiru dijeli se na Cetiri agregatna stanja:
¢vrsto, tekuce, plinovito i plazma stanje tvari. Temeljna razlika izmedu krutina, tekuc¢ina i plinova je
jacina veza koje drZe sastavne Cestice zajedno na okupu. Kemijske sile kod krutina izrazito su jake,
dok su kod tekucina slabije, a kod plinova najslabije. Stanje materije ovisi o kinetickoj energiji njenih
atoma ili molekula, odnosno o ravnotezi izmedu unutarnje toplinske energije i silama medu
Cesticama. Dovodenjem energije, odnosno zagrijavanjem krutine, tekucine ili plina, povecava se
kineticka energija sastavnih Cestica koje prelaze na viSa energetska stanja te su u mogucnosti
savladati meducesti¢ne sile. To dovodi do faznih prijelaza koji se javljaju pri konstantnoj temperaturi
i odredenom tlaku. Ako se osigura dovoljna koli¢ina energije, molekularni plin ¢e postupno disocirati
u atomizirani plin kao rezultat sudara izmedu cestica, Cija kinetiCka energija prelazi energiju
molekularnih veza. Na dovoljno visokim temperaturama sve veci dio atoma posjedovat ¢e dovoljno
kineticke energije, te tada sudari postaju toliko intenzivni pa dolazi do oslobadanja elektrona pri
¢emu nastaju negativno nabijeni elektroni i pozitivnho nabijeni ioni, S$to rezultira nastankom
elektromagnetskih polja, ¢ime se dobiva energija za daljnju ionizaciju plina, odnosno nastajanje
plazme. Mora se naglasiti kako u termodinamickom smislu ovaj prijelaz nije fazni s obzirom da se
javlja postupno s promjenom tj. povecanjem temperature (Bittencour, 2004). U elektrostatskom
smislu plazma je kvazineutralna, $to znaci da je makroskopski gledano neutralna, ali su njezini

dijelovi elektric¢ki nabijeni (Fridman, 2008).

U elektricnim praznjenjima karakteristicnima za plazmu koja se generira u laboratorijskim
uvjetima, energija iz elektricnog polja prvo se prenosi na elektrone, a zatim na ostale Cestice
rezultiraju¢i viSom temperaturom elektrona u odnosu na druge teze Cestice prisutne u plazmi
(temperatura elektrona je oko 10 000 K, dok je ostatak Cestica plazme na sobnoj temperaturi), $to
dovodi do termodinamicke neravnoteZze, pa takvu plazmu nazivamo neravnoteZnom netermickom

plazmom, odnosno hladnom plazmom (Fridman, 2008).

Za stvaranje hladne plazme potrebno je Cesticama plina osigurati energiju iz vanjskog izvora.
To se postize elektricnim praZnjenjem plina koje nastaje izmedu dvije elektrode prikljuene na
vanjski izvor energije. Nastalo elektricno polje uzrokuje privlacenje elektrona prema pozitivno
nabijenoj elektrodi (anoda), dok pozitivna jezgra biva privu¢ena od strane negativne elektrode
(katoda). Pove¢anjem napona, povecava se i naprezanje u atomima sve do dielektri¢ne granice, kada

se pojavljuje iskra kao posljedica formiranja elektricne veze izmedu dvije elektrode. Boja plazme
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ovisi o plinu koji se primjenjuje, a nastaje kao rezultat povratka elektrona iz pobudenog u osnovno
stanje pri ¢emu se emitira energija u vidljivom dijelu spektra. U laboratorijskoj primjeni najcesce

koriSteni plinovi su argon, dusik, helij 1 ugljikov dioksid (Fridman, 2008).

2.6.1 Fenomen elektroporacije

U sustavu s dvije elektrode i visoko pulsiraju¢im elektricnim izvorom, formiranje elektri¢cnog
praznjenja sastoji se od dvije razliCite faze. Prva ,streamer“ faza podrazumijeva formiranje
elektrovodljivog kanala ioniziranog plina. Na prelasku iz ,,streamer* faze u drugu ,,arc* fazu dolazi
do naglog porasta jacine struje, nakon cega sljedi elektri¢no praznjenje, odnosno pad jacine struje pri
¢emu se oslobada energija. Upravo ,arc* faza dovodi do stvaranja lokalizirane plazme. Odnos

napona, struje i energije sustava prikazan je na Slici 5.

Streamer - - Ii Arc
| |
i W \ it
| V Energija (I)
| 1 /-—"
1 —
I -___’,/ fy

Jakost struje (A)

X7 Napon (kV})

e e ——— e il . . a gt s

Slika 5. Odnos napona, struje i energije tijekom elektricnog praznjenja (Boussetta i Vorobiev, 2014)

Za vrijeme ,,arc* faze takoder dolazi po formiranja udarnih valova visokog tlaka (90 —100 bar)
koji mogu izazvati oStecenje stanica bioloskog materijala, istodobno formiraju¢i hidroksilne radikale
u procesu fotodisocijacije. Nakon formiranja udarnih valova dolazi do formiranja refrakcijskih valova
koji su odgovorni za nastajanje kavitacijskih mjehuri¢a ispunjenih plinom. UruSavanjem nastalih

kavitacijskih mjehuri¢a nastaju sekundarni udari koji mogu dovesti do slabljenja i rupture stani¢nih
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struktura. Isti fenomeni mogu dovesti do fragmentacije tretiranog materijala na makroskopskom
nivou i nastajanja turbulencije u tekucini Sto ubrzava procese izlaska biomolekula iz stanica
biolo§kog materijala te pospjeSuje prijenos mase. Stupanj oStecenja bioloSkog materijala moze se
pratiti analizom elektroprovodljivosti nastale suspenzije s obzirom da se izlaskom bioaktivnih

komponenata mijenja ionski sastav (Boussetta i Vorobiev, 2014).

Elektri¢ni izboj u vodi izaziva oSteCenje strukture stanica i fragmentaciju Cestica Cime je
omogucena bolja i brza ekstrakcija unutarstanicnih komponenti — fenomen eletroporacije (Rajha i
sur., 2015). Dakle, takva pojava elektricnog izboja, uzrokovanog visokonaponskim elektricnim
praznjenjem, dovest ¢e do tekucinske turbulencije, pojave emisije UV svjetla visokog intenziteta,
stvaranja vodikovog peroksida (H202), proizvodnje udarnih valova 1 kavitacijskih mjehurica

(Boussetta i Vorobiev, 2014).

Ucinkovitost hladne plazme ovisi o nekoliko ¢imbenika, $to je prvenstveno povezano s
¢injenicom da razliCite plazme 1 tehnike koje se koriste za njihovu indukciju imaju razlicite
karakteristike. Primjerice, vrsta koriStenog plina za preradu uglavnom odreduje prirodu i koli¢ine
reaktivnih vrsta proizvedenih elektri¢nim praznjenjem i djelotvornost postupka tretmana. Analogno,
stvorene aktivne vrste podlijezu frekvenciji i ulaznom naponu, tj. vece vrijednosti koreliraju s
povecanjem gustoce energije (Guo i sur., 2015). Dodatna varijabla procesa koja utjeCe na
ucinkovitost tretmana hladnom plazmom je nacin izloZenosti, izravna izloZenost je pozeljan pristup
za poboljsanje procesa, za razliku od neizravnog ili daljinskog izlaganja; buduci da potonje smanjuje
koli¢inu topline koja se prenosi na materijal, s obzirom na prirodu samopaljenja nabijenih Cestica i

njihovu sposobnost rekombinacije prije nego zahvati uzorak (Patil i sur., 2014).

Tehnika visokonaponskog elektricnog praznjenja omogucava povecanje brzine ekstrakcije
bioaktivnih komponenti iz biljnog materijala s minimalnim utroSkom energije (Boussetta i sur.,
2012). Ova ne-toplinska tehnika u posljednje vrijeme ima sve vecu primjenu u prehrambenoj
industriji te se takva elektricna praZznjenja mogu provoditi u teku¢ini ili plinu. Kao i kod
konvencionalnih ekstrakcija, uspjesnost koriStenja visokonaponskog elektricnog praZnjenja za
ekstrakciju bioaktivnih komponenti ovisi o odabranim uvjetima ekstrakcije (napon, temperatura,

vrijeme) u skladu s materijalom koji se tretira i ciljanom komponentom koju Zelimo ekstrahirati.

Jedan od klju¢nih parametara za optimizaciju ekstrakcije visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem (HVED) je energija tretiranja uzorka. Slika 6. prikazuje rezultat znanstvenog rada
Boussetta i Vorobiev (2014) koji su proveli ekstrakciju polifenolnih spojeva iz komine grozda

primjenom visokonaponskog elektri¢nog praznjenja. Iz prikazanih rezultata moze se uociti da prinos

17



fenolnih spojeva i antioksidacijska aktivnost rastu do energije tretiranja od 80 kJ/kg, nakon Cega
dolazi do pada istih. Daljnjim povecanjem energije pocinju prevladavati negativni ucinci elektricnog

praznjenja, Sto za posljedicu dovodi do pada prinosa ukupnih fenola 1 antioksidacijske aktivnosti.

Encrgija treticanja (kJ/kg)

0 200 400 600 800
1.6 T T T T I 40

Polifenoli. g GAEAD) ¢ 5T
Antioksidacijska aktivnost, g TEAC/ kg 5T

| 130
0 0.005 0.01

‘Irajanie elektriénog izbilania (s)

Slika 6. Utjecaj primijenjene energije pri tretmanu uzorka na ukupne fenole i antioksidacijsku

aktivnost (Boussetta i Vorobiev, 2014)

Takva situacija se moZe objasniti pretpostavkom da prilikom povecanja energije HVED-a
dolazi i do intenzivnijeg nastajanja visoko reaktivnih spojeva (hidroksil radikali, ozon) koji oksidiraju
polifenole. Nastali hidroksil radikali reagiraju s fenolnim spojevima, pri ¢emu nastaju fenoksil
radikali koji takoder mogu nastati i djelovanjem ultraljubicastog zraenja koje se stvara kod

elektricnog praznjenja (Chen i sur., 2004).

Utjecaj dodatka drugih otapala u vodu isto tako ima znacajan efekt na u€inkovitost ekstrakcije
visokonaponskim elektricnim praZznjenjem. U svom istraZivanju Boussetta i suradnici (2013) pokazali
su da dodatak etanola u vodu ima sinergisticki ucinak kod prinosa ukupnih fenola iz kolaca lana.
Primjenom napona od 40 kV tijekom 5 ms pri temperaturi od 20 °C, koriste¢i ¢istu vodu kao otapalo,
ekstrakt tretiranog uzorka kolac¢a lana sadrzavao je 3,49 mg/g ukupnih polifenola. Dodatkom etanola
volumnog udjela 25% pri jednakim uvjetima vremena tretiranja i temperature, prinos ukupnih
polifenola porastao na 4,33 mg/g. U ovom slucaju moZe se zakljuciti da je etanol pospjesio
ekstrakciju polifenolnih spojeva. Zanimljivo je primijetiti rezultate prinosa ukupnih fenola
ekstrakcijom bez tretmana HVED-a. Tijekom 80 min, pri temperaturi od 20 °C, koristeci €istu vodu
kao otapalo, ukupan prinos polifenola bio je tek 0,33 mg/g. Dodatkom etanola tijekom jednakog

vremena ekstrakcije i jednake temperature, prinos ukupnih polifenola se neznatno povecao na 0,51
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mg/g. U istom radu, autori (Boussetta i sur., 2013) su pratili i utjecaj poviSene temperature na ukupni
prinos polifenola. Mjerenja su radena pri tri razliCite temperature: 20, 40 i 60 °C. Rezultati ukazuju

kako porast temperature otapala nije znacajno utjecao na prinos ukupnih fenola.

Jedan od kljucnih ¢imbenika pri odabiru prikladne metode za ekstrakciju ciljane komponente
uz ukupni prinos je i ukupni utroSak energije. U svom istraZzivanju Barba 1 suradnici (2015) usporedili
su ucinkovitost razli¢itth metoda ekstrakcije na koli¢inu ekstrahiranih ukupnih antocijana iz
fermentirane komine grozda, odnosno potrosnju energije u kJ po mg dobivenih ukupnih polifenola
prilikom tretmana ultrazvukom, pulsiraju¢im elektricnim poljem i visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem te se pokazalo da je najviSe ukupnih fenola ekstrahirano u podrucju kiselog pH uz
dodatak etanola i primjenom HVED-a (608 mg GAE L™). Ovi rezultati su u skladu s istraZivanjima
koje su proveli Parniakov i suradnici (2014) koji su proveli ekstrakciju polifenola iz kore papaje. Sto
se tiCe rezultata mjerenja antiksidacijske aktivnosti koja se mjerila dvjema metodama (ABTS,
DPPH), najvecu antioksidacijsku aktivnost pokazali su uzorci tretirani HVED-om uz dodatak etanola
od 50% i pH otopine u luznatom podrucju (pH=12). MozZe se zakljuciti da luZnato podrucje vise

odgovara spojevima koji posjeduju antioksidacijski u€inak.

Metoda visokonaponskog praznjenja (HVED) je pogodan tretman za ekstrakciju fenolnih
spojeva te se promjenom parametara napona, frekvencije i vremena tretiranja, moZe utjecati na
uCinkovitost same ekstrakcije. Ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praZnjenjem utjeCe na
ocCuvanje ukupnih fenola u ekstraktu te se antioksidacijska aktivnost ekstrakata ne mijenja znacajno.
Obzirom da se radi o novoj tehnologiji potrebna su daljnja istrazivanja antioksidacijskog ucinka
ekstrakata dobivenih visokonaponskim praZnjenjem, no moZe se re¢i da ima velikog potencijala

budu¢i da slijedi nacela zelene kemije.

2.6.2 Reaktivni spojevi kisika 1 duSika

Reaktivni spojevi kisika (ROS) 1 reaktivni spojevi dusSika (RNS) su jedne od najznacajnijih
skupina slobodnih radikala. Reaktivni spojevi kisika, prikazani u Tablici 4., su ioni ili vrlo male
molekule koje ukljucuju ione kisika, slobodne radikale i perokside te druge anorganske i organske

spojeve.

Najces¢i ROS su superoksid (O27), vodikov peroksid (H202), hipokloritna kiselina (HCIO) i
hidroksilni radikal (OH"), dok su najces¢i RNS, prikazani u Tablici 5., duSikov monoksid (NO’),

dusikov dioksid (NOy') i peroksinitrit (ONOO"). Reaktivni spojevi kisika i duSika, koji nisu slobodni
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radikali, nisu u mogucnosti pokrenuti lan¢ane reakcije koje dovode do stvaranja novih nestabilnih

produkata. Lipidnu peroksidaciju, oSte¢enje DNA 1 proteina i oksidaciju organskih molekula mogu

izazvati kisikovi radikali (Stefan i sur., 2007).

Tablica 4. Reaktivni kisikovi spojevi (Stefan i sur., 2007)

Slobodni radikali

Cestice koje nisu slobodni radikali

supeoksidni, O

vodikov peroksid, H2O»

hidroksilni, OH

hipokloritna kiselina, HC1O

peroksilni, ROO

ozon, O3

alkoksilni, RO

singlet kisik, O

hidroperoksilni, HO>

Tablica 5. Reaktivni dusikovi spojevi (Stefan i sur., 2007)

Slobodni radikali

Cestice koje nisu slobodni radikali

dusikov (II) oksid,NO’

nitrozil, NO*

dusikov (IV) oksid, NO2>

nitratna kiselina, HNO;

dusikov (III) oksid, N2Os

peroksinitrit, ONOO"

alkilperoskinitrit, ROONO

2.7 BLISKOINFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA - NIR

Bliskoinfracrvena spektroskopija je znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem

interakcija elektromagnetskog zrac¢enja i materije. Njezina se primjena moZe prona¢i unutar brojnih

grana prirodnih znanosti, dok je posebno znacajna uporaba u analiticke svrhe. Daje nam informacije

o sustavu koji se promatra te gradi tvari, tlaku i njezinoj temperaturi. Temeljni su elementi

spektroskopije izvor zraenja, monokromator, tj. opticki instrument za izdvajanje zraenja sasvim

uskog podrucja spektra te detektor zracenja. Spektar je rezultat spektroskopskog istrazivanja.

Prema fenomenu koji izaziva sprezanje elektromagnetskog zracenja, spektroskopija se dijeli na:
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- ROTACISKU spektroskopiju
- VIBRACIJSKU spektroskopiju
- ELEKTRONSKU spektroskopiju

IR spektroskopija odnosno spektroskopija infracrvenog zracenja za sredstvo proucavanja rabi
infracrveno zracenje. Bavi se proucavanjem medudjelovanja tvari i elektromagnetskog zracenja u
rasponu valnih brojeva od 12500 cm™ do 10 cm™, odnosno valnih duljina od 0,8 um do 1000 pm.
Infracrveno podrucje spektra regija je u spektru koja korespondira frekvenciji to¢no ispod frekvencije
vidljivog dijela spektra, odnosno iznad najviSe frekvencije mikrovalova. Zahvaljuju¢i svojim
vibracijama molekule emitiraju infracrveno zraenje. Nakon Sto molekula upije infracrveno zracenje,
njezine se vibracije pojacaju, tj. pobude, a zatim i molekule po¢nu jace vibrirati (rijec je o prijelazu iz
osnovnog u pobudeno vibracijsko stanje). Upravo je zbog toga infracrvena spektroskopija jedna od
vibracijskih spektroskopija (uz Ramanovu). Vibracijska se spektroskopija u infracrvenom (IR)
podrucju temelji na svojstvu molekula da apsorbiraju zracenje valnih duljina koje odgovaraju energiji
potrebnoj za prijelaz izmedu kvantiziranih vibracijskih energetskih razina (Metrohm, 2013.)
Kovalentne veze u molekulama konstantno vibriraju i ponaSaju se poput opruge. Vibracija svake
pojedine molekule odvija se pod tocno odredenom amplitudom koja odgovara vibracijskoj
energijskoj razini. U slu€aju kada se energija apsorbiranog ili emitiranog fotona izjednaci s razlikom
dviju vibracijskih energijskih razina, tj. kada je razlika energija rasprSenog i dolaze¢eg fotona jednaka
razlici energijskih razina, dogada se spektroskopski prijelaz. Molekula moZe apsorbirati infracrveno
zracenje ako tijekom vibracije dolazi do promjene dipolnog momenta. S obzirom da je najlaksi atom
vodik, podloZan je najjacim vibracijama tako da glavne vrpce NIR spektra odgovaraju vezama koje

sadrze vodik i druge lakSe atome (prvenstveno C-H, N-H, O-H i S-H) (Blanco i Villarroya, 2002).

Energetske razine molekularnih vibracija su kvantizirane, odnosno mogu poprimiti samo
diskretne vrijednosti koje se nazivaju energetskim razinama. Te energetske razine oznacavaju se
vibracijskim kvantnim brojem » koji moZe biti bilo koji cijeli broj, uklju¢uju¢i nulu. Fundamentalni
vibracijski prijelazi odnose se na energetske prijelaze iz v=0 u v=1 i njihove apsorpcijske vrpce

pojavljuju se u NIR spektrima.

Rezultat IR spektroskopije svakako je IR spektar koji daje prikaz ovisnosti transmitancije ili
apsorbancije o valnoj duljini ili o valnom broju. Njegovo se podrucje dijeli na blisko, srednje (u tome
se podrucju nalaze vrpce karakteristicne za pojedine spojeve; dijeli se na podrucje otiska prsta i

podrucje funkcijskih skupina karakteristi¢no za svaki pojedini uzorak) i daleko (Tablica 6.).
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Tablica 6. Podjela IR podrucja (Alishahi i sur., 2010)

Infra crveno podrucje | Valna duljina A /um | Valni broj /em" | Frekvencijav/s"
blisko (NIR) 78107 =25 12800 — 4000 3,810 -1,2-10"
srednje 2,5-5-10" 4000 — 200 1,2:10"-6,0-10"
daleko 510" -1°10° 200 - 10 6,0 10" =3,0 10°

NIR (eng. Near InfraRed) odnosno bliska infracrvena spektroskopija, spektroskopska je
metoda koja rabi infracrveno podrucje elektromagnetskog spektra od 780 nm do 2500 nm, Sto
odgovara energijama fotona od 2.65 x 107 do 7,96 x 102 J. Ta se spektroskopija rabi za kontrolu i
pracenje kemijskih i fiziCkih procesa te brzu kvantitativnu i kvalitativnu analizu spojeva, kemijskih
sastojaka, koji su dio procesa. U NIR podrucju apsorpcijski spektar nastaje preklapanjem osnovnih
apsorpcijskih vrpci, tako da je mjerni signal nepravilna krivulja bez pojedinih oStro izrazenih

apsorpcija.

Rijec je o neinvazivnoj metodi, koja za cilj ima na brz i jednostavan nacin prikupiti podatke o
spektru mjerenog uzorka, a u to je ukljucena i primjena niza kemometrijskih alata u obradi podataka
samoga spektra. Zahvaljujuci niskim troSkovima pri radu, kao i nezahtjevnoj i relativno brzoj i
jednostavnoj pripremi uzorka, uZiva sve vecu popularnost unutar podrucja djelovanja prehrambene
industrije. Nerazorna je tehnika. Ekoloski je prihvatljiva, a i spremna za on-line primjenu. Jos jedna
od njezinih prednosti svakako je mogucnost analize razli¢itih vrsta uzoraka, od krutih uzoraka, preko
teku¢ina do raznih pasta. NIR spektre karakterizira velik omjer signala i Sumova, a zbog slabe
apsorpcije vode i stakla mogu se koristiti za snimanje spektara vodenih otopina u staklenim

reaktorima, bez potrebe za korekcijom pozadinskog signala (Jednacak i Novak, 2013).

Glavna prednost NIR-a je u tome Sto naj¢eSc¢e nije nuZna priprema uzoraka, dakle analiza je
vrlo brza (15-90 s) 1 vrlo jednostavna. Jedna od pogodnosti NIR tehnologije je u tome da omogucuje
istovremeno mjerenje nekoliko sastavnih tvari. Osim toga, za svaku temeljnu vibraciju postoji
odgovaraju¢i niz overtona i kombinacija veza te za svaku sljede¢u vezu overtona manjeg je
intenziteta od prethodne. Ovo pruZa ugradeno razrjedivanje serije koja omogucuje viSe izbora
apsorpcija od razliCitih intenziteta koje sadrZe iste kemijske informacije. Konacno, relativno slaba

apsorpcija zbog visoke vlage onemogucuje analizu hrane (Ozaki i sur., 2006).
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,»Moc¢“ NIR spektroskopije otkrio je Herschel davne 1800. godine, medutim njezin znacaj nisu
prepoznali ba$ svi, pa se kao jedna od analitickih metoda ucestalo po€inje koristiti tek 1950-ih kada
ju poljoprivredni sektor prvi uvrStava u domenu svoga djelovanja. Njezina Sira primjena zapocinje
desetak godina kasnije, 1960-ih i 1970-ih, kada se njome tretiraju uzorci sjemenki Zitarica. Zacetak
njezine Sire primjene moZe se zahvaliti 1962. godini, K. H. Norrisu i njegovom radu u Beltsville
laboratoriju Odjela za poljoprivredu Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava gdje je izuCavao razne sjemenke
Zitarica, uljarica 1 njihov sadrZzaj vlage. Dvadesetak godina kasnije, tretiraju¢i ih tom metodom,
ispitivala su se brojna obiljeZja hrane, od sadrzaja vlage u uzorku, do koncentracije vode, udjela
masti, proteina i sl. Ve¢ je tada bilo jasno da postoji mogucnost njezine sve vece primjene u
industriji, dok je razvoj moderne racunalne znanosti samo pospjesio potonje. Utjecaj joj raste i danas,
o ¢emu nam najbolje svjedoce brojni radovi €iji je cilj istraZziti koliko je ta metoda uistinu prikladna
za uporabu s obzirom da njezina on-line izvedba i nije toliko prakti¢na. Princip rada je takav da se
infracrveno zraCenje iz izvora prenosi optiCkim vlaknom do sustava le€a te se usmjerava prema
uzorku gdje dolazi do njegove djelomicne apsorpcije. Propusteno zracenje se zatim pomocu optickog
vlakna prenosi natrag do detektora. Safirni prozori i obloga od kemijski inertnog metala Stite sondu
od vanjskih utjecaja tijekom mjerenja in situ. NIR spektri odlikuju se vrlo visokim omjerom signala i
Suma, a intenzitet i polozaj pojedinih vrpci moZe se vrlo to¢no odrediti, Sto je posebno vazno za
kvantitativnu analizu. Zbog slabe apsorpcije vode i stakla, moguce je snimanje spektara vodenih
otopina uzoraka u staklenim tikvicama ili reaktorima, bez potrebe za korekcijom pozadinskog signala

(Jednacak, 2013).

Kemometrijska
| analiza
i: —t, $|PLS on-line
NIR /‘H »[regresija | —informacija
@% )| analizator " — »lnodel E:\J>(sastav
& \ > — hrane)
<
uzorak h.rane <
(pl"oc‘e snl mjerni vodece
uvjeti) signali komponte
n> 100 n< 4

Slika 7. Tok obrade mjernog signala NIR instrumentom za on-line upravljanje (Miller i Miller, 2000)
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Uz silne prednosti, koje NIR spektroskopija nudi, sa sobom nosi i pokoju negativnu stranu.
Pocevsi od vrpci u NIR spektrima vrlo se lako da uociti da su te vrpce manje informativne od vrpca
koje se, primjerice, pojavljuju u MIR podrucju (infracrvena spektroskopija u srednjem infracrvenom
podrucju). NIR spektri su specificni po tome Sto obuhvacaju kombinacijske vrpce i vrpce viSih
tonova (overtona). Do visih tonova dolazi kada molekula apsorbira zracenje koje dovodi do prijelaza

iz v=0 u v=2 (prvi visi ton), v=0 u v=3 (drugi visi ton) itd.

Cijeli NIR spektar sastoji se od Cetiri viSa tona, a jac¢ina apsorpcijskih vrpci smanjuje se sa
svakim viSim tonom (Agelet i Hurburgh Jr., 2010). Podrucje viSih tonova nalazi se izmedu valnih
duljina 780 1 2000 nm (Metrohm, 2013). Na viS§im valnim duljinama (1900-2500 nm) nalazi se
podrucje kombinacijskih vrpci. Kombinacijske vrpce nastaju u poliatomnim molekulama kada
energija jednog fotona dovodi do istovremenog povecanja vibracijskog kvantnog broja dvije ili vise
veza (Blanco i Villarroya, 2002). Upravo na temelju navedenoga glavno ogranicenje snimljenih
spektara svakako je pojava Cestog preklapanja gore spomenutih, $to ovu metodu ¢ini manje
preciznom, a samim tim i sekundarnom metodom, pa u konacnici podatci bivaju obradeni
multivarijantnim metodama analize, odnosno ukljucena je i primjena kemometrije. Kemometrija je
pojam koji se odnosi na upotrebu matematike, statistike i racunala u kemijskoj analizi (Agelet i
Hurburgh Jr., 2010). Tok obrade mjernog signala NIR instrumentom za online upravljanje prikazan je
na Slici 7. Nadalje, on-line mjerenja u industrijskim uvjetima predstavljaju izazov, jer se pritom
javlja znacajan utjecaj mnoStva vanjskih faktora, poput promjene temperature, zato se rijetko opisuju
u znanstvenim publikacijama, jer su nuzna daljnja ispitivanja na podrucju njezine toc¢nosti, kao i

pouzdanosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

3.1.

3.1

MATERIJALI

1. Uzorci

Osuseni i usitnjeni listovi maj¢ine dusice (SUBAN d.o.o0., PerkovCeva 4, Samobor, Hrvatska)
OsuSeni 1 usitnjeni listovi ruZmarina ruZzmarina (SUBAN d.o.0., Perkovceva 4, Samobor,

Hrvatska)

2. Reagensi

otapalo: destilirana voda i etanol (etanol 96%-tni, Gram-Mol, Zagreb) : voda
Folin-Ciocalteuov reagens (FC reagens) (Kemika, Zagreb)

zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

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

standard galne kiseline (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, USA)

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

100 %-tni metanol (J.T. Baker, Nizozemska)

0,5 mM otpina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje
te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim
metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno je Cuvati na tamnome u
zatvorenoj tikvici.

0,2 mM otpina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (Sigma-Aldrich, SAD))

Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici za

vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100
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J-tnim metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno je ¢uvati na tamnome u
zatvorenoj tikvici.

40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiseline, HCI (CARLO ERBA Reagents, a Dasit Group
S.p.A, Italija)

Priprema: 330 pLL 12 M HCI (konc. HCI = 37 %) razrijedi se u odmjernoj tikvici od 100 ml
destiliranom vodom te nadopuni do oznake.

0,3 M acetatni pufer, pH 3,6

Priprema: 1,55 g natrijevog acetata trihidrata otopi se u 8 mL ledene octene kiseline (J.T.
Baker, Nizozemska) u odmjernoj tikvici od 500 mL i nadopuni destiliranom vodom do
oznake.

20 mM otopina Zeljezovog(IIl)-klorida, FeCls

Priprema: 0,0541 g FeCl; X 6 H>O otopi u 10 ml destilirane vode, otopina se priprema svjeza.
10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina, TPTZ (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,
USA)

Priprema: 0,0312 g TPTZ otopi se u odmjernoj tikvici od 10 mL sa 40 mM HCI te se istom
klorovodi¢nom kiselinom nadopuni do oznake. Otopina se uvijek priprema svjeza tj. na dan
odredivanja.

Standard Zeljezo (II)-sulfat septahidrat (FeSO4x7H20) (Honeywell, Charlotte, Sjeverna
Karolina, SAD)

Priprema: Potrebno je pripremiti 1 mM otopinu Zeljezo (II)-sulfata septahidrata
(FeSO4x7H20). Odvaze se 0,139 g Zeljezo (II)-sulfat septahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese s destiliranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 0,5 L te
nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Standard troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (0,02 M)
(Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, USA)

Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu troloxa u koncentraciji 0,02 mol L. 500 mg troloxa
se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativnho prenese i otopi u 100%-tnom
metanolu i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. Otopinu troloxa
potrebno je Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju) 1 koristi se uvijek
svjeze pripremljena otopina standarda.

FRAP reagens

Priprema: PomijeSa se 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa i 5 mL FeCl; (omjer
10:1:1).
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3.1.3. Aparatura 1 pribor

* odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mLi 1L

* pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL

* vodena kupelj

» staklene kivete

* spektrofotometar (Spectrophotometer Secomam Uviline 9400, Secomam, Ales, Francuska)
» tehnicka vaga (Axis, Spolka z o.0., Gdansk, Poland)

» analiti¢ka vaga (Sartorius GMBH Gottingen, Germany)

* mikropipete, volumena 100 pL. 1 1000 pL

e staklene ¢ase volumena 50 mL, 250 mL 1 500 mL

e termometar

e menzura, volumena 100 mL, 250 mLi1L

* staklene epruvete

* plasti¢na ladica za vaganje

» stalak za epruvete

* generator hladne plazme (IMP-SSPG-1200)

* Biichnerov lijevak

* NIR spektrometar Control Development inc., NIR- 128-1.7-USB/6.25/50um
* Stoperica

¢ falkonice od 50 mL

3.2. METODE RADA

Prije pocetka, bitno je napomenuti da je provedeno premilinarno istraZivanje s vise razli¢itih
parametara kako bismo odabrali optimalne uvjete tretiranja. Masa ispitivanih uzoraka bilaje od 1 g, 3
2,5 ¢, 10 g1 20 gna 50 mL otapala. Vrijeme tretiranja bilo je 3, 6 1 9 minuta, a frekvencija 50, 100 1
150 Hz. Na kraju preliminarnog istrazivanja odabrali smo optimalne uvjete s kojima krecemo dalje u

eksperiment, a to su 1g uzorka na 50 ml otapala, 3 1 9 minuta tretmana te frekvencija od 100 Hz.
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3.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih komponenti primjenom visokonaponskog praznjenja

U ovom se istrazivanju ekstrakcija provodi u generatoru IMP-SSPG- 1200 (Impel grupa,
Zagreb, Hrvatska), koji generira hladnu atmosfersku plazmu u uzorku na nacin da dolazi do

ionizacije plina (argon ili dusik). KoriSteni plazma generator prikazan je na Slici 8.

Slika 8. Plazma generator

Tehnic¢ki parametri plazma generatora IMP-SSPG-1200:

. podesivost napona istosmjerne struje u podrucju 1kV do 30kV

. podesivost maksimalne istosmjerne struje 40 mA (30kV)

. generiranje pravokutnih impulsa (Cvrsto stanje) iz visokog napona istosmjerne struje (max.
100 kHz)

. industrijski komunikacijski standardi RS485 MODBUS za proSirivost prema vanjskim

uredajima (analogni i digitalni I/O modul, senzori, pretvaraci)
. TCP/IP s web serverom za daljinsko upravljanje i parametriziranje

. napajanje 230 V, 50Hz — gradska mreza
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. ambijentalna temperatura 5 °C — 40 °C , ambijentalna vlaznost 10 % — 90 %

. forsirano zra¢no hladenje

Slika 9. Visokonaponsko elektri€no praznjenje u otopini

Prije ekstrakcije uzorak je potrebno pripremiti. Izvaze se 1 g osuSenog i usitnjenog te se
pomijeSa s 50 mL odgovarajuceg otapala (voda i etanol:voda). Ekstrakcija pripremljenog uzorka
potpomognuta je tretmanom visokonaponskog elektricnog praznjenja (Slika 9.) gdje se generira
hladna atmosferska plazma u uzorku, odredeno vrijeme pri odgovaraju¢im uvjetima napona i
frekvencije. Dobiveni ekstrakt se filtrira preko Buchnerovog lijevka te prikuplja u falcon epruvete za

daljnju analizu.

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Maseni udio ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima odreden je Folin-Ciocalteauovom
metodom koja se zasniva na kolorimetrijskoj reakciji fenolnih spojeva sa smjesom fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline tj. s Folin-Ciocalteuovim (FC) reagensom. Uslijed reakcije Folin-
Ciocalteuova reagensa s fenoksidnim ionom iz uzorka (ekstrakta) dolazi do stvaranja plavo obojene
otopine volframovog i molibdenovog oksida. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se na valnoj duljini

od 765 nm (Agbor i sur., 2014).
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Priprema uzoraka:

Netretirani uzorci pripremljeni su stajanjem u otapalu, bez visokonaponskog praZnjenja, a tretirani

uzorci su podvrgnuti djelovanju visokonaponskog praznjenja u struji dusika ili argona.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 puL ekstrakta, 200 pL. Folin Ciocalteuova reagensa i 2
mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se
promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50°C (u kupelji od rotavapora). Nakon
toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nadin se

pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96 %-tnog

etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se
otpipetira redom 1, 2, 3, 51 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 pL otopine standarda u
staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 pL Folin Ciocalteuova reagesna i 2 mL destilirane
vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa, a
potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri T=50°C (u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu
uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga se mjeri apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri

valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel,
pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L!), a na ordinati izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema dobivenoj

jednadzbi pravca.
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3.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti — FRAP metoda

FRAP metoda Cesto se koristi za procjenu antioksidativne aktivnosti biljnih polifenola. U
osnovi, FRAP analiza tretira antioksidanse u uzorku kao reducense u redoks kolorimetrijskoj reakciji

(Prasad i sur., 2010).

Metoda se bazira na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt (Slika 10.). Reakcija se odvija u kiselom
mediju, pri pH=3,6 kako b1 se zadrZzala dobra topljivost Zeljeza. Pri niZim pH vrijednostima smanjuje
se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos elektrona, a ujedno ¢e se povecati redoks
potencijal, koji ¢e dodatno omoguciti pomak reakcije u smjeru transfera elektrona. Redoks potencijal
reakcije Fe(III)/Fe(Il) iznosi 0,77 V 1 svi spojevi s niZzim redoks potencijalom, ulazit ¢e u reakciju

redukcije Zeljeza te tako doprinijeti konacnom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta.

=
owo 0
+ antioksidans
- Fe{lll] FE o 5
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Slika 10. FRAP metoda, redukcija Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) s antioksidansom
(Benzie i Strain, 1996)

Priprema uzoraka:

Netretirani uzorci pripremljeni su stajanjem u otapalu, bez visokonaponskog praZnjenja, a tretirani

uzorci su podvrgnuti djelovanju visokonaponskog praznjenja u struji dusika ili argona.
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Postupak odredivanja:

Metoda se temelji na sposobnosti ekstrakta da reducira Fe** ione u Fe** ione u otopini 2,4,6-tripiridil-
s-triazina (TPTZ) pri nizem pH. Redukcija se prati mjerenjem promjene apsorbancija pri 593 nm.

Rezultati su izraZeni kao pmol Fe ekvivalenta (FE)/mL uzorka.

Opis metode:

U staklene epruvete redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 puL uzorka (prethodno adekvatno
razrijedenog) i 2080 uL FRAP reagensa, dobro se promijesSa te 5 minuta termostatira na temperaturi
37 °C (vodena kupelj od rotavapora). Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrZzava
sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Ukoliko izmjerene
apsorbancije prelaze vrijednost 1,0, ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti na nacin da izmjerene

apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 500 mL ImM otopine Zeljezo (II)-sulfata septahidrata od
koje se pripreme razrjedenja u koncentracijama: 0, 25, 100, 250, 500 i 750 uM na nacin da se u
odmjerne tikvice volumena 10 mL redom otpipetira: 0; 0,25; 1; 2,5; 5 i 7,5 mL alikvot otopine

zeljezo (II)-sulfata septahidrata te do oznake nadopuni destiliranom vodom.

U odmjerne tikvice od 10 mL redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 pL otopine standarda i
2080 puL. FRAP reagensa, kratko promijeSa na vortex uredaju, te 5 minuta termostatira na temperaturi
37 °C u kupelji od rotavapora. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve

osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje destilirana voda.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u racunala (program Microsoft
Office Excel) s vrijednostima koncentracije FeSOsx7H>O (uM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadajuce jednadzbe pravca izracuna se antioksidacijski

kapacitet uzoraka odreden FRAP metodom (Benzie i Strain, 1996).
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3.2.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti - DPPH metoda

Ukupna antioksidativna aktivnost odredena je metodom po Brand-Williamsu iz ekstrakata
navedenih biljaka. Prati se reakcija izmedu stabilnog radikala 1,1-difenil-2- pikrilhidrazila (DPPHe) i
uzorka u kojem se mjeri antioksidacijska aktivnost. DPPH radikal zbog nesparenog elektrona postize
apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i ljubicaste je boje. Sparivanjem
nesparenog elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa stvara se reducirani oblik DPPH-H te
dolazi do promjene ljubicaste boje u Zutu (Slika 11.). Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu s

brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001).
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Slika 11. Redukcija DPPH e antioksidansom (Casanovas i sur., 2015)

Priprema uzoraka:

Netretirani uzorci pripremljeni su stajanjem u otapalu, bez visokonaponskog praZnjenja, a tretirani

uzorci su podvrgnuti djelovanju visokonaponskog praznjenja u struji dusika ili argona.

Postupak odredivanja:

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

2,25 ml 100 % metanola.

Epruvete sa sadrZajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon cega se mjeri

apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.
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Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0, ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti na

nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,5 g Troloxa. Odvaga se otopi u metanolu
u odmjernoj tikvici od 100 mL te nadopuni metanolom do oznake. Od 0,02 M otopine Troloxa
pripreme se razrjedenja u koncentracijama 25, 50, 100 i 200 M na nacin da se redom otpipetira
0.125, 0.25, 0.5 1 1 mL u odmjerne tikvice od 100 mL te se iste do oznake nadopune 100%-tnim

metanolom.

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL otopine standarda te 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Za kontrolu je
potrebno otpipetirati 0,75 mL 100%-tnog metanola te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu
probu u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100% metanola. Epruvete sa sadrZzajem stoje 20 minuta u

mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft Office
Excela s vrijednostima koncentracije Troloxa (uM) na apscisi i vrijednostima apsorbancije na
oordinati. Iz dobivene jednadzbe pravca izraCuna se antioksidacjski kapacitet uzoraka na temelju

izmjerenih apsorbancija odredenih DPPH metodom (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001).

3.2.5. NIR analiza

Za NIR spektroskopiju koristio se NIR spektrometar Control Development inc., NIR- 128-
1.7-USB/6.25/50um s instaliranim Control Development softverom Spec32 kao neinvazivna tehnika

u bliskom infracrvenom podruc¢ju od 904 nm do 1699 nm, u kojem se reflektira zracenje ekstrakta.

Prije snimanja, uzorci ekstrakata se pipetiraju u kivetu, koja se zatim postavlja u drzac koji je
povezan s dva opti¢ka kabela, od kojih je jedan povezan s izvorom svjetlosti, a drugi s raunalom.
Drza¢ se zatim poklopi poklopcem kako bi se osiguralo pravilno osvjetljenje i sprijecio utjecaj
okolnog svjetla. Nakon toga se ukljuci izvor svjetlosti te na racunalu pokrene program za snimanje

apsorpcijskog spektra — Spec 32. Spektri uzorka snimaju se tri puta zaredom i spremaju u
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odgovaraju¢u odabranu datoteku. Od tri se spektra prikazuje jedan spektar koji predstavlja srednju

vrijednost mjerenja.

3.2.6. Analiza glavnih komponenata

(PCA — Principal Component Anaylsis)

Karl Pearson je 1901. godine izumio PCA analizu koja se tada u mehanici koristila kao analog
osnovnog teorema o osi. U 1930-ima analiza je doradena i zahvaljuju¢i Haroldu Hotellingu dobila
naziv PCA (Principal Component Analysis). Danas, analiza glavnih komponenti je metoda koja se
rabi u kemometriji, posebnoj grani analiticke kemije, koja se bavi primjenom statistickih ili
matematickih metoda u svrhu obrade analiticko-kemijskih podataka bez postavljenog fizickog
modela. Cesto se PCA analiza koristi u obradi NIR spektara u svrhu smanjenja dimenzionalnosti
podataka. Budu¢i da NIR spektri daju veliku koli¢inu informacija o jednom uzorku, glavna svrha
PCA analize je prepoznavanje najvaznijih informacija iz izmjerenih spektara kako bi se smanjila
koli¢ina podataka (Abdi i Williams, 2010).

Princip PCA analize bazira se na grupiranju seta podataka u odredene manje odjeljke, koji
najbolje opisuju njihovu povezanost, omogucavajuc¢i na taj nacin brzu i pouzdanu interpretaciju
rezultata, a da pritom zadrZi ve¢inu informacija iz prvotnog velikog skupa. Dobiveni se podatci
prikazuju kao toc¢ke u n-dimenzijskom prostoru, u kojem svaki vektor predstavlja odredenu varijablu
(Jednacak i Novak, 2013), odnosno apsorbanciju NIR zracenja pri odredenoj valnoj duljini.
Uvodenjem glavnih komponenti (eng. PC, Principal Components), koje predstavljaju linearne
kombinacije odredenog broja varijabli, smanjuje se dimenzionalnost. PCA je statisticka procedura,
koja rabi ortogonalnu transformaciju kako bi skup promatranja koreliranih varijabli pretvorila u skup
vrijednosti linearno nekoreliranih varijabli. Prva glavna komponenta (PCA 1) je linearna kombinacija
podataka koji imaju najvecu varijancu i kojoj pripada najve¢i dio varijacije uzoraka, nakon Cega
slijede redom PCA 2, PCA 3, PCA 4 itd., od kojih svaka sljede¢a obuhvaca sve manji iznos varijacija
u setu podataka koji se analiziraju. Glavne komponente su medusobno ortogonalne i orijentirane tako
da predstavljaju sljedecu najvecu varijaciju u podatcima (Metrohm, 2013).

Dobiveni koordinatni sustav, koji je sastavljen od vektora PCA 1 i PCA 2, sadrzZi tocke koje
su projicirane iz izvornog n-dimenzijskog prostora, a koordinate tih toCaka se nazivaju faktorskim

bodovima (eng. scoreplots). Spektri su, Cije se vrijednosti faktorskih bodova razlikuju, odvojeni, dok
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se vrijednosti za slicne spektre nalaze vrlo blizu, a upravo je to razlog njihova grupiranja (Jednacak i

Novak, 2013).

3.2.7. Regresija glavnih komponenata

(PCR - Principal Component Regression)

Regresija glavnih komponenti (PCR) je danas vrlo Cesto koriStena metoda multivarijantne
statistiCke analize koja svoju primarnu ulogu ima u smanjenju broja dimenzija u linearnoj regresiji.
Takoder, metoda pretvara skup koreliranih varijabli u manji broj novih nekoreliranih (Mishra i Vanli,
2015), a provodi se u tri glavna koraka:

1. pokretanje PCA (Analiza glavnih komponenti) u tablici varijabli
2. pokretanje regresije najmanjih kvadrata (OLS regresija) koja se naziva i linearna regresija na
odabranim komponentama

3. raCunanje parametara modela koji odgovaraju ulaznim varijablama

Analiza glavnih komponenti (PCA) se koristi u regresiji glavnih komponenti (PCR) u svrhu uvodenja
neovisnih (x) varijabli u ortogonalnu osnovu glavne komponente te kako bi se odabrao podskup tih
komponenti kao varijabli za predvidanje. Pritom PCR omogucuje transformaciju X tablice s n
opazanjima opisanih varijabli u tablicu s n opaZanja opisanih ¢ komponenti, gdje je ¢ niZa ili jednaka
p itakva da je (S 'S) invertibilna. Dodatna selekcija se moZe primijeniti na komponente tako da se za
stupanj regresije OLS-a ¢uvaju samo r komponente koje su najviSe u korelaciji s Y varijablom. Kao

rezultat regresije glavnih komponenti dobiju se graficki prikazi korelacija i opaZanja te biploti.

Budu¢i da PCA (Principal Component Analysis) sluzi kao temelj za PCR (Principal
Component Regression), velika prednost PCR regresije u odnosu na klasi¢nu regresiju su graficki
prikazi koji opisuju strukturu analiziranih podataka, a upravo zahvaljujuc¢i korelacijskim vezama
medu varijablama lako je prouciti njihov odnos. To mogu biti odnosi izmedu eksplanatornih varijabli,
kao i izmedu eksplanatornih i zavisnih varijabli. Graficki prikazi korelacija i opaZanja daju
informacije o blizini uzorka i strukturi skupa analiziranih podataka, dok biplot prikuplja sve te
podatke te ih prikazuje u jednom zajednickom grafikonu.

Sa statisticke tocke glediSta, PCR se mozZe koristiti kao nacin rjeSavanja multikolinearnosti 1

smanjivanja varijance procjene na racun dodatne pristranosti. Dok sa stajaliSta racunanja, PCR
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potencijalno postiZze redukciju velikog broja varijabli do skromnog modela, Sto moZze biti korisno za
modeliranje i za predvidanje buducih opazanja, s obzirom da se u PCR metodi dobiveni rezultati
glavnih komponenti koriste kao regresijske varijable za izgradnju predikcijskog modela. I PCR 1 PCA
su korisne tehnike za smanjenje dimenzionalnosti pri modeliranju i posebno su korisne kada su

nezavisne varijable visoko kolinearne.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Jedan od ciljeva ovog znanstveno-istrazivackog rada bio je utvrditi u¢inkovitost ekstrakcije
bioaktivnih komponenti i eteri¢nih ulja iz autohtonog mediteranskog bilja ruZmarina i majcine duSice
te odrediti optimalne uvjete ekstrakcije biljnog materijala visokonaponskim praznjenjem uz upotrebu
vode i ,,zelenih otapala". Od otapala se koristila voda, 25%-tna vodena otopina etanola i 50%-tna

vodena otopina etanola.

Fenolni spojevi su u biljnoj hrani vazni zbog njihovog antioksidacijskog djelovanja vezanog
za sposobnost hvatanja slobodnih radikala te opcenito pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje. Zbog
navedenih prednosti poZeljno ih je izdvojiti u Sto ve¢im koli¢inama uz §to manju degradaciju. Fenolni
spojevi spadaju u polarne spojeve pa su zbog toga navedena otapala odli¢na za njihovu izolaciju,

princip ,,sli¢no se otapa u slicnom”.

Kod netretiranih uzoraka prvi broj u oznaci uzorka oznaCava vrijeme ekstrakcije (3 1 9
minuta). Sljede¢i broj prikazuje udio etanola u vodenoj otopini koja je koriStena kao otapalo pri
ekstrakciji. Zadnji broj oznaava masu uzorka u gramima. Slovo ,,N" oznafava netretirani uzorak,
slovo ,,M" maj¢inu duSicu, a slovo ,,R" ruZmarin. Na primjer, u oznaci 3NM25/1, 3 oznaCava 3
minute tretmana, NM je kratica za netretiranu majcinu duSicu, 25 znali da je koriStena 25%-tna
otopina etanola, a 1 oznacava 1 g usitnjene biljke. Kod tretiranih uzoraka prvo slovo oznacava biljku,
a drugo slovo plin koji se koristio tijekom tretmana (N za duSik i A za argon), dok brojke oznacavaju

parametre tretiranja koji su prikazani u Tablici 7.
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Tablica 7. Parametri ekstrakcije u struji dusika i argona

vzorak 'RU EME(ITHI:DI;:TIRANJA N?kI;,?N UDIO ETANOLA (%)
MN1, RN1 3 20 50
MN2, RN2 9 20 0
MN3, RN3 3 20 0
MN4, RN4 3 25 0
MNS, RN5 9 25 25
MNG6, RN6 9 20 25
MN7, RN7 9 20 50
MNS, RNS 9 25 50
MN9, RN9 3 25 25
MN10, RN10 9 25 0
MN11, RN11 3 25 50
MN12, RN12 3 20 25
MA1, RA1 3 15 50
MA2, RA2 9 15 0
MA3, RA3 3 15 0
MA4, RA4 3 20 0
MAS, RAS 9 20 25
MAG, RA6 9 15 25
MA7, RA7 9 15 50
MAS, RAS 9 20 50
MA9Y, RA9 3 20 25
MA10, RA10 9 20 0
MA11, RA11 3 20 50
MA12, RA12 3 15 25



4.1. REZULTATI MJERENJA UKUPNIH FENOLA

U tablicama u nastavku prikazani su rezultati mjerenja ukupnih fenola za netretirane 1

tretirane uzorke majcine duSice i ruzmarina izraZzeni u mg GAE (ekvivalent galne kiseline) g uzorka.

Tablica 8. Sadrzaj ukupnih fenola u netretiranim i tretiranim uzorcima majcine duSice izraZzen u mg

GAE ¢!

netretirani uzorci tretirani uzorci
mg GAE g'! mg GAE g mg GAE g'!
uzorka uzorka uzorka
3NMO0/1 11,08 MA1 35,56 MN1 36,08
3NM25/1 19,56 MA2 29,21 MN2 19,30
3NMS0/1 7,78 MA3 20,86 MN3 13,82
INMO/1 22,43 MA4 27,47 MN4 18,95
INM25/1 26,47 MAS 32,43 MNS5 37,03
INMS0/1 16,87 MAG6 26,95 MN6 34,86
- - MA7 33,90 MN7 42,86
- - MAS 30,95 MNS 42,69
- - MA9 40,34 MN9 37,12
- - MA10 36,08 MN10 21,56
- - MA11 22,17 MN11 32,60
- - MA12 21,03 MN12 30,34
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Tablica 9. Rezultati ekstrakcije netretiranih i tretiranih uzoraka ruZmarina izraZeni u mg GAE g’!

netretirani uzorci tretirani uzorci
mg GAE g’! mg GAE g’! mg GAE g!
uzorka uzorka uzorka
3NR0/1 9,50 RA1 17,73 RN1 21,64
3NR25/1 7,58 RA2 10,86 RN2 30,86
3NRS0/1 8,26 RA3 11,64 RN3 10,25
9NRO/1 10,41 RA4 7,21 RN4 16,17
INR25/1 7,76 RAS 26,34 RNS5 21,21
INRS0/1 9,78 RA6 22,86 RN6 19,47
- - RA7 19,03 RN7 16,86
- - RAS8 21,12 RNS 31,64
- - RA9 22,34 RN9 18,77
- - RA10 16,77 RN10 19,56
- - RA11 14,86 RN11 22,17
- - RA12 17,21 RN12 8,95

Najcesce upotrebljavana tehnika pripreme ekstrakata biljnog materijala je ekstrakcija
razliCitim vrstama otapala upravo zbog njezine efikasnosti 1 Siroke primjenjivosti. Udjeli
ekstrahiranih polifenolnih spojeva ovise o fizikalno kemijskim karakteristikama ekstrahiranog uzorka
te o polarnosti koriStenog ekstrakcijskog otapala, vremenu i temperaturi ekstrakcije (Bors i sur.,
1990).

Udio ukupnih fenola u netretiranim i tretiranim biljnim ekstraktima majcine duSice prikazan je
u Tablici 8. i izraZen kao mg GAE g biljke. Najveéi udio ukupnih fenola u tretiranim uzorcima
iznosi 42,96 mg GAE g' uzorka, odreden u ekstraktu majéine dusice kod uvjeta ekstrakcije u
trajanju od 9 min, 20 kV, u 50%-tnoj otopini etanola, tretiran u struji dusSika (N7), a najmanji udio,
13,82 mg GAE g! uzorka, §to je 3,11 puta manje u odnosu na uzorak majéine dusice s najveéim
udjelom fenola, odreden kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 20 kV, u otopini vode (0%-tna
otopina etanola) te je uzorak takoder tretiran u struji duSika (N3). Kod uzoraka majcine duSice
tretirane u struji argona, najveéi udio ukupnih fenola je nesto niZi i iznosi 40,34 mg GAE g!' uzorka,
a postignut je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 20 kV, u 25%-tnoj otopini etanola (A9), dok
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najmanji udio ukupnih fenola iznosi 20,86 mg GAE g uzorka i odreden je kod uvjeta ekstrakcije u
trajanju od 3 min, 15 kV, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) (A3). Primje¢ujemo da se fenolni
spojevi u uzorcima majcine dusice bolje otapaju u otopini etanola, u usporedbi s vodom, te da duze
vrijeme ekstrakcije i ve¢i napon takoder utjeCu na povecanje koli¢ine ukupnih fenola u ekstraktu.

Netretirani uzorci majcine duSice imaju niZi udio ukupnih fenola pa je tako najniZa vrijednost
zabiljezena u uzorku maj¢ine duSice kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 minute, u 50%-tnoj
otopini etanola i iznosi 7,78 mg GAE g' uzorka (3NM 50/1), dok je najvisa vrijednost ukupnih
fenola, 26,47 GAE g'! uzorka, primije¢ena u uzorku maj¢ine dusice kod uvjeta ekstrakcije 9 minuta,
u 25%-tnoj otopini etanola (9INM 25/1).

Mata i suradnici (2007) ispitivali su ukupne udjele fenola u vodenom ekstraktu majcine
dusice. Ekstrakti su pripremljeni kuhanjem 5 g uzorka tijekom 20 min u 100 mL destilirane vode,
nakon ¢ega je slijedila filtracija. Udio ukupnih fenola odreden je spektrometrijski s Folin-Ciocalteau

reagensom i izraZen kao mg pirogalola, a iznosio je 74,9 + 3,3 mg pirogalol ¢! ekstrakta.

U Tablici 9. prikazan je udio ukupnih fenola u netretiranim i tretiranim biljnim ekstraktima
ruzmarina, izrazen kao mg GAE g!' biljke. Najve¢i udio ukupnih fenola u tretiranim uzorcima iznosi
31,64 mg GAE g uzorka i odreden je u ekstraktu ruzmarina kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9
min, 25 kV, u 50%-tnoj otopini etanola, tretiran u struji duSika (N8), a najmanji udio ukupnih fenola
u tretiranim uzorcima iznosi 7,21 mg GAE g uzorka, $to je 4,39 puta manje u odnosu na uzorak
ruzmarina s najve¢im udjelom fenola, i odreden je kod uzorka tretiranog u struji argona pri uvjetima
ekstrakcije u trajanju od 3 min, 20 kV, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) (A4). Kod uzoraka
ruzmarina tretiranog u struji argona, najveci udio ukupnih fenola je nesto nizi i iznosi 26,34 mg GAE
g! uzorka, a postignut je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, 15 kV, u 25%-tnoj otopini
etanola (A6), dok najmanji udio ukupnih fenola u uzorku ruZmarina tretiranog u struji dusika iznosi
8,95 mg GAE g!' uzorka i odreden je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 20 kV, u 25%-tnoj
otopini etanola (N12). Fenolni spojevi u uzorcima ruzmarina bolje otapaju u otopini etanola, u
usporedbi s vodom, kao i kod maj¢ine dusice te duze vrijeme ekstrakcije i veci napon takoder utjecu
na povecanje koli¢ine ukupnih fenola u ekstraktu. Netretirani uzorci ruZmarina imaju niZi udio
ukupnih fenola pa je tako najniza vrijednost zabiljeZzena u uzorku ruzmarina kod uvjeta ekstrakcije u
trajanju od 3 minute, u 25%-tnoj otopini etanola i iznosi 7,58 mg GAE g uzorka (3NR25/1), dok je
najviSa vrijednost ukupnih fenola primije¢ena u uzorku ruzmarina kod uvjeta ekstrakcije 9 minuta, u

otopini vode (0%-tna otopina etanola) (9NRO/1).
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Razlic¢iti ekstrakcijski uvjeti utjeCu na koncentraciju fenolnih spojeva u gotovom ekstraktu
(Albu i sur.,, 2004; Wada i sur., 2004). Dorman i suradnici (2003) odredili su koncentraciju
polifenolnih spojeva u osusenim listovima ruzmarina od 185 mg EGK g!. U radu Tsai i suradnika
(2007), u vodenom ekstraktu ruzmarina odreden je udjel ukupnih polifenola od 98,7 mg EGK g'!, dok
su Yosr i sur. (2013) odredili udio ukupnih polifenola od 37,4 mg EGK g! u ekstraktu liséa
ruzmarina pripremljenom prelijevanjenjem s vodenom acetonskom mjesavinom.

Boussetta 1 suradnici (2013) pokazali su da dodatak etanola u vodu ima sinergisticki u¢inak
kod prinosa ukupnih fenola iz kolaca lana. Kao otapalo su koristili ¢istu vodu te su primijenili napon
od 40 kV u trajanju od 5 ms pri temperaturi od 20°C. Takav ekstrakt tretiranog uzorka kolaca lana
imao je 3,49 mg g! ukupnih polifenola. Nakon $to su dodali etanol volumnog udjela 25% pri
jednakim uvjetima vremena tretiranja i temperature, prinos ukupnih polifenola porastao je na 4,33 mg

¢!, iz Sega se moZe primijetiti da je etanol pospjesio ekstrakciju fenolnih spojeva.

4.2. REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

4.2.1. FRAP metoda

U sljede¢im tablicama prikazani su rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti pomocu
FRAP metode za netretirane 1 tretirane uzorke majcine duSice i1 ruzmarina izraZzeni u pmol FE

(ekvivalent Fe**) g'! uzorka.
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Tablica 10. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za netretirane i tretirane

uzorke majcine dusice izrazeni u pmol FE g,

netretirani uzorci tretirani uzorci
umol FE g'! umol FE g'! umol FE g!

uzorka uzorka uzorka

3NMO0/1 271,93 MA1 376,93 MN1 390,50
3INM25/1 480,50 MA2 354,79 MN2 491,93
3NMS50/1 170,50 MA3 433,36 MN3 390,50
INMO0/1 352,64 MA4 293,36 MN4 150,50
INM25/1 317,64 MAS 531,93 MNS5 540,50
INMS50/1 303,36 MAG6 474,79 MN6 526,21
- - MA7 404,07 MN7 422,64

- - MAS 329,79 MNS8 517,64

- - MA9 551,93 MN9 497,64

- - MA10 92,64 MN10 229,07

- - MA11 494,79 MN11 508,36

- - MA12 446,21 MN12 476,93
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Tablica 11. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za netretirane i

tretirane uzorke ruzmarina izraZeni u umol FE g™! uzorka

netretirani uzorci tretirani uzorci
umol FE g! umol FE g'! umol FE g!

uzorka uzorka uzorka

3NRO0/1 104,79 RA1 237,64 RN1 312,64
3NR25/1 101,21 RA2 184,79 RN2 179,79
3NR50/1 169,07 RA3 122,64 RN3 203,36
INRO/1 114,07 RA4 311,21 RN4 139,79
INR25/1 123,36 RAS 319,07 RNS5 295,50
INRS50/1 44,07 RA6 263,36 RN6 334,07
- - RA7 169,79 RN7 226,93

- - RAS 486,93 RNS8 224,07

- - RA9 234,07 RN9 256,93

- - RA10 279,79 RN10 562,64

- - RA11 176,93 RN11 186,21

- - RA12 227,64 RN12 209,79

Antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata bogatih polifenolnim spojevima povezan je s
njihovom sposobnosti doniranja vodika ili elektrona i hvatanja slobodnih radikala (Stoilova i sur.,
2007).

Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u netretiranim i tretiranim
biljnim ekstraktima maj¢ine dusice prikazani su u Tablici 10. i izraZeni kao umol Fe*? ekvivalenta
(FE)/g uzorka pri razli¢itima uvjetima ekstrakcije u struji duSika i argona. Maj¢ina duSica (92,64 —
551,93 umol FE g'! uzorka) pokazuje razligite antioksidacijske kapacitete pri razli¢itim uvjetima
ekstrakcije. Najveéi antioksidacijski kapacitet iznosi 551,93 umol FE g uzorka i odreden je u
ekstraktu majCine duSice kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 20 kV, u 25%-tnoj otopini
etanola, tretiran u struji argona (A9), a najmanji antioksidacijski kapacitet u tretiranim uzorcima

dobiven je takoder u ekstraktu majcine dusSice koji je tretiran u struji argona, kod uvjeta ekstrakcije u
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trajanju od 9 min, 20 kV, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) (A10) i iznosi 92,64 umol FE g!
uzorka, $to je 5,96 puta manje u odnosu na uzorak majcine duSice s najve¢om antioksidacijskom
aktivnosti odredenom FRAP metodom. Kod uzoraka maj€ine duSice tretirane u struji duSika, najveci
antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom iznosi 540,50 umol FE g! uzorka te je odreden
kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, 25 kV, u 25%-tnoj otopini etanola (N5), dok najmanji
antioksidacijski kapacitet iznosi 150,50 umol FE g uzorka i odreden je kod uvjeta ekstrakcije u
trajanju od 3 min, 25 kV, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) (N4). Kod netretiranih uzoraka
majc¢ine duSice najniZa vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom zabiljeZena je
u uzorku majcine duSice kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 minute, u 50%-tnoj otopini etanola i
iznosi 170,50 pmol FE g! uzorka (3NM 50/1), dok je najvisa vrijednost, 352,64 umol FE g! uzorka,
primijecena u uzorku majcine duSice kod uvjeta ekstrakcije 9 minuta, u otopini vode (0%-tna otopina

etanola (ONM 0/1).

U Tablici 11. prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u
netretiranim i tretiranim biljnim ekstraktima ruZmarina, izraZeni kao umol Fe*? ekvivalenta (FE)/g
uzorka pri razliitima uvjetima ekstrakcije u struji duSika i argona. RuZmarin pokazuje razlicite
antioksidacijske kapacitete pri razli¢itim uvjetima ekstrakcije. Najve¢i antioksidacijski kapacitet
iznosi 562,64 umol FE g! uzorka i odreden je u ekstraktu ruZzmarina kod uvjeta ekstrakcije u trajanju
od 9 min, 25 kV, u otopini vode (0%-tna otopini etanola), tretiran u struji dusika (N10), a najmanji
antioksidacijski kapacitet u tretiranim uzorcima iznosi 122,64 umol FE g uzorka, §to je 4,59 puta
manje u odnosu na uzorak ruzmarina s najve¢om antioksidacijskom aktivnosti odredenom FRAP
metodom, i odreden je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 15 kV, u otopini vode (0%-tna
otopina etanola), tretiran u struji argona (A3). Kod uzoraka ruZmarina tretiranog u struji argona,
najveéi antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom iznosi 486,93 umol FE g uzorka, te je
odreden kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, 20 kV, u 50%-tnoj otopini etanola (AS8), dok
najmanji antioksidacijski kapacitet uzorka ruZmarina tretiranog u struji dusika iznosi 139,79 umol FE
¢! uzorka i dobiven je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, 25 kV, u otopini vode (0%-tna
otopina etanola) (N4). U ovom slucaju, kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakta
ruzmarina FRAP metodom, najveca antioksidacijska aktivnost ipak se postize kod otopine vode, za
razliku od majCine duSice gdje se najveca rantioksidacijska aktivnost postigla u otopini etanola.
Takoder, kod ekstrakta ruZmarina najveca antioksidacijska aktivnost postize se u uzorku koji je
tretiran u struji dusika, dok je kod majcine duSice najviSa vrijednost zabiljeZena kod uzorka koji je
tretiran u struji argona. Kod netretiranih uzoraka ruzmarina vidimo neSto niZe vrijednosti

antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom. Najmanja vrijednost zabiljeZzena je u uzorku
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ruzmarina kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 minuta, u 50%-tnoj otopini etanola i iznosi 44,07
umol FE g! uzorka (9NR 50/1), $to je ¢ak 12,77 puta manje u odnosu na tretirani uzorak ruzmarina s
najvec¢om antioksidacijskom aktivnosti odredenom FRAP metodom, dok je najvisa vrijednost, 169,07
umol FE g uzorka, primije¢ena u uzorku ruzmarina kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 minuta, u
50%-tnoj otopini etanola (3NR 50/1).

Antioksidacijski kapacitet ekstrakta ruzmarina odredili su Yosr i suradnici (2013) FRAP

metodom, koristeéi li§ée ruzmarina te aceton kao otapalo, a on je iznosio 48,0 mmol FE g uzorka.

4.2.2. DPPH metoda

U tablicama u nastavku prikazani su rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti pomoc¢u
DPPH metode za netretirane 1 tretirane uzorke majcine duSice i ruZmarina izrazene u pmol TAE

(Trolox ekvivalent) g uzorka.
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Tablica 12. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za netretirane i tretirane

uzorke majcine dusice izrazeni u pmol TAE g™ uzorka

netretirani uzorci tretirani uzorci
umol TAE g! umol TAE g! umol TAE g!
uzorka uzorka uzorka

3NMO0/1 30,49 MA1 30,28 MNI1 29,85
3NM25/1 29,71 MA2 28,64 MN2 29,31
3INMS0/1 32,03 MA3 28,71 MN3 28,53
6NMO0/1 30,74 MA4 29,06 MN4 28,31
INMO/1 29,46 MAS 28,21 MNS5 27,81
INM25/1 30,53 MAG6 28,39 MNG6 27,14
- - MA7 32,92 MN7 29,78

- - MAS 30,53 MNS8 29,67

- - MA9 29,81 MN9 28,24

- - MA10 29,85 MN10 28,46

- - MA11 30,92 MN11 30,24

- - MA12 30,10 MN12 28,78
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Tablica 13. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za netretirane i tretirane

uzorke majcine dusice izrazeni u umol TAE g™ uzorka.

netretirani uzorci tretirani uzorci
umol TAE g! umol TAE g! pumol TAE g!
uzorka uzorka uzorka
3NR0/1 28,31 RA1 31,28 RN1 30,92
3NR25/1 30,89 RA2 25,85 RN2 25,89
3NRS0/1 30,92 RA3 29,81 RN3 28,53
INRO/1 27,17 RA4 30,28 RN4 28,28
INR25/1 29,64 RAS 28,78 RNS 30,78
INRS0/1 30,92 RA6 27,96 RN6 26,67
- - RA7 31,28 RN7 32,92
- - RAS 31,31 RNS 31,60
- - RA9 28,64 RN9 32,03
- - RA10 27,24 RN10 29,03
- - RA11 31,24 RN11 30,71
- - RA12 29,14 RN12 29,85

Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u netretiranim i tretiranim
biljnim ekstraktima majé¢ine dusice prikazani su u Tablici 12. i izraZeni u pmol TAE g! biljke.
Najveéi antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom u uzorku majcine duSice iznosi 32,92
umol TAE g i odreden je u ekstraktu maj¢ine dusice kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, 15
kV, u 50%-tnoj otopini etanola, tretiran u struji argona (A7), dok je maksimalna vrijednost
antioksidacijske aktivnosti tretirane majc¢ine duSice u struji duSika neSto niZa i iznosi 30,24 pmol
TAE g! uzorka pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od 3 min, 25 kV, u 50%-tnoj otopini etanola
(N11). Najniza vrijednost antioksidacijske aktivnosti tretirane maj¢ine duSice odredene DPPH
metodom iznosi 27,14 umol TAE g' uzorka, §to je 1,22 puta manje u odnosu na uzorak majcine
dusice s najve¢om antioksidacijskom aktivnosti odredenom DPPH metodom, te je odredena pri
uvjetima ekstrakcije u trajanju od 9 min, 20 kV, u 25%-tnoj otopini etanola, a uzorak je tretiran u

struji duSika (N6). Minimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti ekstrakta maj¢ine dusSice tretirane
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u struji argona iznosi 28,21 umol TAE g uzorka pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od 9 min, 20 kV,
u 25%-tnoj otopini etanola (A5). Kod netretiranih uzoraka maj¢ine duSice najniZza vrijednost
antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom zabiljeZena je u uzorku majc¢ine dusSice kod
uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 minuta, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) 1 iznosi 29,46 pmol
TAE g! uzorka (ONM 0/1). Prema ovoj metodi ne moZe se zakljuciti da je prethodni tretman
visokonaponskim elektri¢nim praZnjenjem, tzv. hladnom plazmom, olakSao ekstrakciju i doveo do
visih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti. Stovie, rezultati pokazuju suprotno, no razlike su vrlo
male pa je teSko donijeti to¢an zakljucak. NajviSa vrijednost antioksidacijske aktivnosti kod
netretiranih biljnih ekstrakata maj¢ine dusice iznosi 32,03 umol TAE g! uzorka, odredena kod uvjeta
ekstrakcije u trajanju od 3 minuta, u 50%-tnoj otopini etanola (3NM 50/1); no vecina netretiranih
biljnih ekstrakata pri odredenim uvjetima ekstrakcije pokazuju vrijednosti antioksidacijske aktivnosti
iznad 30 pmol TAE g'! uzorka.

U Tablici 13. prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u
netretiranim i tretiranim biljnim ekstraktima ruzmarina, izrazeni u pmol TAE g! biljke. Najveéi
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom u uzorku ruzmarina iznosi 32,92 umol TAE g i
odreden je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, 20 kV, u 50%-tnoj otopini etanola, tretiran u
struji dusika (N7), dok je maksimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti tretiranog ruZmarina u
struji argona malo niZa i iznosi 31,31 umol TAE g uzorka pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od 9
min, 20 kV, u 50%-tnoj otopini etanola (A8). NajniZa vrijednost antioksidacijske aktivnosti tretiranog
ruzmarina odredene DPPH metodom iznosi 25,85 umol TAE g uzorka, §to je 1,27 puta manje u
odnosu na uzorak ruzmarina s najve¢om antioksidacijskom aktivnosti odredenom DPPH metodom, te
je odredena pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od 9 min, 15 kV, u otopini vode (0%-tna otopina
etanola), a uzorak je tretiran u struji argona (A2). Minimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti
ekstrakta ruzmarina tretiranog u struji duSika slina je kao 1 minimalna vrijednost kod ekstrakta
tretiranog u struji argona i iznosi 25,89 umol TAE g™!' uzorka pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od 9
min, 20 kV, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) (N2). Primje¢ujemo da antioksidacijska
aktivnost odredena DPPH metodom u uzorcima ruZmarina raste ako su uzorci ekstrahirani u otopini
etanola, u ovom sluc¢aju najbolje vrijednosti daje otopina s najvec¢im postotkom etanola, dakle 50%-
tna otopina etanola, u usporedbi s vodom koja daje najniZe vrijednosti antioksidacijske aktivnosti.
DuZe vrijeme ekstrakcije (9 minuta) i ve¢i napon takoder utjeCu na povecanje antioksidacijske
aktivnosti u gotovom ekstraktu. Kod netretiranih uzoraka ruZmarina najniZza vrijednost
antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom zabiljeZena je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju
od 9 minuta, u otopini vode (0%-tna otopina etanola) i iznosi 27,17 umol TAE g! uzorka (ONM 0/1).

Ovi isti uvjeti, ekstrakcija u trajanju od 9 minuta i 0%-tna otopina etanola, rezultiraju najnizom
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antioksidacijskom aktivnosti odredenom DPPH metodom i kod netretiranih ekstrakata majcine
dusice. Ne mozZe se zakljuciti da je prethodni tretman visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem
olakSao ekstrakciju i doveo do visih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti jer su rezultati netretiranih
1 tretiranih uzoraka veoma sli¢ni. NajviSa vrijednost antioksidacijske aktivnosti kod netretiranog
ekstrakta ruzmarina iznosi 30,92 pumol TAE g!' uzorka, a odredena je kod dvaju uvjeta ekstrakcije:
ekstrakcije u trajanju od 3 minuta, u 50%-tnoj otopini etanola (3NM 50/1) i ekstrakcije u trajanju od

9 minuta, u 50%-tnoj otopini etanola.

4.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

U Tablici 14. prikazan je utjecaj trajanja tretmana, napona i udjela EtOH u vodi na ekstrakciju
ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet dobiven FRAP i DPPH metodama. p-vrijednost <0,05
pokazuje znacCajan utjecaj odredenog parametra na koliCinu ekstrahiranih fenola, odnosno

antioksidacijski kapacitet.

Tablica 14. p-vrijednosti pojedinih parametara tretiranja kod ekstrakcije fenola iz majCine

duSice/ruzmarina u struji argona/dusika
MAJCINA DUSICA RUZMARIN
Parametar Argon Dusik Argon Dusik

UF FRAP DPPH UF FRAP DPPH UF FRAP DPPH UF FRAP DPPH

TRAJANJE
0,4052 0,0815 0,9329 0,0608 0,0027 0,4223 0,1297 0,4464 0,0187 0,2758 0,3834 0,4793
TRETMANA
NAPON 0,4080 0,2561 0,8705 0,2570 0,0041 0,7462 0,4652 0,2870 0,1887 0,5235 0,7106 0,1943
% EtOH U
0,8689 0,0290 0,1575 0,0108 0,0006 0,0667 0,0734 0,8712 0,0095 0,6406 0,9151 0,0920
VODI

Rezultati analize varijance parametara tretmana hladnom plazmom pokazali su da znacajan
utjecaj ima udio etanola u vodi i to kod tretmana majc¢ine duSice u struji argona za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom te u struji dusSika za odredivanje ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom. Takoder udio etanola u otapalu ima znacajan utjecaj kod
tretmana ruzmarina u struji argona za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom. Izbor
otapala kljucan je parametar ekstrakcije i prvenstveno ovisi o vrsti i svojstvima komponente koju se

Zeli ekstrahirati. S obzirom da su polifenoli uglavnom polarni spojevi, zbog prisutstva OH grupe na
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aromatskom prstenu, jako polarna otapala (npr. voda) i nepolarna otapala (npr. etil acetat, kloroform i
heksan) nisu pogodna za njihovu ekstrakciju. Ako se koristi voda kao otapalo, moze se dobiti ekstrakt
s visokim sadrZajem necistoca (npr. organskih kiselina, Secera, topivih proteina) koji mogu utjecati na
identifikaciju i1 kvantifikaciju ukupnih fenola. Osim toga, voda ima vecu viskoznost od ostalih otapala
Sto utjeCe na prijenos mase. S druge strane, Cisti alkohol kao otapalo smanjuje ucinak ekstrakcije.
KoriStenjem smjese vode s drugim organskim otapalima c¢ini umjereno polarni medij, niZe
viskoznosti ¢ime se mogu osigurati optimalni uvjeti za ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog
materijala (Rafiee i sur., 2011). Nadalje, upotrebom vode u kombinaciji s alkoholom dolazi do
povecanog bubrenja biljnog materijala Sto omogucuje jace prodiranje otapala, povecava se kontaktna
povrsina izmedu uzorka i otapala Sto poboljsava ucinak ekstrakcije (Rafiee i sur., 2011). U takvom
sustavu, voda je odgovorna za bubrenje biljnog materijala, a etanol za raspad veza izmedu tvari koju
se Zeli ekstrahirati (polifenoli) 1 biljnog materijala (Sahin i Samli, 2013).

Sljedeci bitan parametar je vrijeme trajanja tretmana visokonaponskog elektri¢nog praznjenja,
a statisticki znacaj utjecaj pokazuje kod uzorka maj¢ine duSice u struji duSika za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom te kod ruzZmarina tretiranog u struji argona za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom. Vremensko trajanje tretmana ima utjecaj na koli¢inu
ekstrahiranih fenolnih spojeva kao i na antioksidacijsku aktivnost ekstrakata. Posljedice elektri¢nih
izboja hladne plazme su nastanak razlicitih radikala i ,,energentskih elektrona" te fizikalne promjene
kao Sto su emisija UV svjetla, nastanak udarnih valova 1 kavitacije koji imaju degenerativan u¢inak
na fenolne spojeve. Tretman hladnom plazmom potpomaZe oslobadanju fenolnih spojeva koji su
vezani na stanicnu membranu, nakon ¢ega se oni nalaze u slobodnom obliku i postaju skloniji
degradaciji izazvanoj reaktivnim vrstama koje nastaju djelovanjem tretmana visokonaponskog
praznjenja. Stoga je bitno odrediti optimalno trajanje tretmana koje ¢e dovesti do ekstrakcije vece
koli¢ine fenolnih spojeva, no i do njihove velike antioksidacijske aktivnosti. Cilj je ekstrahirati
fenolne komponente koje sadrze visok antioksidacijski kapacitet kako bi se ostvarila njihova uloga.

Posljednji promatran parametar koji utjecCe na ekstrakciju potpomognutu tretmanom hladne
plazme je napon koji je pokazao znacajan utjecaj kod tretiranja majcine duSice u struji duSika za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom. Veéi napon izaziva jace strujne udare i
elektricne izboje koji mogu pospjesiti elektroporaciju i izlazak bioaktivnih tvari iz biljnih stanica.
Moze se pretpostaviti da je koli¢ina ekstrahiranih fenolnih spojeva vec¢a kod primjene visSih napona,
no treba imati na umu kako nastali reaktivni spojevi tijekom tretmana viSim naponom ne bi smanjili
antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata, pa je stoga bitno optimirati i taj parametar za

uspjesnu ekstrakciju.

52



44. PRINOS EKSTRAKCIJE

Tablica 15. Rezultati prinosa ekstrakcije (%) netretiranih i tretiranih uzoraka maj¢ine dusSice

netretirani uzorci tretirani uzorci
prinos ekstrakcije prinos ekstrakcije prinos ekstrakcije

(%) (%) (%)

3NMO0/1 1,11 MA1 3,56 MNI1 3,61
3NM25/1 1,96 MA2 2,92 MN2 1,93
3INMS50/1 0,78 MA3 2,09 MN3 1,38
INMO/1 2,24 MA4 2,75 MN4 1,89
INM25/1 2,65 MAS 3,34 MN5 3,70
INMS50/1 1,69 MAG6 2,69 MNG6 3,49
- - MA7 3,39 MN7 4,29

- - MAS 3,09 MNS8 4,27

- - MA9 4,03 MN9 3,71

- - MA10 3,61 MN10 2,16

- - MA11 2,22 MN11 3,26

- - MA12 2,10 MN12 3,03

Prema prikazanim rezultatima u Tablici 15. najveéi prinos odreden u ekstraktima majcine
dusice koji su bili tretirani strujom duSika, istiu se rezultati MN7 (4,29%) i MNS8 (4,27%) §to su
tretmani u trajanju od 9 minuta, otapalo je 50%-tni etanol, te naponi od 20 i 25 kV. Kod tretmana u
struji argona najveci prinos pokazao se u uzorku MA9 (4,03%) $to je tretman u trajanju od 3 minute,
koristio se 25%-tni etanol 1 napon od 20 kV. NajviSa vrijednost prinosa ekstrakcije kod netretiranih
uzoraka je 2.65 % odredena u uzorku maj¢ine dusSice gdje je ekstrakcija trajala 9 minuta, u otopini
25% etanola. Ako pogledamo ostale visoke vrijednosti prinosa ekstrakcije i parametre tretiranja tog
odredenog uzorka, moZe se zakljuditi da veci prinos ekstrakcije odreduje naj¢es¢e vremensko trajanje
tretmana hladnom plazmom 1 udio etanola u otapalu, poSto su uzorci s visokim 1 srednje visokim

prinosom ekstrakcije imali duze vrijeme tretiranja ili veci udio etanola u otapalu.
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Tablica 16. Rezultati prinosa ekstrakcije (%) netretiranih i tretiranih uzoraka ruzmarina

netretirani uzorci tretirani uzorci
prinos ekstrakcije prinos ekstrakcije prinos ekstrakcije

(%) (%) (%)

3NRO0/1 0,95 RA1 1,77 RN1 2,16
3NR25/1 0,76 RA2 1,09 RN2 3,09
3NRS0/1 0,83 RA3 1,16 RN3 1,03
9NRO/1 1,04 RA4 0,72 RN4 1,62
INR25/1 0,78 RAS 2,63 RNS 2,12
INRS0/1 0,98 RA6 2,29 RN6 1,95
- - RA7 1,90 RN7 1,69

- - RAS8 2,11 RNS 3,16

- - RA9 2,23 RN9 1,88

- - RA10 1,68 RN10 1,96

- - RA11 1,49 RN11 2,22

- - RA12 1,72 RN12 0,89

U Tablici 16. moze se vidjeti da je najvisi prinos ekstrakcije zabiljeZen u uzorku ruzmarina u
struji duSika RN8 (3,16 %) tretiranom 9 minuta, u 50%-tnom etanolu i naponu od 25 kV te u uzorku
ruzmarina RN2 u struji dusika (3,09 %) tretiranom 9 minuta, u vodi i pri 20 kV. MoZe se vidjeti kako
je prinos ekstrakciji vec¢i kod tretmana s duSikom, a isto tako veci je prinos ekstrakcije tretiranih
uzoraka u usporedbi s netretiranima. Na prinos ekstrakcije utjecu svi parametri: plin, vrijeme trajanja

tretmana, koriStena otopina te napon.
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4.5. NIR ANALIZA - BLISKO INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA

U ovom istrazivanju koristena je NIR spektroskopija za otkrivanje bioaktivnih spojeva u

podrucju valnih duljina od 904 nm do 1699 nm u ekstraktima ruZmarina i maj¢ine duSice. U tom

rasponu uzorak apsorbira svjetlost na frekvencijama koje odgovaraju karakteristicnim vibracijama,

ukljucujuéi one koje su dobivene iz detektiranih C-H, O-H, N-H, C=0 i ostalih funkcionalnih

skupina (Bel$¢ak-Cvitanovi€ i sur., 2017).

Na Slikama 12. 1 13. prikazani su NIR spektri maj¢ine duSice nakon tretmana argonom, odnosno

dusikom u trajanju od 3 i 9 minuta.
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Slika 12. NIR spektri uzoraka maj¢ine dusSice tretiranih u struji argona 3 minute (A) i 9 minuta (B) pri

15 kV 120 kV te uzoraka majc¢ine dusice koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu

Slika 12. prikazuje ,,sirove‘ NIR spektre uzoraka majcine duSice tretiranih u struji argona pri
razli¢itim uvjetima HVED tretmana te uzoraka majcine duSice koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu
nego konvencionalnoj metodi ekstrakcije.

Podrucje izmedu 1365 nm i 1680 nm unutar NIR regije, na grafickom prikazu A, obuhvaca
vrlo izrazene vrpce koje su nastale kao posljedica kombinacija C-H vrpci. Unutar podrucja od 900
nm do 1360 nm vidljivo je preklapanje vrpci. Kako se udaljenost povecava, odnosno porastom valnih
duljina, i razlika je medu vrpcama sve veca. Voda na ovom grafickom prikazu dominira spektrom,
Sto se uocava zahvaljuju¢i spektru koji pokriva signale rastezljivosti za molekule vode, odnosno
overtone O-H unutar podrucja od 1365 do 1465 nm.

Na grafickom prikazu B, vidljivo je da dolazi do preklapanja gotovo svih vrpca , tj. spektara
ispitanih uzoraka. Vrh, proizasao iz prvog overtona ArCH istezanja, vidljiv je na valnoj duljini od
1672 nm. U podruc¢ju koje obuhvaca valne duljine od 1376 nm do 1566 nm vidljive su izraZenije

vrpce. One su prikazane kao posljedica kombinacije vrpci C-Hz, C-Hz 1 C-H.
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Slika 13. NIR spektri uzoraka majcine duSice tretiranih u struji duSika 3 minute (A) i 9 minuta (B) pri

20 kV 1 25 kV te uzoraka majcine dusice koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu
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Slika 13. prikazuje ,,sirove* NIR spektre uzoraka majcine duSice tretiranih u struji duSika pri
razli¢itim parametrima HVED tretmana te uzoraka maj¢ine duSice dobivenih konvencionalnom
metodom ekstrakcije. Usporedbom grafickih prikaza A 1 B evidentno je da nema dominantnijih
razlika unutar NIR regije od 1350 nm do 1699 nm. Ono $to uistinu predstavlja razliku, je vremensko
trajanje ekstrakcije. Na donjem grafickom prikazu prisutna je izraZenija vrpca koja je posljedica
istezanja C-H grupa, proizaslih iz kombinacija prvog overtona unutar regije od 1410 nm do 1610 nm.
Na valnoj duljini od oko 1640 nm uocen je vrh za netretirani uzorak kadulje koji se moZe pripisati
rasteznim vibracijama C-H veza, koje potjecu iz prvog overtona, dok je na 1680 nm uocen vrh koji se
moze pripisati vibracijama metilnih grupa. Sve uocene pravilnosti ili nepravilnosti unutar NIR
spektara promatranih uzoraka nisu dominantne. Nema znacajnije razlike medu spektrima, pa je u

skladu s tim nuZzno provesti daljnje analize.

Na slikama 14. 1 15. prikazani su NIR spektri ruzmarina nakon tretmana argonom, odnosno

duSikom u trajanju od 3 i 9 minuta.

A)
21 - ARGON 3 min
1,8 -
1,5 -
1,2 -
0,9 -
0,6 - 1]
03 - /1
s 0 . . . : / — . . .
S .0,3900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
206 - Valna duljina (nm)
2-0,9 e
<12 -
—— 15 kV RA3 0% EtOH ——15kV RA12 25% EtOH  ===15 kV RA1 50% EtOH
——20 kV RA4 0% EtOH ———20 kV RA9 25% EtOH 20 kV RA11 50% EtOH
NR 0% EtOH NR 25% EtOH NR 50% EtOH

58



B)

ARGON 9 min

N
0
1 ]

e oo R,
w oo O NN O
1 1 1 1 1

o

4 T T T 1

1400 1500 1600 1700

1000 1100 1200 1300

=

w
O
=
o

Valna duljina (nm)

~

Apsorbancija

~

- O O
N O O
L 1 1

e 15 kV RA2 0% EtOH e 15 kV RA6 25% EtOH w15 kV RA7 50% EtOH
=20 kV RA10 0% EtOH =20 kV RA5 25% EtOH 20 kV RA8 50% EtOH
NR 0% EtOH NR 25% EtOH NR 50% EtOH

Slika 14. NIR spektri uzoraka ruZmarina tretiranih u struji argona 3 minute (A) i 9 minuta (B) pri 15

kV 120 kV te uzoraka ruZmarina koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu

Na slici 14. koja prikazuje NIR spektar uzoraka ruzmarina tretiranih u struji argona razli¢itim
tretmanima i uzoraka ruzmarina koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu uo¢avamo gotovo potpuno
preklapanje vrpci, osim u rasponu 1345 - 1699 nm. Na grafickom prikazu A, u podrucju 1345 — 1600
nm, vidljive su viSestruke vrpce razli¢itih C-H veza (CH3, CH,, CH) koje dominiraju tim podru¢jem.
Prisutnost vode kao otapala i biljne komponente je izrazena rasponom od 1395 do 1608 nm u kojem
je vidljiv utjecaj rasteznih O-H veza, te takoder prisutnost ROH grupa. Vrhovi u 1663 nm i 1674 nm
posljedica su prvog overtona veza CHj3 skupine i1 vibracija ArCH veza. Graficki prikaz B pokazuje
preklapanja vrpci u podru¢ju 900 — 1340 nm, nakon cega se, pri vecim valnim duljinama, vrpce
pocinju razlikovati. NIR spektrom u podrucju 1403 — 1603 nm prevladavaju vrpce razlicitih CH veza.

Vrhovi u 1644 nm i 1673 nm posljedica su prvog overtona metilenske skupine.
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Slika 15. NIR spektri uzoraka ruZmarina tretiranih u struji dusika 3 minute (A) 1 9 minuta (B) pri 20

kV 125 kV te uzoraka ruzmarina koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu

Slika 15. prikazuje uzorke ruZmarina tretiranih strujom duSika razliitim intenzitetom i
trajanjem tretmana i uzoraka ruZzmarina netretiranih HVED metodom. Dobiveni spektar pokazuje
vrpce 1 veze od znacaja u podrucju valnih duljina 1350-1699 nm. Na grafickim prikazima u podrucju

spektralnih vrijednosti 1402 — 1610 nm uocavamo razli¢ite vrpce viSestrukih C-H veza, te prvog
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overtona veza N-H veza zbog tretiranja uzoraka strujom duSika. Na grafickom prikazu A
najznacajniji je vrh kod 1684 nm, dok su manje izrazeni vrhovi kod 1643 nmi 1672 nm posljedica
prve overtonske regije C-H veza. U rasponu od 1408 nm do 1604 nm na izgled vrpci utjeu rastezne
vibracije veza unutar H,O molekula. Vrhovi kod 1685 nm i 1679 nm najznacajniji su na grafickom
prikazu (B) 1 posljedica su jako izrazenih rastezljivih veza unutar metilenskih skupina spojeva koji su
karakteristi¢ni za ovu biljnu vrstu. Vrpce uzoraka s viSim postotkom etanola kao otapala pokazuju

niZe vrijednosti apsorbancije i odstupaju od ostalih uzoraka u gotovo cijelom podrucju spektra.

4.6. PCA ANALIZA - ANALIZA GLAVNIH KOMPONENATA

Na temelju NIR-spektra nisu se mogle utvrditi razlike medu uzorcima te je bilo potrebno
primijeniti neku od kemometrijskih tehnika. Kako bi se bolje objasnio velik broj varijabli upotrebom
Sto manjeg broja komponenti, primijenjena je tehnika analize glavnih komponenata, PCA. Ta je

metoda primijenjena u programu XLStat (MS Excel 2010).

Ovu tehniku prvi je opisao Karl Pearson 1901. godine primjenjujuci ju na svega dvije ili tri
varijable, vjerujuci da ju je moguce primijeniti za rjeSavanje kompleksnijeg problema s vise od dvije
ispitivane varijable. Razvoj informatickih tehnologija 1 raCunala omogucio je brojnim znanstvenicima
primjenu ove metode u svojim istraZivanjima, olakSavaju¢i dugotrajan i kompliciran postupak
izraCuna, te je ova metoda razvojem racunala dobila i Siroku primjenu u brojnim granama znanosti.
PCA koristimo za smanjenje dimenzionalnosti skupa podataka, uz zadrzavanje onih karakteristika
podataka koje najviSe doprinose varijanci (Kim, 2001). MoZe se re¢i da je PCA svojevrsna
transformacija podataka na nacin da bira novi koordinatni sustav za skup podataka, takav da najveca
varijanca bilo koje projekcije skupa podataka leZi na prvoj osi (prva glavna komponenta), druga

najveca varijanca na drugoj osi itd.

KoriStena je analiza glavnih komponenata za dio NIR spektra u kojem su uocene promjene
(904-932 nm, 1350-1699 nm) za identifikaciju obrazaca te isticanje sli¢nosti i razli¢itosti u skupu
podataka. Rezultati PCA analize za prve dvije glavne komponente majcCine duSice i ruzmarina

tretirane duSikom i argonom prikazane su na Slikama 16., 17., 18.1 19.
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Projekcija u prostoru (osi F1 i F2: 88,06 %)
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Slika 16. Analiza glavnih komponenti NIR spektra (904-932 nm, 1350-1699 nm) za uzorke maj¢ine

dusSice tretirane argonom i netretirane uzorke majc¢ine dusSice

Na Slici 16. prikazana je projekcija u prostoru odredena prvim dvjema glavnim
komponentama oznacenima s F1 i F2 za uzorke majcine duSice tretirane argonom te netretirane
uzorke maj¢ine duSice. Premda je odabran odreden broj ulaznih varijabli kako bi se opisala
varijabilnost cijelog sustava, Cesto je velik dio tog varijabiliteta opisan malim brojem varijabla koje
predstavljaju glavne komponente. Ako je to ispunjeno, glavne komponente sadrze jednaku koli¢inu
informacija kao ulazne varijable. U ovom slucaju glavne komponente F1 i F2 obuhvacaju 88,06%
varijance originalnih podataka za sve prikazane uzorke maj¢ine dusSice. Analiza glavnih komponenata
otkriva povezanost medu varijablama i omoguéava interpretaciju do kojih se inace bez ovako

provedene analize ne bi moglo do¢i samo na temelju provedene NIR spektrofotometrije.

Analiza PCA podrazumijeva pronalazenje svojstvenih vrijednosti matrice kovarijanci
uzoraka. Ulazni podatci za analizu glavnih komponenata ¢ine p varijabli i n opazaja (individua) 1

imaju oblik matrice p x n. Geometrijski su te linearne kombinacije koordinatne osi novog
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koordinatnog sustava dobivenog rotacijom oko starog s glavnim komponentama kao koordinatnim
osima (Jednacak i sur., 2013). Analiza zapocCinje s podatcima o p varijabli za n broja mjerenja
(opazaja) pomocu k glavnih komponenata (k < p), bez gubitka informacija o sustavu. Glavne
komponente reprezentiraju smjer maksimalnog varijabiliteta i omogucuju jednostavniji opis strukture
skupa podataka. Svojstvena vrijednost najveca je u prvoj komponenti i u svakoj sljede¢oj njena
vrijednost je manja. Suma svih svojstvenih vrijednosti jednaka je ukupnoj varijanci. Ako je veliki dio
varijance (80-90%) protumacen jednom, dvije ili tri glavne komponente, tada te komponente mogu
zamijeniti pocetnih p varijabli bez veceg gubitka informacija. Prva glavna komponenta je linearna

kombinacija s najve¢om varijancom, dakle F1 (59,86%), dok druga sadrzi 28,02% varijance.

Na Slici 16. se mozZe vidjeti raspodjela uzoraka s obzirom na parametre ekstrakcije. Visi
napon, ve¢i udio etanola u otapalu te duze vrijeme tretiranja imaju utjecaj na kemijske spojeve i
izazivaju promjene koje se mogu detektirati NIR analizom. U 2.kvadrantu nalaze se uzorci koji su
imali blagi tretman u Cistoj vodi (0% etanola), krac¢e vrijeme tretiranja hladnom plazmom te niZi
napon ili bez tretmana hladnom plazmom. MoZe se uoiti trend kretanja uzoraka po ,,jacini" tretmana
u smjeru kazaljke na satu. Dakle, u 1.kvadrantu svrstani su uzorci ekstrahirani u 0 ili 25%-tnoj
otopini etanola, tretirani 3 ili 9 minuta te napon od 15 ili 20 kV. Slijedi 4.kvadrant gdje su zastupljeni
uzorci ekstrahirani u 25 ili 50%-tnoj otopini etanola, tretirani 3 ili 9 minuta, 15 ili 20 kV, dok su u
3.kvadrantu prisutni oni uzorci koji su imali ,,ja¢i“ tretman Sto bi znacilo ekstrakciju u 50%-tnoj
otopini etanola, 3 ili 9 minuta, pri 15 ili 20 kV. Zaklju¢ak vodi k tome da veliku ulogu kod
ekstrakcije i promjena koje uzrokuje tretman, ima udio etanola u vodi. Etanol razara veze izmedu

fenolnih spojeva i komponenata biljnog materijala na kojima su oni vezani.
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Projekcija u prostoru (osi F1 i F2: 86,95 %)
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Slika 17. Analiza glavnih komponenti NIR spektra (904-932 nm, 1350-1699 nm) za uzorke majcine

dusSice tretirane dusikom i netretirane uzorke majcine dusSice

Na Slici 17. prikazana je projekcija u prostoru za uzorke tretirane duSikom te netretirane
uzorke majcine duSice odredena prvim dvjema glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 koje
obuhvacaju 86,95 %varijance originalnih podataka za sve prikazane uzorke majcine duSice. Prva
glavna komponenta je linearna kombinacija s najveCom varijancom, dakle F1 (67,11%), dok druga

sadrzi 19,84 % varijance.

Uzorci maj¢ine duSice gruparali su se s obzirom na parametre tretmana koji su uzrokovali
promjene u njihovoj strukturi. Ne moZe se jasno definirati koji parametar najviSe odreduje te
promjene. MozZe se vidjeti trend kretanja uzoraka u smjeru kazaljke na satu s obzirom na udio etanola
u vodi. U 1.kvadrantu zastupljeni su uzorci ekstrahirani u vodi (0% etanola) te u 25%-tnoj otopini
etanola. Sljedi 4.kvadrant gdje su uzorci ekstrahirani u otopinama s 25% i 50% etanola, a u

3.kvadrantu samo u 50%-tnoj otopini etanola.
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Projekcija u prostoru (osi F1 i F2: 89,35 %)
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Slika 18. Analiza glavnih komponenti NIR spektra (904-932, 1350-1699 nm) za uzorke ruZmarina

tretiranog argonom i netretirane uzorke ruzmarina

Slika 18. prikazuje projekciju u prostoru za uzorke tretirane argonom te netretirane uzorke
ruzmarina odredena prvim dvjema glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 koje obuhvacaju
89,35 % varijance originalnih podataka za sve prikazane uzorke ruzmarina.Prva glavna komponenta
je linearna kombinacija s najve¢om varijancom, dakle F1 (73,08%), dok druga sadrzi 16,27%

varijance.

Vedéina uzoraka grupirana je u 1. i 3. kvadrantu te se moZe vidjeti kako uzorak 9NRS50 odstupa
od svih ostalih. U tom uzorku odredena je daleko najmanja antioksidacijska aktivnost FRAP
metodom u iznosu od 44,07 umol FE g! uzorka, dok je u svima drugima viSe od 100 pa sve do 560
umol FE/g uzorka. Uzorci grupirani u 3.kvadrantu kao zajednicku karakteristiku imaju udio etanola u
vodi od 50%. Ujedno uzorci RA1, RA7, RA8 i RA11l imaju i najviSu antioksidacijsku aktivnost
odredenu DPPH metodom koja iznosi preko 31 umol TAE g uzorka. Preostali uzorci prisutni u 1.
kvandrantu tretirani su u cistoj vodi ili 25%-tnoj otopini etanola koja je ocito uzrokovala drugacije
promjene u kemijskoj strukturi od onih u 3. kvandrantu s obzirom da bi suprotni kvadranti po

dijagonali trebali pokazivati razlike u uzorcima.
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Projekcija u prostoru (osi F1 i F2: 87,36 %)
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Slika 19. Analiza glavnih komponenti NIR spektra (904-932 nm, 1350-1699 nm) za uzorke

ruzmarina tretiranog duSikom i netretirane uzorke ruZmarina

Na Slici 19. je prikazana projekcija u prostoru za uzorke tretirane duSikom te netretirane
uzorke ruZzmarina odredena prvim dvjema glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 koje
obuhvacaju 87,36% varijance originalnih podataka za sve prikazane uzorke maj¢ine duSice. Prva
glavna komponenta je linearna kombinacija s najve¢om varijancom, dakle F1 (64,70%), dok druga

sadrzi 22,67 % varijance.

Opet je vidljivo kako uzorak 9NRS50 odskace od ostalih zbog najmanje vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u iznosu od 44,07 umol FE g! uzorka. Ostali
uzorci grupirali su se ve¢inom u 1. i 3. kvadrantu po odredenim slicnim karakteristikama i
promjenama uzrokovanim tretmanom ekstrakcije. Ne moZe se rec¢i koji parametar najviSe utjece na

promjene, o€ito je da svi doprinose uocenim promjenama na NIR spektrima.
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Biplot (osi F1i F2: 81,01 %)
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Slika 20. Analiza glavnih komponenata na temelju rezultata ukupnih fenola 1 antioksidacijske

aktivnosti odredene FRAP i DPPH metodom za sve uzorke majc¢ine dusice

Slika 20. daje prikaz korelacije rezultata ukupnih fenola te antioksidacijske aktivnosti
dobivene metodama FRAP i DPPH za sve uzorke majcine duSice, a projekcija u prostoru odredena je
prvim dvjema glavnim komponentama oznacenima s F1 1 F2 koje obuhvacaju 81,01% varijance
originalnih podataka za sve uzorke majcine dusice. MoZe se vidjeti da uzorci u kojima se pokazala
visoka vrijednost ukupnih fenola, pokazuju i viSe vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta po FRAP
metodi te su ti uzorci maj¢ine duSice grupirani u 1. kvadrantu. Uzorci smjeSteni u 3.kvadrantu
pokazuju suprotno, kod njih nije odredena visoka vrijednost ukupnih fenola niti visoka
antioksidacijska aktivnost po FRAP metodi. Primjerice MA1 i MNI1 koji su tretirani u 50%-tnoj
otopini etanola, u trajanju od 3 minute u struji argona, odnosno dusika pri niZim naponima (argon 15k
V, dusik 20 kV), pokazali su visi udio ukupnih fenola (35,56 mg GAE g i 36,08 mg GAE g!) od
uzoraka MA4 1 MN4 koji su smjeSteni u suprotnom kvadrantu te ih karakterizira tretman ekstrakcije
u Cistoj vodi (0% etanola) u trajanju od 3 minute, u struji argona, odnosno dus$ika pri niZim naponima,
a dobivene koncentracije ekstrahiranih fenola su 27,47 mg GAE g! i 18,95 mg GAE g!. Ovo je jo%

jedan pokazatelj vaznosti odabira otapala za ekstrakciju i da se viSe fenolnih spojeva ekstrahira u
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otapalu koje nije Cista voda, ve¢ smjesa vode i etanola u omjeru 1:1. Isti trend prati i antioksidacijska
aktivnost odredena po FRAP metodi, to jest uzorci u kojima je ustanovljena visoka vrijednost
antioksidacijske aktivnosti su oni u kojima je odredena i visoka koncentracija ukupnih fenola.
Uzmemo li za primjer opet uzorke MA1 1 MN1 smjeSteni u 1.kvadrantu koji su pokazali visoke
vrijednosti ukupnih fenola, u njima je izmjeren i visi antioksidacijski kapacitet u vrijednostima od
376,93 umol FE g! i 390,50 pymol FE g, u odnosu na uzorke MA4 i MN4 koji se nalaze u
3.kvadrantu te pokazuju niZi antioksidacijski kapacitet u vrijednostima od 293,36 umol FE g! i
150,50 umol FE g'!'. Dakle, ukoliko nam je bitno iz maj¢ine dusice ekstrahirati visok udio fenola
visoke antioksidacijske aktivnosti po FRAP metodi moZemo odabrati tretmane koje posjeduju uzorci
grupirani u 1. kvadrantu. Uzorci koji su pokazali visoku antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH
metodom smjeSteni su u 2. kvadrantu, a suprotnost pokazuju uzorci smjeSteni u 4. kvadrantu.
Primjerice, MA7 tretiran 9 minuta u 50%-tnoj otopini etanola u struji argona pri 15 kV pokazuje viSu
vrijednost antioksidacijske aktivnosti od 37,92 umol TAE g!, dok uzorak MA6 tretiran 9 minuta u
25%-tnoj otopini etanola u struji argona pri 15 kV ima nizu vrijednost antioksidacijske aktivnosti u
vrijednosti od 28,39 umol TAE g'. Opet se razlika temelji na udjelu etanola u vodi pa se moZe
zakljuciti da se veca antioksidacijska aktivnost ekstrahiranih fenola dobiva u otapalu koje €ini smjesa

vode i etanola 1:1.
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Slika 21. Analiza glavnih komponenata na temelju rezultata ukupnih fenola i antioksidacijske

aktivnosti odredene FRAP i DPPH metodom za sve uzorke ruZmarina

Slika 21. prikazuje korelaciju rezultata ukupnih fenola te antioksidacijske aktivnosti odredene
metodama FRAP i DPPH za sve uzorke ruzmarina, a projekcija u prostoru odredena je prvim dvjema
glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 koje obuhvacaju 80,93% varijance originalnih
podataka za sve uzorke ruzmarina. MoZe se uociti sli¢ni trend kao 1 kod majcine duSice, samo malo
zaokrenut u prostoru. Uzorci s visokom vrijednosti ukupnih fenola ve¢inom imaju i viSu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom iako su ovdje svrstani u razli¢ite kvadrante, 1. i 4., no
nalaze se veoma blizu i nisu sa suprotnih strana (suprotnost po dijagonali). Na primjer, uzorci koji
pokazuju visoku vrijednost ukupnih fenola su RA5 i RN2 i nalaze se u 4. kvadrantu. Tretman
spomenutih uzoraka trajao je dulje vrijeme (9 min), pri viSem naponu, u 0 ili 25%-tnoj otopini
etanola, a dobivena vrijednost ukupnih fenola je u RAS5 25,34 mg GAE g!, a u RN2 30,86 mg GAE
g’!, dok je u uzorcima RA4 i RN12, koji su smjesteni sa suprotne strane u 2. kvadrantu, dobivena
manja vrijednost ukupnih fenola u iznosu od 7,21 mg GAE g u RA4 i 8,95 mg GAE g u RN12, no
1 trajanje tretmana je ovdje bilo krace (3 min), naponi su visi, a udio etanola 0 1 25%. Nadalje, uzorci
koji pokazuju visoku vrijednost antioksidacijske aktivnosti po FRAP metodi su oni smjeSteni najvise
u 1. kvadrantu, primjerice RA8 i RN1 koji pokazuju vrijednosti od 486,93 umol FE g i 312,64 umol
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FE g!. Njihova zajednicka karakteristika je veé istican udio etanola u vodi od 50% koji je ocito
utjecao na ekstrakciju fenolnih spojeva vece antioksidacijske aktivnosti. Za razliku od ovih uzoraka,
u 3.kvadrantu smjeSteni su uzorci RA2 1 RN4 koji su pokazali niZze vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti odredene FRAP metodom u vrijednostima od 184,79 umol FE g!' te 139,79 umol FE g'!, a
zajednicka karakteristika njihova tretmana je ekstrakcija u cistoj vodi (0% etanola). Uzorci s
najboljim antioksidacijskim kapacitetom odredenim DPPH metodom smjestili su se negdje okolo
linije 1 i 2. kvadranta, a to su na primjer RA7 i RN7 gdje ona iznosi 21,28 pmol TAE g i 32,92
umol TAE g!. Njihovi tretmani trajali su 9 minuta u 50%-tnoj otopini etanola te su se odvijali pri
niZzem naponu. Za razliku od ovih, na suprotnoj strani, oko granice 3. i 4. kvadranta smjeSteni su
uzorci RA2 i RN2 s niZim vrijednostima antioksidacijske aktivnosti u iznosu od 25,85 umol TAE g!
i 25,89 umol TAE g'! koje karakterizira tretman od 9 minuta, ali u &istoj vodi (0% etanola) i pri nizim

naponima.

Na temelju svih prikaza donosi se zakljucak kako udio etanola u vodi ima najvazniju ulogu
kod ekstrakcije fenolnih spojeva iz uzoraka maj¢ine duSice i ruZmarina te se kao najbolja varijanta
pokazala 50%-tna otopina etanola. Dulje vremensko trajanje ekstrakcije takoder doprinosi vecoj
koncentraciji ukupnih fenola, kao i tretman hladnom plazmom. Odabir vrijednosti napona ovisi i o

odabiru ostalih parametera, tj. o njihovoj kombinaciji.

4.7. PCR ANALIZA - REGRESIJA GLAVNIH KOMPONENATA

Za daljnju analizu odnosa izmedu NIR spektra i sadrZaja bioaktivnih tvari u ekstraktima
majc¢ine duSice i ruzmarina te razvijanje predikacijskih modela primijenjena je regresija glavnih
komponenata (PCR). Cilj analize je bio ispitati primjenjivost NIR spektroskopije u svrhu predikcije
udjela polifenola, te antioksidativne aktivnosti (FRAP i DPPH) ekstrakata mediteranskih biljaka
ruZzmarina i majcine duSice tretiranih visokonaponskim praZnjenjem uz upotrebu vode i etanola.
Matrica podataka s kojom se radilo sadrzavala je podatke o NIR spektrima, sadrzaj ukupnih fenola te
vrijednosti dobivene za DPPH i FRAP. Svaki uzorak je snimljen tri puta te mu je izraCunata srednja
vrijednost §to je rezultiralo s matricom podataka od 796 stupaca i 30 redaka za jednu biljku. PCR
analiza provedena je uz pomo¢ programa XLStat. Modeli su dobiveni koriStenjem izvornih spektara

bez pred procesiranja.
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Tablica 17. Statisticki pokazatelji razvijenih PCR modela za predikciju ukupnih fenola i
antioksidativne aktivnosti (FRAP i DPPH) za ruZmarin

Broj Valna duljina R Prllag(z)dem RMSE RPD RER
modela (nm) R
UF 1 0,999 0,227 29,888 107,5762

MODEL 904-1699 FRAP 0,993 0,787 50,404 2,168 10,288
DPPH 0,997 0,913 0,545 3,399 12,972
UF 0,994 0,820 2,869 2,359 8,515

MODEL 13491699  FRAP 0987 0620 4543942 002405 0,114

DPPH 0,995 0,844 0732 2531 9.658
UF  0.99 0,884 2307 2935 10,589
MODEL 904-932.1349. FRAP 0993 0,787 50446 2166 102797
3 1699 DPPH 0,997 0,915 0,540 3431 13,093

UF 0432 0,284 5740 1,182 4255

MODEL 904-932 FRAP 0150  -0071  113.073 0966  4.586

4 DPPH 0,685 0.603 1,167 1,588 6.063

Svi dobiveni modeli prikazani su u Tablicama 17. i 18. Podaci modeliranja ukljucuju
koeficijent determinacije za model (R?), prilagodeni koeficijent determinacije (prilagodeni R?),
korijen srednje standardne pogreske (RMSE), omjer standardne pogreSke predikcije i standardne
devijacije (RPD) te omjer raspona pogreSaka (RER). Prilagodeni R? je korekcija za R2, koja uzima u
obzir broj varijabli koristenih u modelu. On mozZe biti negativan ako je R? blizu nule (Analytical,
2018). Koeficijent determinacije pokazuje koliko se dobro podatci uklapaju u model, tj. govori o
korelaciji i smjeru linearne povezanosti izmedu dvije varijable. Njegova vrijednost se moze kretati
izmedu 0 i 1, $to je blize broju jedan, to ¢e model biti reprezentativniji. RMSE je standardna pogreska
predvidanja, odnosno koliko su podatci udaljeni od regresijske linije. PredlaZze se da indikatori za
izvrsne modele budu predvidanja vrijednosti R? veée od 0,95 i vrijednosti RPD vece od 6,5. Visoko
prihvatljivi modeli imaju niZe vrijednosti RMSE, R? veéi od 0,8 i RPD veéi od 3, dok izvrsni modeli

imaju visoku vrijednost R? (veéa od 0,9) i RPD preko 5 (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2017). Prema

71



AACC International odobrenim metodama 39-00.01, upotreba RPD kao pokazatelja procjene modela
predvidanja pri vrijednosti RPD-a > 2.5 sugerira da je model prikladan za probir u uzgojnim
programima, RPD > 5 je prihvatljiv za kontrolu kvalitete, a RPD > 8 je dobar za kontrolu procesa,

razvoj i primijenjena istraZivanja.

U Tablici 17. prikazane su vrijednosti parametara koji su dobiveni razvijanjem cetiri modela
za ruzmarin. Vrijednosti parametara modela odvojeni su prema tome je li se pri modeliranju koristio
cijeli spektar (model 1 - od 904 do 1699 nm) ili dio spektra ( model 2 — od 1349 do 1699 nm, model 3
—0d 904 do 932 nm i od 1349 do 1699 nm i model 4 — od 904 do 932 nm).

U dobivenim modelima koeficijent determinacije kretao se izmedu 0,150 do 0,999, dok se
prilagodeni koeficijent determinacije kretao od -0,071 do 0,999. Model 1 pokazao je visoke
vrijednosti koeficijenta determinacije (R?) za promatrane uzorke (veée od 0,78), ¢ime ukazuje na
dobru linearnu povezanost izmedu vrijednosti NIR spektra snimljenih uzoraka i fenolnih spojeva.
Najbolja validacija ukupnih fenola, DPPH 1 FRAP-a za ekstrakte ruZmarina postignuta je pri

razli¢itim valnim duljinama.

Izdvojeni su graficki prikazi modela (Slika 22.) koji su pokazali najbolju predikciju za ukupne
fenole, FRAP 1 DPPH. Najbolji model za ukupne fenole i FRAP dobiveni su pri valnim duljinama od
904 do 1699 nm, s vrijednostima parametara R? > 0,99, RPD > 2,16 i RER > 3, a za DPPH pri
rasponu valnih duljina 904-932 i 1349-1699 nm. Osim navedenih valnih duljina DPPH je pokazao
zadovoljavajuce rezultate 1 pri cijelom rasponu valnih duljina (RPD=3,399; RER=12,972). Iako se
medu promatranim modelima za DPPH ovaj model nije pokazao najboljim, model spada u kategoriju
visoko prihvatljivih modela. Pokazalo se da je koriStenje cijelog spektra snimljenih valnih duljina

dalo kvalitetnije modele za ukupne fenole i FRAP, od koriStenja samo dijela spektralnih podataka.

Manje reprezentativni modeli dobiveni su koriStenjem ograni¢enog broja valnih duljina (od
1349 do 1699 nm; od 904 do 932 nm te od 904 do 932, od 1349 do 1699 nm). RMSE vrijednosti za
ove modele su visoke, a vrijednosti RPD-a ve¢inom su niZe od 2 Sto znaci da modeli ne bi bili
prikladni za kvantitativnu analizu ekstrakata s obzirom na sadrZzaj ukupnih fenola i FRAP.
Promatrajuc¢i razvijene modele moZe se zakljuciti da se nisu pokazali pouzdanim za predikciju
FRAP-a budu¢i da su dobivene vrlo visoke RMSE vrijednosti (ve¢e od 50,404) Sto upucuje na vrlo

visoku gresku predikcije.
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Slika 22. Linearna regresija predvidenih vrijednosti u odnosu na eksperimentalne podatake za uzorke

ruzmarina: A) sadrZaja ukupnih fenola , B) antioksidacijsku aktivnost odredena DPPH metodom,

() antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom
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Tablica 18. Statisticki pokazatelji razvijenth PCR modela za predikciju ukupnih fenola 1

antioksidativne aktivnosti (FRAP i DPPH) za maj¢inu duSicu

Broj Valna duljina Prilagodeni
R? RMSE RPD RER
modela (nm) R2

UF 0,950 -0,409 11,159 0,842 3,144

MODEL 1 904-1699 FRAP 0,999 0,999 2,838 43,710 161,85
DPPH 0,995 0,867 0,513 2,742 11,777

UF 0,994 0,821 3,965 2,362 8,848

MODEL 2 1350-1699 FRAP 0,990 0,711 66,894 1,859 6,865
DPPH 0,998 0,949 0,330 4,425 20,325

UF 0,910 -1,520 15,003 0,629 2,338
904-935, FRAP 0,999 0,999 1,274 98,437 360,624

MODEL 3

1344-1699 DPPH 0,999 0,980 0,210 7,076 31,938

Tablica 18. prikazuje vrijednosti glavnih parametara koji su dobiveni razvijanjem tri modela
za maj¢inu duSicu, koji se medusobno razlikuju prema promatranim valnim duljina. Model 1 je
ukljucivao valne duljine cijelog NIR spektra (904-1699 nm), model 2 obuhvacao je dio NIR spektra u
kojem su uocene najvece promjene medu promatranim uzorcima (1350-1699 nm), dok je model 3
uklju¢ivao pocetni dio NIR spektra te dio spektra u kojem su uocCena najveca odstupanja izmedu

ispitanih uzoraka (904-935 nm; 1344-1699 nm).

Buduéi da su koeficijenti determinacije (R?) u dobivenim modelima vrlo visoki te su za
promatrane uzorke ve¢i od 0,99 (osim za ukupne fenole u modelu 1 i u modelu 3), dobivene
vrijednosti ukazuju na vrlo dobru linearnu povezanost izmedu fenolnih spojeva i vrijednosti NIR
spektra snimljenih uzoraka. Suprotno tome, prilagodeni koeficijenti determinacije (prilagodeni R?)

pokazali su znatno §iri raspon vrijednost te se kretali od vrlo niskih -1,520 do pozeljnih 0,999.

Slika 23. prikazuje graficke prikaze izdvojenih modela koji su dali najbolju predikciju za
ukupne fenole, FRAP i DPPH. Model 2 (1350-1699 nm) pokazao se kao najbolji za procjenu ukupnih

fenolnih spojeva u uzorku, bududi da je vrijednost standardne pogreske predvidanja niska te iznosi
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3,965 sto znaci da su dobivene vrijednosti blizu regresijskog pravca. Za promatrani model, RPD
vrijednost za ukupne fenole iznosila je 2,362, a RER 8,848. lako se medu promatranim modelima
ovaj model nije pokazao najboljim za predikciju FRAP i DPPH, model spada u kategoriju visoko
prihvatljivih modela, buduci da je na temelju dobivenih vrijednosti vidljivo da udjel ukupnih fenola u
uzorku vrlo dobro korelira s vrijednostima dobivenim DPPH i FRAP metodama. Ipak, boljim
modelom za predikciju FRAP i DPPH, se pokazao Model 3 koji je ukljucivao raspone valnih duljina
904-935 nm 1 1344-1699 nm. Pokazalo se da koriStenje upravo ovih dijelova spektra snimljenih
valnih duljina daje poZeljne vrijednosti RPD i RER vrijednosti. Za FRAP, RPD vrijednost iznosi
visokih 98,437, a RER 360,624, dok za DPPH RPD vrijednost iznosi 7,076, a RER 31,938, Sto ovaj

model svrstava u kategoriju izvrsnih modela za predikciju FRAP i DPPH.

Za razliku od modela razvijenih za ruZmarin, kod modela za maj¢inu duSicu, vidljivo je da je
koriStenje cijelog spektra valnih duljina uzoraka majcine duSice dalo manje kvalitetne modele za
predikciju, to jest koriStenjem samo odabranih valnih duljina spektra, dobiveni su bolji modeli na

temelju kojih je moguce preciznije predvidjeti udjel ukupnih fenola u uzorku.
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Slika 23. Linearna regresija predvidenih vrijednosti u odnosu na eksperimentalne podatake za uzorke

majcine dusice: A)sadrzaja ukupnih fenola , B) antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom,

C) antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom
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5. ZAKLJUCCI

1. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz majcine duSice i ruzmarina uspje$no je provedena pomocu

visokonaponskog elektricnog praznjenja koriStenjem ,,zelenih otapala".

2. Najveci prinos fenolnih spojeva kod uzorka maj¢ine duSice postignut je upotrebom 50%-tne
vodene otopine etanola, kod tretmana u struji dusika u trajanju od 9 min i naponu od 20 kV,
dok je najveci prinos fenolnih spojeva kod uzorka ruzmarina postignut upotrebom 50%-tne

vodene otopine etanola, kod tretmana u struji dusika u trajanju od 9 min i naponu od 25 kV.

3. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta FRAP metodom pokazalo je povecanje
antioksidacijskog kapaciteta tretiranih uzoraka u odnosu na netretirane, dok DPPH metoda

nije pokazala znacajne razlike.

4. Parametri tretmana hladnom plazmom, koji su pokazali da imaju utjecaj na ekstrakciju
ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet su vrsta plina, udio etanola u vodi, napon 1 vrijeme

tretiranja.

5. Metoda regresije glavnih komponenti (PCR) pokazala je primjenjivost NIR spektroskopije u
predikciji udjela polifenolnih spojeva 1 antioksidacijske aktivnosti (FRAP i1 DPPH) ekstrakata
ruzmarina i majc¢ine duSice. Na temelju razvijenih modela vidljivo je da se analizom cijelog
NIR spektra (904 nm — 1699 nm) dobio najbolji model za predikciju ukupnog sadrZaja
polifenola u ekstraktu ruZzmarina, dok su se za predikciju ukupnih polifenola u ekstraktu
majcine dusice pokazali modeli koji su ukljucivali odredene valne duljine NIR spektra gdje su

uocene promjene na kemijskim grupama fenolnih komponenti.

6. KoriStenje netoplinske tehnike ekstrakcije, ,,zelenih otapala" i NIR analize kao neinvazivne
spektroskopske metode, omogucava kraCe trajanje analiza, manji utroSak otapala, brze

dobivanje rezultata te ima ekoloski pristup okolisu.
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7. SAZETAK

Bojana Brnica, Dunja Crnogorac, Elena Mikolaj, Andreja Poljanec, Kristina Vugrinec

EKSTRAKCIE BIOAKTIVNIH SPOJEVA IZ MAJCINE DUSICE 1 RUZMARINA SA
,ZELENIM OTAPALIMA“ PRIMJENOM VISOKONAPONSKOG PRAZNJENJA

Svrha istrazivanja bila je utvrditi ucinkovitost netoplinske metode ekstrakcije primjenom
tretmana visokonaponskog elektricnog praznjenja. Cilj je bio ekstrahirati fenolne komponente iz
autohtonog mediteranskog bilja, maj¢ine duSice i ruzmarina, te odrediti antioksidacijski kapacitet
ekstrakata. Tijekom istrazivanja uzorci su bili tretirani prema dizajnu eksperimenta, u plazma
generatoru IMP-SSPG-1200 pri frekvenciji 100 Hz 1 razli¢itim vrijednostima napona u struji dusika
(20 kV 1 25 kV), odnosno u struji argona (15 kV i 20 kV). Ekstrakcija tretiranih i netretiranih uzoraka
(1 g usitnjenog suhog bilja u 50 mL otapala) provodila se 3 1 9 minuta u 0%-tnoj, 25%-tnoj i 50%-
tnoj otopini etanola. IstraZzivanje je usmjereno na ocuvanje okoliSa koriStenjem tzv. ,,zelenih otapala”
te na krace vrijeme ekstrakcije uz niZe temperature tretmana u odnosu na konvencionalne metode.
Rezultati su pokazali da uzorci tretirani visokonaponskim praznjenjem imaju vec¢i udio fenolnih
spojeva i ve¢i antioksidacijski kapacitet od netretiranih uzoraka. NajviSi udio ukupnih fenola
ekstrahiranih iz maj¢ine duSice iznosi 42,86 mg GAE(ekvivalent galne kiseline) g'!, postignut pri
uvjetima ekstrakcije 9 min, u 50%-tnoj otopini etanola, u struji duSika pri 20 kV. Najbolji tretman za
ekstrakciju fenolnih komponenti iz ruZmarina pokazao se onaj u trajanju od 9 min, u 50%-tnoj
otopini etanola, u struji dusika pri 25 kV, a udio ukupnih fenola iznosio je 31,64 mg GAE g
Razvijeni su i regresijski modeli za predvidanje sadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijskog
kapaciteta slicnih uzoraka na temelju analitickih podataka i blisko infracrvene spektroskopije (NIRS).
Predikcijski modeli smanjuju utroSak otapala na dodatne analize, a do rezultata se dolazi brzo,

neinvazivnom metodom (NIRS).

Kljuéne rije¢i: majcina duSica, ruzmarin, visokonaponsko elektricno praznjenje, ukupni fenoli,

antioksidacijski kapacitet
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8. SUMMARY

Bojana Brnica, Dunja Crnogorac, Elena Mikolaj, Andreja Poljanec, Kristina Vugrinec

HIGH VOLTAGE DISCHARGES FOR GREEN SOLVENT EXTRACTION OF BIOACTIVE
COMPOUNDS FROM THYME AND ROSEMAY

The purpose of the study was to determine the effectiveness of non-thermal extraction
methods by using high-voltage electrical discharge (HVED) treatment. The aim was to extract
phenolic components from autochthonous Mediterranean herbs, thyme and rosemary, and determine
the antioxidant capacity of the extracts. During the experiment, the samples were treated in the
plasma generator IMP-SSPG-1200 by frequency of 100 Hz and different voltage values in the
nitrogen (20 kV and 25 kV) or argon (15 kV and 20 kV) gas. Extraction duration of treated and
untreated samples (1 g of grained dried herbs in 50 mL of solvent) was 3 and 9 minutes in 0%, 25%
and 50% solution of ethanol. The research is focused on environment ecology by using “green
solvents”, shorter extraction time and lower treatment temperatures then conventional methods have.
Obtained results demonstrate that the samples treated with HVED have higher concentration of
phenolic compounds and antioxidant capacity than the untreated samples. The highest concentration
of total phenolic compounds (TPC) from the thyme was 42.86 mg GAE (equivalent of Gallic acid)
¢!, achieved during 9 min treatment, in 50% solution of ethanol, in the nitrogen gas at 20 kV. The
best parameters of treatment for highest TPC from the rosemary, 31.64 mg GAE g'!, were 9 minutes,
50% solution of ethanol, nitrogen gas, 25 kV. Regression models were developed for prediction TPC
and antioxidant capacity of similar samples based on analytical data and near-infrared spectroscopy
(NIRS). Prediction models reduce the need for extended chemical analyzes by using non-invasive

method (NIRS).

Keywords: thyme, rosemary, high-voltage electrical discharge, total phenolic compounds, antioxidant

capacity
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