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1. Modelirati i optimirati parametre mikrovalne ekstrakcije.

2. Ekstrakciju uzoraka ruzmarina prikupljenih s razli¢itih lokacija duz jadranske obale
provesti iz vodenih otopina potpomognuto mikrovalovima u trajanju od 2, 5 i 10
minuta.

3. Svim ekstraktima odrediti ukupne fenole (kao ekvivalent galne Kkiseline) i
antioksidacijsku aktivnost klasi¢nim spektrofotometrijskim metodama.

4. Karakterizirati uzorke prema sadrzaju fenola i antioksidacijskoj aktivnosti te povuci
paralelu s geografskim polozajem s kojeg je bilje ubrano, odnosno mikrolokacijom i
uvjetima rasta.

5. Istaknuti prednosti i nedostatke mikrovalne ekstrakcije s obzirom na sadrzaj fenola i

antioksidacijsku aktivnost uzoraka.



SAZETAK

Poznato je da ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) predstavlja iznimno bogat izvor
fenolnih spojeva, koji su zasluzni za njegovu visoku bioaktivnost. Posljednjih godina ova
biljka se opsezno proucava kao izvor prirodnih bioaktivnih spojeva zbog snaznog
antioksidativnog i protuupalnog djelovanja, antibakterijskih i antimutagenih svojstava te kao
kemopreventivno sredstvo. U Dalmaciji, koja je od davnina bogata autohtonim ljekovitim
biljkama, ruzmarin je Siroko rasprostranjen.

Nedovoljnim unosom antioksidansa ljudski organizam snosi posljedice. Tvrdnja
"Paradoks kisika" o kojoj ¢e se u nastavku govoriti, objaSnjava opasnost reaktivnih kisikovih
vrsta za oblike Zivota.

Implementacija novih metoda ekstrakcije s ve¢om iskoristivoscu energije i sirovine i
upotreba “zelenih* otapala znatno doprinose o¢uvanju okolisa i energetskoj uéinkovitosti.
Voda, kao najvaznije otapalo u kombinaciji s mikrovalovima daje mnoge benefite za
postizanje ovih ciljeva.

Svrha ovog rada bila je optimirati parametre za ekstrakciju i na¢i najpogodnije uvjete
za primjenu mikrovalne ekstrakcije. Nadalje, sljedeci zadatak bio je izvrsiti karakterizaciju
ekstrakata, odnosno  odrediti  ukupne fenole i antioksidacijsku  aktivnost
spektrofotometrijskim metodama. Na temelju rezultata uzoraka sa 7 razliitih lokacija u
Dalmaciji su izvedeni zakljucci o utjecaju geografskog polozaja, mikrolokacije i stanista
biljke na navedena svojstva. Analizirajuci podatke, uocava se da uzorci Makarske pokazuju
visoke koncentracije ukupnih fenola i najveéu antioksidacijsku aktivnost (1858,4 uM Fe?*).
Uzorak Milna (0. Bra¢) pokazuje najveci sadrzaj ukupnih fenola (947,8 mg GAE/L). Uzorci
Split (Kampus) i Sinj pokazuju nesto nize vrijednosti ukupnih fenola. EKkstrakcija
potpomognuta mikrovalovima znatno utjece na svojstva ekstrakta. Neposredna blizina mora
i viSesatna izlozenost suncu najvjerojatnije doprinose povecanju udjela bioaktivnih molekula.
Time se moze zakljuciti kako su blizina mora i sunceva svjetlost najvazniji ¢imbenici za
visoku antioksidacijsku aktivnost ruzmarina. Stoga, ne ¢udi i podatak s pocetka ovog rada o

podrijetlu imena, ruzmarin, Rossamaris, $to na latinskom jeziku zna¢i morska rosa.

Kljuéne rije€i: ruzmarin, mikrovalna ekstrakcija, fenoli, antioksidacijska aktivnost



ABSTRACT

Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) is an extremely rich source of phenolic
compounds, which are responsible for its high bioactivity. In recent years, this plant has been
extensively studied as a source of natural bioactive compounds due to its strong antioxidant
and anti-inflammatory effects, antibacterial and antimutagenic properties and
chemopreventive action. In Dalmatia, which has been rich in autochthonous medicinal plants
since ancient times, rosemary is very common. Insufficient intake of antioxidants has
consequences for the human body. The phenomenon of the so-called "Oxygen Paradox™,
which is discussed below, explains the danger posed by reactive oxygen species to living
organisms.

The implementation of new extraction methods with higher energy and raw material
utilization and the use of "green" solvents contribute significantly to environmental
protection and energy efficiency. Water as the main solvent in combination with microwaves
offers numerous advantages to achieve these goals.

The aim of this work was to optimize the extraction parameters and to find the most
suitable conditions for the application of microwave extraction. In addition, the next task was
to characterize the extracts, i.e. to determine the total phenols and antioxidant activity using
spectrophotometric methods. Based on the results from 7 different locations in Dalmatia,
conclusions were drawn about the influence of the geographical location, the micro-location
and the habitat of the plant on the aforementioned properties. The data analysis showed that
the samples from Makarska had high concentrations of total phenols and the highest
antioxidant activity (1858,4 uM Fe?*). The sample from Milna (Bra¢) has the highest content
of total phenols (947,8 mg GAE/L). The samples from Split (Kampus) and Sinj had slightly
lower values of total phenols. Extraction assisted by microwaves significantly affects the
properties of the extract. The close proximity to the sea and exposure to sunlight most likely
contribute to an increase in the proportion of bioactive molecules. It can therefore be
concluded that exposure to the sea and sunlight are the most important factors for the high
antioxidant activity of rosemary. So, the information mentioned at the beginning about the
origin of the name rosemary (Rossamaris), which is made up of the Latin words, is therefore
not surprising.

Keywords: rosemary, microwave extraction, phenols, antioxidant activity
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uvoD

lako su polifenoli prisutni u gotovo svim biljkama, ruzmarin predstavlja iznimno
bogat izvor razli¢itih fenolnih spojeva. Oni su ponajviSe zasluzni za visoku bioaktivnost
ruzmarina, koja se stolje¢ima Koristi u tradicionalnoj medicini. Ruzmarin (Rosmarinus
officinalis L.) je aromati¢na zimzelena grmolika biljka, $iroko rasprostranjena u Sredozemlju
kao divlja kultura. Takoder se nasiroko uzgaja u drugim regijama svijeta zbog svog bogatog
mirisa i okusa. Biljka se koristi u kulinarstvu kao za¢in odnosno, za izmjenu ili pobolj$anje
okusa hrane, kao ukrasna biljka u vrtovima, kao i u narodnoj medicini.

Posljednjih godina ruzmarin se opsezno proucava kao izvor prirodnih bioaktivnih
spojeva zbog snaznog antioksidativnog i1 protuupalnog djelovanja, antibakterijskih i
antimutagenih svojstava te kao kemopreventivno sredstvo. U Dalmaciji, koja je od davnina
bogata autohtonim ljekovitim biljkama, ruZzmarin je Siroko rasprostranjen zbog odgovarajuce
mediteranske klime. Spada u skupinu dalmatinskog bilja koje ima Siroku uporabu na tome
podrucju zbog svojih blagodati. Buduéi da je dalmatinsko bilje izvrstan izvor antioksidanasa,
njegov unos pozitivno djeluje na ljudski organizam.

Oksidativni stres je neizbjezna posljedica zivota u atmosferi bogatoj kisikom.
Reaktivni Kisikovi radikali i druge aktivirane vrste kisika nastaju kao nusproizvodi aerobnog
metabolizma i izlozenost raznim prirodnim i sintetskim otrovima. Tvrdnja "Paradoks kisika"
o0 kojoj ¢e se u nastavku detaljno govoriti, objasnjava opasnost kisika za oblike Zivota kojima
je takoder neophodna komponenta za proizvodnju energije.*

Naime, oksidativni stres je tjelesno stanje koje se dogada kada su razine antioksidansa
niske, a razine slobodnih kisikovih i dusikovih radikala uveéane. Posljedica je neravnoteza
izmedu reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta i antioksidansa koja dovodi do niza opasnih

stanja.

Svrha ovog rada bila je usporediti sadrzaj fenola u ekstraktima razli¢itih ruzmarina
(Rosmarinus officinalis) dobivenih iz suhe biljke, procijeniti antioksidativni karakter te
napraviti komparaciju utjecaja geografskog polozaja i stanista biljke na navedena svojstva.
Istrazeni su uzorci sa 7 lokacija u Dalmaciji, uz karakterizaciju prema vremenu osun¢anosti,

blizini mora, koli¢ini vode i izloZenosti utjecaju vjetra i prometa.



1. OPCIDIO

1.1. RuZmarin

Ruzmarin (lat. Rosmarinus officinalis L.) je aromati¢na biljka koja potice iz
Sredozemlja, poznata po svojim karakteristicnim iglicastim listovima i jakom mirisu.
Ruzmarin je gusta, zimzelena, izdrZljiva viSegodiSnja aromati¢na zeljasta biljka visine 60-
200 cm s malim (2-4 cm) Siljastim listovima (Slika 1). Gornja povrsina lista je glatka te
tamnozelene ili plave boje, dok je donja strana lista bijela te su listovi smolasti. Grane su
krute s o$trom korom a stabljike smede, Cetvrtaste i drvenaste. Cvjetovi rastu prsljenasto i
odlikuju se bijelom ili svijetloplavom bojom. Lis¢e, cvjetni vrhovi i grancice daju eteri¢no
ulje i uljnu smolu cijenjenu u receptima, tradicionalnoj medicini, modernoj medicini i

aromaterapiji, kao i industriji parfema i aroma.?

Slika 1 Ruzmarin (lat. Rosmarinus officinalis L.)®

Ruzmarin se Cesto koristi u kulinarstvu zbog svog bogatog okusa i mirisa. Buduc¢i da
ime ruzmarina potjece od latinskog ros (rosa) i marinus (more), ne iznenaduje podatak da
ruzmarin ima dugu povijest koriStenja u Dalmaciji, koja je poznata po suncanim danima i
blagoj klimom koja pogoduje rastu ove biljke. U Dalmaciji, ruzmarin raste u vrtovima, te se
koristi u pripremi raznih jela, osobito onih koji se temelje na lokalnim namirnicama poput
ribe, maslinovog ulja i povr¢a, gdje ruzmarin daje poseban miris i okus. Osim u kulinarstvu,
ruzmarin se koristi i u tradicionalnoj medicini te medicini opcenito, zbog svojih izraZzenih

antioksidacijskih svojstava.



Tablica 1 Glavni sastojci ruzmarina — prema topljivosti u vodi pri 25 °C.

Glavni sastojci

Struktura

RuZmarinska Kkiselina, Ci1gH160g, kemijski gledano, ruzmarinska
kiselina je ester kafeinske kiseline (plavo), s tirozinom koji daje drugi
fenolni prsten preko dihidroksifenil-mlije¢ne kiseline (crveno). Ima
molekularnu masu od 360,32 g mol™. Poznata po brojnim
zdravstvenim ucincima. Medu najjacim prirodnim antioksidansima.
Crveno-narancasti prah, hidrofilan, jednako topljiv u vodi i etanolu (18
mg/mL).

[¢]
HO
H

1,8-cineol, CioH180 ili eukaliptol je monoterpenoidna bezbojna
tekucina 1 biciklicki eter. Ima svjezi miris poput kamfora i ljutkast
okus koji hladi. Netopljiv ili vrlo slabo topljiv je u vodi (3,5 mg/mL),
ali se mijesa s organskim otapalima.

OH
ﬁA/@/OH
(o]
X
o
OH
OH
CHs
?
CHg Hs

C

Verbenol, CioH16O, (2-pin-4-ol) je skupina sterecizomernih
biciklickih monoterpenskih alkohola. Utvrdeno je da su ti spojevi
aktivne komponente feromona insekata i eteri¢nih ulja. Topljivost u
vodi 3,5 mg/mL

HsC

OH
CHj

Epirosmanol - C2H260s, je prirodni diterpenski lakton. Epirosmanol
pokazuje antikancerogeno djelovanje i inhibira biosintezu melanina
protiv stanica melanoma. Slabo je topljiv u vodi, 0,8 mg/mL.

vodi, 0,1 mg/mL, ali je topiv u organskim otapalima.

a-Pinen, CioHis, je skup nezasi¢enih biciklickih monoterpena. U H3C

prirodi se nalaze dva kiralna geometrijska izomera pinena, a-pinen i HaC

B-pinen. Nalaze se u borovima i necetinarskim biljkama, kao $to je i

ruzmarin. Topljivost u vodi 0,249 mg/100 ml. CHg
Geraniol, CioH180, je monoterpenoid i alkohol. Primarna je

komponenta ulja citronele, ulja ruze i ulja palmarose. To je bezbojno il v A
ulje, iako komercijalni uzorci mogu djelovati zuto. Slabo je topiv u CH; CH,

Karnozna kiselina, C20H2804 je prirodni benzendiol, diterpen koji se
nalazi u ruzmarinu i obi¢noj kadulji (1,5 do 2,5%). Karnozna kiselina
i karnozol, koriste se kao antioksidativni konzervansi u prenrambenim
i neprehrambenim proizvodima, gdje su oznaceni kao “ekstrakt
ruzmarina" (E392). Vrlo slabo topljiva u vodi <0,1 mg/mL.

Rozmanol, C20H260s je prirodni polifenol iz biljke ruzmarin s visokim
antioksidativnim djelovanjem. Vrlo slabo topljiva u vodi <0,1 mg/mL.




Poznata antioksidacijska svojstva ruzmarina igraju vaznu ulogu u procesu
sprjeCavanja nastanka slobodnih kisikovih radikala te sukladno tomu smanjuju oksidativni
stres stanice. Ekstrakti ruzmarina su od davnina koristeni su u lijeCenju bolesti, zbog svog
hepatoprotektivnog potencijala, terapijskog potencijala za Alzheimerovu bolest i njegovog
antiangiogenog ucinka. S druge strane, koristi se i u konzerviranju hrane, jer sprjecava

oksidaciju i mikrobnu kontaminaciju.?

Sastav etericnog ulja ruzmarina nasiroko je prou¢avan u svijetu u mnogim razli¢itim
regijama. Glavni sastojci 1,8-cineol ~25%, kamfor ~25% a-pinen ~20% i verbenol noseci su
fenolni diterpeni odgovorni za antioksidativna svojstva ruzmarina. Druge znacajne
komponente etericnog ulja ruzmarina koje se mogu dobiti destilacijom su borneol, bornil
acetat, p-cimena, geraniol, karnozna kiselina, karnozol, rozmanol i epirosmanol. Ovi spojevi
imaju potencijal za kozmeticku i farmaceutsku industriju njihove zdravstvene dobrobiti kao

$to su antioksidativne, antibakterijske, antisepticke i smanjena tjeskoba.*

1.2. Fenoli

Fenoli, u organskoj kemiji oznacavaju skupinu spojeva karakteriziranih hidroksilnom
(-OH) skupinom, izravno vezanom za ugljikov atom koji je dio aromatskog prstena. Osim
Sto naziv fenol sluZi kao generalan naziv za takvu skupinu spojeva, takoder oznacava 1
najjednostavniji spoj unutar te skupine - fenol (C¢HsOH).> Kemijska struktura fenola,

odnosno njegova benzenskog prstena, moze se oznac¢avati na dva nacina §to je prikazano na

- ¢

Slika 2 Kemijska struktura fenola.®

slici 2.



Fenolni spojevi ¢ine jednu od najbrojnijih i najrasirenijih grupa spojeva u biljnom
svijetu. S kemijskog stajaliSta grupa fenolnih spojeva oznacava spojeve s jednim ili vise
fenolnih prstenova, na koje je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina. Budu¢i su fenoli
sekundarni metaboliti, obuhvacaju i Sirok spektar jednostavnih spojeva, kao §to su stilbeni,

polifenoli ili fenolne kiseline te polimerizirane spojeve poput kondenziranih tanina.

Fenolni spojevi se opcenito dijele na monofenole i polifenole. U monofenolne
spojeve se ubrajaju fenolne kiseline, fenolni alkoholi 1 sli¢ni spojevi, a primjeri polifenolnih
spojeve su pigmenti poput flavonoida i stilbena. Navedena podjela se temelji na broju
aromatskih jezgri u molekuli (Slika 3).

_ Flavonoli

STILBENI - ' .

_ Flavoni
lzoflavoni

FENOLNE KISELINE FENOLNI SPOJEVI FLAVONOIDI
__ Flavanoli
LIGNANI _ Flavanoni
| Antocijanidi
Slika 3 Podjela fenolnih spojeva.
Prvi predstavnik ove grupe spojeva, fenol ili karbolna kiselina, CeHsOH,

najjednostavniji spoj iz skupine fenola, na zraku se postupno oboja u crveno, tali se pri 43
°C, topljiv je u alkalijskim otopinama, alkoholu, eteru, kloroformu, sumporougljiku i vrucoj
vodi. Otrovan je i djeluje baktericidno. Danas je potpuno zamijenjen sredstvima koja ne
ostecuju zivo tkivo i sluzi samo za dezinfekciju razlic¢itog pribora i sl. Velike koli¢ine
karbolne kiseline i drugih fenola sluZe u kemijskoj industriji za pripravu mnogih aromatskih
spojeva (bojila, lijekova, polimernih materijala, eksploziva, mirisa i dr.) pa je fenol jedan o

najvecih zagadivaca industrijskih otpadnih voda.

Fenoli se smatraju najkorisnijim fitokemikalijama danasnjice zbog antioksidacijske
aktivnosti kojom se odlikuju u zavidnoj mjeri. lako su dosta sli¢ni alkoholima, stvaraju jace
vodikove veze, jer hidroksilna skupina nije vezana na zasi¢en atom ugljika, ve¢ na aromatski

prsten. 1z navedenoga razloga, fenoli se odlikuju ve¢om topljivosti u vodi nego alkoholi i



imaju vise tocke vrelista. Kiselost fenola brojéano se nalazi izmedu kiselosti alifatskih
spojeva i karboksilnih kiselina,oko milijun puta je veca od kiselosti alkohola za $to je
odgovorna stabilizacija fenoksidnog iona rezonancijom. Soli fenola se nazivaju fenolati i
fenoksidi, te nastaju gubitkom pozitivno nabijenog atoma vodika s hidroksilne skupine
fenola.” Fenoli se u prirodi pojavljuju kao bezbojne tekucine ili bijele krutine na sobnoj
temperaturi. Imaju niska talista, a ve¢inom Kristaliziraju u bezbojne strukture s prizmom kao
jedini¢nom ¢elijom. To su tvari osjetljive na svjetlost i zrak, gdje stajanjem potamne. Imaju
karakteristian, manje ili viSe oStar miris. U rastaljenom stanju su bistre, bezbojne i
pokretljive tekucine. Tocke taljenja i skrucivanja znatno se snizavaju vodom radi prisutne
vodikove veze. Fenoli su lako topljivi u vecini organskih otapala, $to igra vaznu ulogu pri

ekstrakciji biljnog ekstrakta.

Namirnice bogate fenolnim spojevima su voce i povrée, te zacini u ¢emu lezi i
upotreba navedenih namirnica kao funkcionalnih namirnica. Fenolni spojevi ¢ine glavni
kriterij kvalitete biljaka i biljnih proizvoda jer o njihovom sastavu ovise aroma, miris i okus
biljke odnosno organolepticka svojstva i nutritivni sastav. Odgovorni su za organolepticku
(boja, miris, okus) i nutritivnu kvalitetu biljke. Iz tih razloga se Cesto koriste za poboljSavanje
okusa u kulinarstvu i ostalim prehrambenim granama industrije (proizvodnja alkoholnih i

ostalih pi¢a).*
1.3. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su molekule koje djeluju kao redukcijska sredstva doniranjem
elektrona slobodnim radikalima, kako bi ih stabilizirali i umanjili Stetu izazvanu napadom
slobodnih radikala na DNK, stanice i organe tijela. Antioksidansi ukljucuju tvari kao $to su
polifenoli, flavonoidi, vitamini i enzimi poput glutation peroksidaza i superoksid dismutaza.
Poznato je i kako imaju visestruke korisne u¢inke na zdravlje, kao na primjer smanjenje rizika
od raka, bolesti srca 1 neurodegenerativnih poremecaja. Svi mediji nas u posljednja dva
desetlje¢a bombardiraju 0 vaznosti unosa antioksidansa u organizam putem voca, povréa i

mnogih prirodnih proizvoda, ali i mnogobrojnih nadomjestaka ishrani.

Antioksidansi (reducensi) su kemijski spojevi koji sprjecavaju djelovanje oksidacije

u ljudskom organizmu. Uz pojam antioksidanasa, usko su vezani pojmovi oksidativnog stresa



i slobodnih kisikovih radikala. U organizmu se stalno dogadaju reakcije oksidacije i redukcije
(redoks-reakcije). Neravnoteza redoks-reakcija u korist oksidacije je odgovorna za promjene
koje se dogadaju u ljudskom organizmu, poput raznih mutacija, obolijevanja, ubrzanog
starenja, te na kraju i smrti. Opasnost oksidacije lezi u otpuStanju reaktivnih kisikovih
molekula ili spojeva (Reactive Oxygen Species, ROS), poznatih i kao slobodni kisikovi
radikali. Slobodni radikal je svaki atom ili molekula koja sadrzi jedan ili vise nesparenih
elektrona Sto ih ¢ini nestabilnim i veoma reaktivnim (sposobni oksidirati bioloSke molekule).
Te visoko reaktivne molekule u suviSku oSte¢uju stani¢ne strukture. U najzastupljenije
reaktivne kisikove vrste, takozvane primarne radikale koji nastaju u organizmu aeroba
ubrajamo superoksidni anion, hidroksilni radikal, perhidroksilni radikal i vodikov peroksid.
One teZe brzoj stabilizaciji, pa lako reagiraju s molekulama iz svoje okoline. Tako zapoc€inju
lan¢anu reakciju u kojoj nastaju novi radikali. Ovoj grupi jo§ mozemo dodati ozon, ozonidni
radikal i kisikov atom koji nastaju u ekstremnim uvjetima kao izuzetno aktivne i Stetne vrste
(Tablica 2).2

Tablica 2 Prikaz molekula ili ionskih vrsta i pripadaju¢ih Lewisovih struktura slobodnih
radikala

Molekula ili ionska vrsta | Simbol | Struktura slobodnog radikala
Kisik 02 %%

Vodikov peroksid H.0; H:0:0H

Superoksid anion Oze— O

Peroksidni anion O2¢*— “O:0:

Hidroksidni radikal *OH ‘OH

Hidroksilni ion OH- :OH

U procesu stupnjevite redukcije kisika do vode dolazi do stvaranja slobodnih radikala.
Stupnjevita redukcija kisika stvara slobodne radikale kisika redom kako je prikazano na slici

4, da bi u konaénici metabolic¢kim reakcijama presao u vodu.®
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Slika 4 Mehanizam nastanka vode metabolickim procesima &

Budu¢i kako je bez kisika zivot nemogu¢ te je upravo Kisik neophodan za sve
fizioloske funkcije organizma, vaZzno je naglasiti kako se kisikovi radikali stvaraju

kontinuirano u metaboli¢kim procesima organizama aeroba i da kao takvi nisu S$tetni.



Problem nastaje kada zdrave stanice aerobnog organizma ne uspijevaju odrzati ravnotezu

izmedu stvaranja i eliminiranja slobodnih kisikovih radikala (Slika 5).
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Slika 5 ROS - reaktivni kisikovi spojevi, RNS - reaktivni dusikovi spojevi, prikaz

posljedica neravnoteze. °

U fenomenu prirodnog uspostavljanja takve ravnoteze u stanicama, glavnu rije¢
imaju upravo antioksidansi, koji omogucuju zastitni sustav organizmu sakupljajuéi nesparene
kisikove radikale i neutraliziraju molekule, koje su nastale. Zbog toga se istiCe bitnost
antioksidanasa u ljudskom organizmu, kao i preporuka za konzumacijom funkcionalne hrane
koja ih sadrZi u izobilju, jer na taj nacin se povecava sposobnost stanica za uklanjanje ROS

vrsta.

Pri manjku antioksidanasa u organizmu aeroba, dolazi do ,,preplavljivanja® stanica s
kisikovim radikalima, odnosno do velike koli¢ine reaktivnih vrsta. Takav poremecaj u
ravnotezi oksidansa i reducensa, odnosno antioksidanasa u korist oksidansa se naziva
oksidativni stres (Slika 6). Oksidativni stres zapravo je neravnoteza stani¢ne antioksidativne
zaStitne obrane od pojave kisikovih reaktivnih vrsta (ROS) i dusikovih reaktivnih vrsta
(RNS).20



zdrava stanica slobodni radikali u napadu na ostecena stanica
stanicu

Slika 6 Ilustrativni prikaz ucinka oksidativnog stresa.**

Antioksidansi se mogu prirodno pojaviti u biljkama, zivotinjama i mikroorganizmima
ili se mogu sintetizirati kemijskim putem. Vise biljke i njihovi sastojci predstavljaju bogat
izvor prirodnih antioksidansi, poput tokoferola i polifenola koji su nalaze se u izobilju u
zaCinima, bilju, vocéu, povréu, Zitaricama, Sjemenkama, cajevima i uljima. Prirodni
antioksidansi se mogu izolirati iz svog izvornog materijala kao Cisti spojevi za mogucu
uporabu u nutraceutskim/farmaceutskim pripravcima. Na ucinkovitost antioksidansa
opcenito utjeCe niz ¢imbenika, uklju¢ujuéi njihove strukturne znacdajke, koncentraciju,
temperaturu, vrstu oksidacijskog supstrata i fizicko stanje sustava, kao i prisutnost

prooksidansa i sinergista. 2

Antioksidansi igraju vaznu ulogu u konzerviranju hrane inhibicijom oksidacijskih
procesa i doprinose promicanju zdravlja kroz mnoge dodatke prehrani, nutraceutike i
funkcionalne sastojke hrane. Antioksidacijska aktivnost moze se pratiti raznim testovima s
razli¢itim mehanizmima, ukljucujuc¢i prijenos atoma vodika (HAT), prijenos jednog

elektrona (ET), smanjenje snage i keliranje metala.?

Za utvrdivanje antioksidacijske aktivnosti fitokemikalija koriste se mnogi testovi koji se

mogu svrstati u pet kategorija:*®

e CUPRAC, FRAP te Colin-Ciocalteu metode (prijenos elektrona izmedu antioksidansa i
supstrata

e ORAC i TRAP metode (prijenos atoma vodika s antioksidansa na supstrat)

e DPPH i TEAC metode (mehanizmi prijenosa atoma vodika u 2 koraka)

e metoda odredivanja Zeljezo-keliraju¢e aktivnosti (kelacija antioksidansa s prijelaznim
metalima, kao sto su Cu(Il) i Fe(Il)

e FTC, TBA, HORAC i SRSA/SOD metode (sprjecavanju ili smanjenje oksidacije lipida te
¢is¢enje RNS-a i ROS-3)

10



1.4. Galna kiselina

Galna kiselina, kao ¢lan fenola, pripada grupi organskih kiselina koje sadrze
hidroksilnu skupinu (-OH) direktno povezanu s aromatskim benzenskim prstenom. Bezbojna
ili blago zuta kristalna krutina, gledano s kemijskog stajalista sadrzi tri hidroksilne skupine
(3,4,5-trihidroksibenzoinska kiselina), §to je ¢ini polifenolom. Osim hidroksilnih, sadrzi i
jednu karboksilnu skupinu (-COOH), sto je svrstava u glavne fenolne kiseline (Slika 7).
Galna kiselina se kao sekundarni metabolit isti¢e snaznom antioksidacijskom aktivno$cu,
pokazuje protuupalna i antimikrobna svojstva potencijalno antikancerogeno djelovanje.
Moze se prona¢i u raznim prehrambenim proizvodima, posebno voéu i povréu, a

biosintetizira se iz $ikiminske kiseline, koju proizvode biljke i gljive.*

Os_OH

HO OH
OH

Slika 7 Kemijska struktura galne kiseline®®

Galna kiselina je topiva u vodi, alkoholu, eteru i glicerolu, a netopljiva u benzenu i
kloroformu. Industrijski se proizvodi kiselom hidrolizom taninske kiseline ili razgradnjom
taninske kiseline pomocu tanaze. Tanaza je enzim kojega proizvode razli¢iti mikroorganizmi,
posebice gljive rodova Aspergillus i Penicillium, uglavhom procesom fermentacije. Galna
Kiselina vezana je na proteine i minerale poput kalcija, cinka i Zeljeza te ima utjecaj na
apsorpciju tih elemenata. Koli¢ina galne kiseline prisutna u biljkama varira ovisno o
vanjskim faktorima, kao $to su mikrobna kontaminacija, izlozenost zraCenju i uvjeti
skladiStenja. Ekstrakcija iz prirodnih izvora moguca je koriStenjem polarnih otapala kao Sto

su etanol, metanol, voda ili njihove smjese.**

Oksidacija galne kiseline je dvoelektronska/dvoprotonska reakcija, sto je vidljivo na
slici 8, gdje je prikazan detaljni mehanizam oksidacije jednog polifenola. Reakcija ovisi 0
nizu faktora, koji uzrokuju stvaranje produkata oksidacije i niza meduprodukata. Galna

kiselina (crveni pravokutnik) u prvom stupnju daje semikinonski radikal (zeleni

11



pravokutnik), a u drugom kinon (plavi pravokutnik). Reakcija govori u prilog jacini fenola

kao reducensa, ali ta jacina ipak ovisi o uvjetima. Meduprodukti koji nastaju su odgovorni za

drugi stupanj reakcije. Ako uvjeti ne omoguée nastanak meduprodukata, reakcija ne ide do

kinona koji je stabilno produkt oksidacije galne kiseline.®
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Slika 8 Mehanizam oksidacije galne kiseline 6
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1.5. Ekstrakcija

Ekstrakcija je postupak kojim se potpuno ili djelomi¢no razdvajaju tvari koje imaju
razli¢itu topljivost u razliCitim otapalima. U ovom postupku, smjesa tvari se tretira
odgovaraju¢im otapalom kako bi se izdvojila komponenta koja se lakse otapa, formirajuci
otopinu. Tvar koja se ekstrakcijom izdvaja iz biomaterijala prelazi u otopinu. Da bi se ta tvar
izdvojila u ¢istom obliku, otopina se moze ispariti ili kristalizirati ili se mogu primijeniti oba
procesa istovremeno. Mnogo ¢esc¢a metoda izdvajanja je izravno fizikalno odvajanje ostatka
biomaterijala od otopine postupkom filtracije, centrifugiranja, talozenjem ili dekantiranjem

(bistrenjem).

1.5.1. “Zelena ekstrakcija“

“Zelena ekstrakcija“ se odnosi na proces ekstrakcije ili proizvodnje koji je odrziv,
ekoloski prihvatljiv i manje Stetan za okoli§ u usporedbi s tradicionalnim metodama. To moze
ukljucivati koriStenje obnovljivih izvora energije, smanjenje koristenja kemikalija ili njihovu
plinova. U mnogim industrijama, uklju¢ujuéi prehrambenu, kozmeticku, farmaceutsku 1
energetsku, sve veca svijest o odrzivosti poti¢e razvoj i primjena zelenih tehnologija,

ukljucujuéi i zelenu ekstrakciju.'’

Opca definicija zelene kemije je izum, dizajn i primjena kemijskih proizvoda i
procesa za smanjenje ili uklanjanje uporabe i stvaranja opasnih tvari. Zelena ekstrakcija se

temelji na Sest nacela ekstrakcije prirodnih proizvoda:!’

1. Inovacija odabirom sorti i koristenje obnovljivih biljnih izvora

2. Koristenje alternativnih otapala, uglavnom vode ili agrootapala

3. Smanjenje potrosnje energije oporabom energije i koriStenjem inovativnih
tehnologija

4. Proizvodnja ko-proizvoda umjesto otpada ukljucujucéi bio- 1 agro-rafiniranje
industrija

5. Prednost sigurnim i kontroliranim procesima

6. Ciljan nedenaturirani i biorazgradivi ekstrakt bez kontaminanata

13



Nacela su identificirana i opisana ne kao pravila, ve¢ vise kao inovativni primjeri koje

uspjesno primjenjuje svaka grana industrije.

Tradicionalna, organska otapala pridonose efektu staklenika i uzrokuju zagadenje
okolisa zbog svoje toksicnosti, isparljivosti i zapaljivosti. Kako bi se umanjili ti negativni
ucinci, industrija istrazuje upotrebu zelenih otapala, poznatih kao "bio-otapala”, koja su
neskodljiva, nezapaljiva, biorazgradiva te ucinkovito otapaju tvari. Najc¢es¢u primjenu pri

provedbi zelene ekstrakcije imaju sljedec¢a bio-otapala: *’

e Etanol je obnovljivi izvor koji se dobiva fermentacijom biljnih sirovina poput
kukuruza, Secerne trske ili celuloze. Koristi se u ekstrakciji biljnih spojeva poput
fitokemikalija ili ulja (ty= 78,37 C)

e Glicerin je bezbojna, bezmirisna teku¢ina koja se koristi kao otapalo u ekstrakciji
biljnih spojeva. Moze se dobiti iz biljnih ulja i masti te se smatra sigurnim za
upotrebu. (tv=290T)

¢ Voda - u nekim slu¢ajevima, ekstrakcija se moze provoditi samo vodom, posebno za
ekstrakciju vodotopivih spojeva ili za ekstrakciju pod visokim tlakom i
temperaturom. (t,.=100TC)

e Superkriti¢ni ugljikov dioksid (CO2) je Cesto koristen jer je ekoloski prihvatljiv,
eliminira nastanak toksi¢nih ostataka i ne doprinosi globalnom zagrijavanju. Takoder

je siguran za upotrebu u proizvodnji hrane i farmaceutskih proizvoda

Etanol je najcesce biootapalo koje se dobiva fermentacijom materijala bogatih
SeCerom, kao §to su Se€erna repa i Zitarice. lako je zapaljiv i potencijalno eksplozivan, etanol
se koristi u velikim koli¢inama, jer je lako dostupan, visokog stupnja Cistoce te ima nisku
cijenu i potpuno je biorazgradiv. Polarna priroda vode takoder omogucuje njenu upotrebu
kao ekstrakcijskog otapala za prirodne tvari topive u vodi kao $to su proteini, Seceri,
organske kiseline i anorganske tvari. Ekstrakcija toplom vodom pod tlakom (PHWE) ili
subkriticnom vodom jedna je od najperspektivnijin modernih tehnika i metoda zelene
ekstrakcije, posebno u dinami¢kom nacinu rada. lzvanredna znacajka ove tehnike je laka
manipulacija dielektri¢nom konstantom (er) vode, koja se moze natjerati da varira u Sirokom
rasponu samo promjenom temperature i tlaka. Dakle, pri temperaturi i tlaku okoline voda

ima dielektri¢nu konstantu od cca. 80, §to je ¢ini izuzetno polarnim otapalom.!’

14



1.5.2. Mikrovalna ekstrakcija

Posljednjih su godina tehnike potpomognute ekstrakcije poput ultrazvuka i
mikrovalne tehnike postale vrlo popularne za ekstrakciju polifenola. Obi¢no tradicionalna
tehnika zahtjeva duZe vrijeme ekstrakcije, stoga postoji ozbiljan rizik od toplinske
degradacije za veéinu fitosastojaka biljke koja se ekstrahira. Cinjenica da jedna biljka mozZe
sadrzavati do nekoliko tisuc¢a sekundarnih metabolita stvara potrebu za razvojem ekstrakcija
visokih performansi i velike brzine.'® Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima ili
mikrovalna ekstrakcija, MVE, (Microwave Assisted Extraction) kombinira brzo zagrijavanje
u mikrovalnom polju s tradicionalnom ekstrakcijom otapalom. Pobolj$anje procesa
ekstrakcije lezi u Cinjenici da se otapalo ili uzorak brzo zagrijavaju izravnom interakcijom s
elektromagnetskim zracenjem. Izravna interakcija s elektromagnetskim zracenjem
omogucuje do 20-30 puta brze zagrijavanje nego u konvencionalnim sustavima, S$to
omogucuje znacajnu ustedu vremena. Opcenito, prednosti ovakvog tipa ekstrakcije ukljucuju

smanjeno vrijeme ekstrakcije, manju potro$nju otapala i vece prinose.

U slucaju ekstrakcije ruzmarina, mikrovalovi se najvise koriste u destilaciji vodenom
parom za dobivanje eteri¢nih ulja. MVE razli¢itih biljnih vrsta provodi se i koristenjem
smjesa otapala, metanol-voda, aceton-voda, etilacetat-voda i etanol-voda koje su prethodno

primjenjivane za ekstrakciju ukupnih polifenola.*®

Mikrovalovi koji se koriste su neionizirajué¢i elektromagnetski valovi s rasponom
frekvencija izmedu 300 MHz i 300 GHz, a snagom od 500 W do 1000 W. Medutim,
mikrovalne frekvencije od 915 MHz i 2450 MHz su dvije najistrazivanije i najkoristenije
frekvencije za grijanje. Za analiticke svrhe, a i u svrhe zagrijavanja hrane najvise se
primjenjuje 2450 MHz frekvencija mikrovalova. Mikrovalovi se sastoje od dva oscilirajuca
okomita polja, elektricnog 1 magnetskog polja. U ovom slucaju, elektri¢no polje je odgovorno
za zagrijavanje. Za razliku od konvencionalnog grijanja koje ovisi o kondukciji i konvekciji
pri ¢emu se na kraju veliki dio toplinske energije gubi u okolis, u slu¢aju MVE zagrijavanje
se dogada ciljano i selektivno, pri ¢emu se ne gubi toplina u okolis, jer se zagrijavanje odvija
u zatvorenom sustavu.? Ovaj jedinstveni mehanizam zagrijavanja moze znacajno smanjiti
vrijeme ekstrakcije. Poseban uredaj, magnetron, proizvodi mikrovalno zracenje odredene

frekvencija i snage. Energiju mikrovalnog zracenja apsorbiraju molekule vode sadrzane u
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preparatu koji se podvrgava ekstrakceiji. Primljena energija mikrovalnog zracenja izaziva brze
vibracije molekula vode u hrani, pri ¢emu nastupa zagrijavanje vode unutar namirnica,
odnosno radi na principu unutarnjeg zagrijavanja uzorka vlastitom sadrzanom vodom, za
razliku od klasicnog zagrijavanja koje grije okolnu vodu i izaziva velike gubitke energije 1

topline (Slika 9).

Visoka
temperatura
Izvor grijanja Mikrovalovi
P I~
Lt t tow \

Niska
temperatura

V0111l
It 111
S 2 2 3

Mikrovalno Pucanje stani¢ne Biljna masa
zagrijavanje stijenke Toplina

Slika 9 Klasi¢na vs. mikrovalna metoda zagrijavanja sa smjerom grijanja, temperaturnim
profilom grijanog materijala i shemom promjena u stanici.

U Tablici 3 dan je prikaz elektromagnetskog spektra obzirom na jakost
elektromagnetskoga zra¢enja kao funkcije njegove frekvencije, odnosno valne duljine, gdje

je vidljivo kako su vrijednosti energije ove vrste zracenja izrazito niske.
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Tablica 3 Elektromagnetski spektar - prikaz jakosti elektromagnetskoga zracenja kao
funkcije njegove frekvencije, odnosno valne duljine.

Naziv valova Valna duljina Frekvencija (Hz) Energija fotona (eV

Gama-Gestica < 0,02 nm > 15108 > 62,1 keV

Rendgenske zrake 0,01 nm -10 nm | 30x10'® - 30x10%° 124 keV -124 eV

UV zracenje 10 nm - 400 nm | 30 PHz -750 THz 124 eV -3 eV

Vidljiva svjetlost 390 nm -1 296 THz - 400 THz 326V -17eV

750 nm
IR zracenje 750 nm -1 mm | 400 THz -300 GHz 1,7eV -1,24 meV
. . 300 GHz -

Mikrovalovi Ilmm-1m 300 MUz 1,24 meV - 1,24 peV
_ 11

Radio valovi 1m-100km | 300MHz-3kHz | %4 ueve\},24x10

Rasprsivanje elektromagnetske energije u mikrovalnim sustavima je kontrolirano
Maxwellovom jednadzbom.?! Na njega utje¢u konformacije sustava i granice izmedu
tretiranih materijala i preostalog prostora kaviteta. Dielektri¢na svojstva analiziranih
biomaterijala kljucni su parametri svojstava Maxwellovih jednadzbi. "Rotacija dipola i
ionska kondukcija" dva su kljuéna mehanizma kroz koji se prenosi energija u slucaju
primjene mikrovalova. Dipolna rotacija dovodi do prekida slabih vodikovih veza $to
uzrokuje nastanak naknadne topline koja ¢e se osloboditi. lonska kondukcija odnosi se na
elektroforetsku migraciju iona pod utjecajem promjenjivog elektri¢nog polja, §to dovodi do
povecanog ulaska otapala i kretanja ciljanih ionskih analita.?° Biomolekule se uéinkovito
oslobadaju u slu¢aju MVE, §to se pripisuje porastu tlaka u bioloskim tkivima. Naknadno
puca stani¢ni matriks i ovojnica i povecava se poroznost, §to vodi do povecanog Kkretanja
otapala i analita. Kombiniranom mikrovalnom ekstrakcijom s odabranim zelenim otapalima

mogu se postic¢i izvanredni rezultati ekstrakcije bioaktivnih tvari iz razli¢itih vrsta uzoraka.

Manipuliranjem parametara MVE (temperatura, snaga, tlak...) znatno se mijenjaju
svojstva otapala, povecava topljivost i omogucava ekstrakcija teSko topljivih spojeva. Brza i
ucinkovita ekstrakcija, mala potro$nja otapala, varijacije otapala koje nude stabilnost za
termolabilne sastojke su samo neke od atraktivnih znacajki ove tehnike ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima, koja je svoj veliki zamah u upotrebi u analiticke svrhe
dozivjela u zadnjem desetljecu. Pregledom literature mozemo nai¢i na jedan zanimljiv rad iz
2007. godine, gdje su Mandel i suradnici istrazili primjenu MVE i tada nais$li na tek nesto
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viSe od 50 radova s tom tematikom. Iz rezultata su dali pregled vaznih znac¢ajki za ekstrakciju

primjenom mikrovalova.?

Pregledom Scopus baze podataka u svim poljima znanosti taj broj od pocetka
primjene, 1994. g do 2007. g iznosio je 540 radova. Danas se ta brojka radova s primjenom
MVE popela na priblizno 5000 prema istoj bazi, a primjena je zastupljena u skoro svim
granama znanosti, industrije, tehnologije i edukacije. Rasprave o glavnim parametrima koji
utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije su 1 danas vrlo popularne, jer svaki segment ekstrakcije je
prvi istrazivaci koji su ikada koristili mikrovalnu kuénu pe¢nicu u laboratoriju, ekstrakcijom
metala iz bioloskih uzoraka. Trebalo je gotovo ¢ak 10 godina da bi se prva publikacija
pojavila 1986. Ganzler i sur. razvili su protokole ekstrakcije za lipide, ne-nutritivne tvari i
pesticide iz tla, sjemenke i hranu te preporucuju nekoliko mililitara otapala, a ekstrakcija u
trajanju od 30 s se ponavlja 7 puta u ku¢noj peénici. Od tada su mikrovalne metode
ekstrakcije razvijene za razli¢ite vrste uzoraka kao $to su biljke, bioloske, okolisne, geoloske

i metalne matrice. 2022 2

U osnovi postoje dvije vrste komercijalno dostupnih MVE sustava: zatvoreni i

otvoreni sustavi mikroekstrakcije.?* 2
Prednosti zatvorenih sustava:

A. Mogu postic¢i vise temperature od otvorenih sustava, zbog povecanog tlaka unutar
posude povisuje se vreliSte koriStenih otapala. ViSe temperature smanjuju vrijeme
potrebno za tretman mikrovalovima.

B. Nema gubitka hlapljivih tvari tijekom ekstrakcije.

C. Potrebno je manje otapala. Budu¢i da ne dolazi do isparavanja, nema potrebe za
stalnim dodavanjem otapala, a izbjegnut je i rizik od kontaminacije.

D. Pare koje nastaju tijekom ekstrakcije se nalaze unutar posude.

Nedostatci zatvorenih sustava:

A. Visoki tlakovi koji se koriste predstavljaju sigurnosni rizik (eksploziju).

B. Koli¢ina uzorka koji se moZze obraditi je ogranic¢ena.
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Uobicajeni sastavni materijal posude, PTFE (politetrafluoroetilen), ne dopusta visoku

temperature.

D. Postupak u jednom koraku isklju¢uje dodavanje reagensa ili otapala tijekom rada.

Posuda se mora ohladiti prije otvaranja nakon tretmana kako bi se izbjegao gubitak

hlapljivih sastojaka.

Prednosti otvorenih sustava:

O o w

I o mm

-

Uz atmosferski tlak ekstrakcija moze biti jo$ u¢inkovitija nego u zatvorenom sustavu.
Povecana sigurnost proizlazi iz rada u atmosferskim uvjetima tlaka.

Mogucénost dodavanja reagensa u bilo kojem trenutku ekstrakcije.

Mogucénost koriStenja posuda izradenih od razli¢itih materijala, ukljuc¢ujuc¢i PTFE,
staklo i kvarc.

Lakoc¢a kojom se mozZe ukloniti viSak otapala.

Mogucénost obrade velikih uzoraka.

Nepostojanje bilo kakvog zahtjeva za hladenjem ili depresurizacija.

Niska cijena potrebne opreme.

Sposobnost prolaska kroz cikluse ispiranja (kvantitativno uklanjanje ciljnih vrsta).

Potpuno automatski rad.

K. Prikladniji za termolabilne vrste, jer koristi niske temperature u odnosu na zatvorene

sustave.

Nedostatci otvorenih sustava:

A

B.

C.

Metode koje slijede obi¢no su manje precizne od ovih razvijen koriStenjem sustava
zatvorenih posuda.

Protok uzorka je niZi, kod vecéine otvorenih sustava ne moZze obraditi viSe uzoraka
istovremeno, dok sustavi zatvorenih posuda mogu obraditi 8-14 uzoraka odjednom.
Radna vremena potrebna za dobivanje rezultata sli€nih onima zatvorenih sustava

obi¢no su duza.

1.6. Spektrofotometrija

1.6.1.

Folin-Ciocalteu metoda
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Folin-Ciocalteuova metoda je poznat naéin odredivanja ukupnog sadrzaja fenola.
Navedena metoda spada u spektrofotometrijske metode i temeljena je na oksidaciji fenolnih
spojeva dodatkom Folin-Ciocalteu (F-C) reagensa, ¢ime nastaju obojeni produkti.?®
Primjenom ove metode fenolne grupe oksidiraju se do kinona. Molibdofosfatni i
volframfosfatni anioni koji potjecu iz F-C reagensa se reduciraju. Reducirani produkti ove
metode su prepoznatljivi po stabilnom plavom obojenju. Plavo obojenje je zapravo plavi
kromofor maksimalne apsorpcije 765 nm, dok je nereducirani F-C reagens Zute boje. Vazno

je naglasiti kako je reakciju potrebno provoditi u alkalnom mediju (Slika 10).

COOH coo” |2 coo"
N32C03
—_ = = + €7 | {= oxidation half-reaction
HO OH pH=10 R? R3 0 OH
OH R?
Antloxidani R"R2ZR*=0OHorO Oxidized phenolic

(Phenolic compound) compound

(+6) (+5) (+6)

-3 7
2[PM12040] + e- = 2[PMsMgOy] <= reduction half-reaction
F-C reagent (oxidant)  (from antioxidant) reduced F-C reagent

[ s

Slika 10 Redukcija F-C reagensa?’

Folin-Ciocalteuov test nasiroko je koristen u podrucju biomedicine i nutricionizma.
Predstavlja glavni nacin za kvantitativno odredivanje ukupnih fenola u biljnim tkivima, hrani
biljnog podrijetla te bioloskim uzorcima, pri ¢emu se galna kiselina koristi kao referentni
standard. Medutim, rezultati sadrzaja ukupnih fenola mogu se izrazavati i kao ekvivalentni
katehini, kafeinska kiselina, klorogenska kiselina ili ferulna kiselina, Sto zahtjeva
standardizaciju uzoraka. 1z toga razloga, u literaturi se za metodu koju su razvili znanstvenici
Otto Folin i Vintil Ciocalteu davne 1927. godine moze naéi i naziv Metoda ekvivalencije
galne kiseline (GAE). Metoda je izvorno osmisljena za analizu proteina, no kasnije je

prihvacena kao metoda za analizu fenolnih komponenti u vinu. Nakon toga je navedena
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metoda postala standardna rutinska metoda u procjeni antioksidanasa u hrani i biljnim
ekstraktima.t®

Jednostavnost, osjetljivost, kratko trajanje postupka, prilagodljivost i niska cijena
koriStenih reagensa opravdava Siroku primjenu F-C metode u raznim podrucjima znanosti.
Medutim, postoji nekoliko nedostataka koje treba uzeti u obzir prilikom primjenjivanja F-C
metode, od kojih su izrazeni osjetljivost na pH, temperaturu i neZeljena oksidacija. Ovi
nedostaci ukazuju na to da, iako je Folin-Ciocalteu metoda korisna za odredivanje ukupnog

fenolnog sadrzaja, treba je koristiti s odredenim razumijevanjem njenih ogranicenja.

1.6.2. FRAP metoda

FRAP metoda (Ferric Reducing Antioxidant Power) je kolorimetrijska metoda koja
se koristi za mjerenje antioksidativnog kapaciteta. Ova metoda se Cesto koristi u analizi
hrane, pica, lijekova, ¢ajeva, zacinskog bilja, bioloskih tekuéina te ekstrakata biljaka. Metoda
se pokazala u¢inkovitom pri procjeni sposobnosti bioloskih tvari za neutralizaciju slobodnih
radikala i uklanjanje Stete izazvane oksidativnim stresom. Takoder, ovom metodom se
utvrduju i u€inci obrade, genetske modifikacije 1 uvjeta skladisStenja prehrambenih proizvoda.
Sluzi za procjenu antioksidacijske aktivnosti u bioloskim teku¢inama, hrani i ekstraktima
biljaka, za istrazivanje ucinka skladistenja, obrade i genetske modifikacije prehrambenih
proizvoda, za kontrolu kvalitete i razvoj proizvoda, te za usporedbu antioksidacijskog
sadrzaja u hrani, lijekovima, tradicionalnim lijekovima, ¢ajevima, za¢inskom bilju, za¢inima
1 dr. Takoder ju je moguce koristiti za otkrivanje oneciS¢ene vode i proucavanje ucinka

onecisc¢enja, zraCenja i1 klimatskih promjena na zive organizme. **

FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije FRAP reagensa kojeg ¢ine TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazin), koji s zeljezom(II) daje kompleks Zzutog obojenja (Slika 11). U
prisutnosti antioksidansa zuti kompleks prelazi u intenzivno plavi zeljezov(Il) kompleks u
kiseloj sredini. Kao alternativni ligand umjesto TPTZ moze se koristiti i ferozin (dinatrijeva
sol 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-4',4"-disulfonske kiseline), koji sluzi za procjenu

reduciraju¢e moci askorbinske kiseline. FRAP metodom se dogada sljedeca reakcija:
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Slika 11 Redukcije FRAP reagensa.

U novije vrijeme, kalijev fericijanid je naj¢eSce koriSten Zeljezni reagens u FRAP
testovima umjesto otopine zeljezova(Ill) klorida. Za razliku od F-C metode, FRAP metoda
se odvija u kiselom acetatnom mediju (pH=3,6). Razlog tome lezi U zadrzavanju dobre
topljivosti Zeljeza. Reakciji pogoduje $to niza pH vrijednost, jer se tako smanjuje ionizacijski
potencijal koji pokreée prijenos elektrona odnosno povecava redoks potencijal §to za
posljedicu ima dodatni pomak reakcije u smjeru prijenosa elektrona. Kona¢nom rezultatu
antioksidacijskog kapaciteta doprinosi redoks potencijal reakcije Fe**/Fe?* koji iznosi 0,77V,
te svi spojevi koji imaju nizi redoks potencijal i ulaze u reakciju redukcije Zeljeza. FRAP test

je jednostavan, brz i isplativ te ne zahtijeva specijaliziranu opremu.*®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kemikalije i priprava otopina

U Tablici 4 su navedene kemikalije koristene za pripravu otopina prilikom izvedbe

eksperimenta. U Tablici 5 prikazane su priredene otopine.

Tablica 4 Koristene kemikalije

Kemikalija ?gfr']fl'jfa's“a Dobavlja&
Dusicna kiselina (65%) HNOs3 T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja
Klorovodi¢na kiselina (36%) HCI T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja
Octena kiselina (99,8 %) CH3;COOH GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Etanol (96%) C2Hs0OH GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
. SIGMA-ALDRICH
Galna kiselina C7HeOs CHEMIE GmbH
Natrijev klorid NaCl GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Kalijev klorid KCI GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Natrijev karbonat Na.COs GRAM-MOL d.o.0., Zagreb
Folin-Ciocalteu reagens SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH
s - SIGMA-ALDRICH
TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin) CHEMIE GmbH
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Tablica 5 Priprema otopina

Standard za antioksidacijsku
aktivnost

Otopina Koncentracija | Potrebno
i volumen
Otopina dugi¢ne Kiseline 0,5 mol dm= | 34,62 cm® konc. HNO3 (W = 65%)
1dm?
Za ¢is€enje posuda
Otopine galne kiseline 0,01 mol dm™ | 0,17 g galne kiseline
25 cm?®
Standard za ukupne fenole
Otopine klorovodi¢ne 0,040 mol dm™ | 3,4365 cm? konc. HCI (W = 36%)
kiseline 1 dm?3
Za pripremu TPTZ
Acetatni pufer 0,3 mol dm= | U odmjernu tikvici od 1 dm? otopiti
pH= 3,6 1dm3 3,1 g natrijevog acetata,
CH3COONax3 H20 i 16 cm®
Za pripremu FRAP reagens koncentrirane octene kiseline,
CH3COOH.
Otopina Zeljezova(III) 0,020 mol dm™ | 551,6 mg Zeljezo(III) klorida (FeCls X
klorida 0,10 dm? 6 H20).
Za pripremu FRAP reagensa
Mati¢na otopina standarda | 0,10 mol dm= | 2.7801 g Zeljezova(Il) sulfata (FeSOx
Fe2* 0,10 dm?® x 7H20). Od nje su dalje pripravljene

otopine razli¢itih koncentracija Fe?*
iona, od 100-1000 pmol dm™.

Zasicena otopina natrijeva
karbonata

100 g bezvodnog natrijevog karbonata
(Na2CO3) i 500 cm?® vode Sol otopiti
kuhanjem, ohladiti na sobnoj
temperaturi i filtrirati nakon 24 sata.

Otopina TPTZ-a (2,4,6-
tripiridil-s-triazin)
Za pripremu FRAP reagensa

159,4 mg TPTZ-a otopiti u 50 cm?®
0,040 mol dm klorovodi¢ne kiseline.

Priprema radnog FRAP
reagensa

FRAP reagens pripravlja se svaki put
neposredno prije mjerenja mijesanjem
50 cm® (pH=3,6= 0,3 mol dm™)
acetatnog pufera, 5,0 cm? otopine
TPTZ-ai 5,0 cm® otopine FeClz x 6
H20.
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2.1.1. Mikrovalna ekstrakcija

Za mikrovalnu ekstrakciju koristen je uredaj Milestone flexiWAVE prikazan na slici
12. Koristeni uredaj opremljen je s dva magnetrona od 950 W, §to ¢ini ukupnu snagu od
1900 W i svrstava ga medu najjace dostupne uredaje trenutno u svijetu za mikrovalnu
ekstrakciju i organske i anorganske sinteze. Velika snaga u kombinaciji s difuzorom
omogucuje vrlo brzo i homogeno zagrijavanje uzoraka. Homogenost zagrijavanja je dodatno
pospjesSena magnetnim mjeSalom. Pomoc¢u ovog uredaja, izuzetni rezultati se dobivaju veé
nakon nekoliko minuta estrahiranja, za razliku od obi¢ne ekstrakcije, gdje se slabiji rezultati
dobiju tek nakon nekoliko sati ekstrahiranja. Milestone flexiWAVE ima niz iznimnih
performansi i inovacija, kao §to su: kapacitet od 70 litara, najnapredniji reakcijski senzori za
kontrolu reakcije, mikrovalna homogenost polja, magnetsko mijesanje, opticki i infracrveni
senzori za kontrolu visoke temperature (do 300 C) i kontrolu visokog tlaka. Takoder, svi
parametri reakcije mogu se modificirati "u hodu", ¢ime se osigurava najveca fleksibilnost

rada.

Slika 12 Milestone flexiWAVE
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2.1.2. Spektrofotometrijska mjerenja

Za spektrofotometrijska mjerenja koristen je spektrofotometar Cary 5000 UV-Vis-
NIR (Slika 13) uredaj visokih performansi s vrhunskim fotometrijskim znacajkama. Uredaj
omogucava mjerenje apsorpcijskih i transmisijskih spektara tekucih i praskastih uzorka u
podrucju od 175 do 3300 nm valne duljine. Mjerenja su provedena u podrucju valnih duljina
vidljive svjetlosti i ovisno o metodi, na odredenim fiksnim valnim duljinama. Cary WinUV
software je koriSten za analizu dobivenih podataka. Sva mjerenja su radena u kvarcnim

kivetama Sirine 1 cm.

Slika 13 Cary 5000 UV-Vis-NIR uredaj

2.2. Priprava i karakterizacija realnih uzoraka
Prikupljeno je ukupno 7 uzoraka s razlicitih lokacija Dalmacije: Makarska, Zadar,
Sinj, Milna (otok Bra¢), Imotski, Split (Kampus) i Kastel Kambelovac. Na slici 14 navedene

lokacije su prikazane na karti Hrvatske.

Sav prikupljeni i analizirani ruzmarin je iste vrste, Rosmarinus officinalis, uspravni
ruzmarin. Svi uzorci su brani u zimskom periodu i susSeni na zraku u prostoru bez prisutnog
sunevog svjetla, na temperaturi ~20 °C. Sadrzaj fenola i antioksidacijska aktivnost

odredivana je iz lista.
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Zadar

Kastel Kambelovac

Milna (otok Brac) l

Imotski

Makarska

/L

Slika 14 Lokacije rasta prikupljenih uzorak.

Tablica 6 Uvjeti rasta uzoraka ruzmarina

Uzorci Lokacija i uvjeti rasta
Lokacija Osuncanost Promet . .| Udaljenost
Zalijevanje
od mora
Uzorak 1 Makarska Cjelodnevna |Uz prometnicu DA Uz more
Uzorak 2 Zadar Bez sunca Uz prometnicu NE 1-2km
centar grada
Uzorak 3 Sinj Cjelodnevna |Uz prometnicu NE > 30 km
Uzorak 4 | Milna, otok Bra¢ | Cjelodnevna | Bez prometa DA 0,5 km
Uzorak 5 Imotski Cjelodnevna |Uz prometnicu DA > 30 km
Uzorak 6 | Split -Kampus | Djelomi¢na Uz prometnicu DA 1-2km
centar grada
Uzorak 7 Kastel Djelomi¢na |Uz prometnicu NE 0,5 km
Kambelovac

Prije ekstrakcije suhi ruzmarin je usitnjen. Realni uzorci pripremljeni su ekstrakcijom
1 g biljnog materijala (ruzmarina) u 200 cm?® redestilirane vode. Tako pripremljeni uzorci
prebaceni su u tikvicu za mikrovalnu ekstrakciju. Grijanje u mikroreaktoru je prethodno
optimirano.?® Za usporedbu rezultata uzorcima je odredena antioksidacijska aktivnost i
ukupni fenoli klasicnim grijanjem na 100 °C, 1 g uzorka u 200 ml vode bez primjene

mikrovalova u trajanju od 5 minuta (sli¢no priredivanju ¢aja ili kratkotrajnom kuhanju).*
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Odabrani parametri za ekstrakciju su predgrijanje: 2 minuta, snaga mikrovalova 600

W, a odabrano vrijeme je 2, 5 i 10 minuta. Nakon isteka vremena predvidenog za ekstrakciju,

realni uzorci su filtrirani te su filtratima odmah odredivani ukupni fenoli i antioksidacijska

aktivnost (Slika 15).

Slika 15 Odabrani uzorci ruzmarina i ekstrakti dobiveni razlicitim metodama ekstrakcije
2.3.Folin-Ciocalteu metoda - odredivanje ukupnih fenola
Za izradu krivulje umjeravanja, priredene su otopine galne kiseline (radni standardi)
razli¢itih koncentracija: 0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg dm™ (Slika 16). U odmjernu tikvicu
od 25 cm® dodati 0,250 cm?® otopine odredenog radnog standarda, 15 cm? destilirane vode i

1,250 cm?® Folin-Ciocalteu reagensa. Sadrzaj u tikvici dobro promijesati, promuckati, nakon
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jedne minute dodati jo§ 3,750 cm?® zasi¢ene otopine natrijeva karbonata i nadopuniti
destiliranom vodom do oznake. Tako priredene radne standarde ostaviti u mraku pri sobnoj
temperaturi 2 sata. Nakon isteka 2 sata izmjeriti apsorbanciju svake otopine pri 765 nm prema

vodi u kivetama Sirine 1 cm.

Slika 16 Otopine galne kiseline (radni standardi) koristene za izradu krivulje

Tablica 7 prikazuje izmjerene vrijednosti apsorbancije. Konstruirana krivulja
umjeravanja koncentracija prema apsorbanciji (Slika 17) koristi se za procjenu ukupnih
fenola u uzorcima.

Tablica 7 Vrijednosti apsorbancije za konstruiranje krivulje umjeravanja za standard galnu
kiselinu

Koncentracija, mg/L | Srednja vrijednost apsorbancije | Standardna devijacija
0
50 0,1138 +0,0489
100 0,1416 +0,0285
150 0,2204 +0,0734
250 0,2954 +0,0237
500 0,5166 +0,0062
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Slika 17 Krivulja umjeravanja za standard galnu kiselinu.

Pomoc¢u dobivene krivulje umjeravanja, odnosno iz omjera koncentracija-
apsorbancija procjenjuju se ukupni fenoli u ekstraktima u odnosu na standard galne kiseline,

prema matematickom izrazu:

A =9,027x10* x Y + 0,068
gdje Y predstavlja masenu koncentraciju u mg dm™ ekstrakta, a rezultat se izrazava kao
ekvivalent, mg GAE/L.

Na identi¢an nacin prirediti 1 realne uzorke, gdje se umjesto galne kiseline dodaje
ekstrakt. Nakon isteka 2 sata izmjeriti apsorbanciju pri 765 nm prema vodi u kivetama Sirine

1cm.

2.4. FRAP metoda (eng. Ferric reducing/Antioxidant power) - odredivanje

antioksidacijske aktivnosti

FRAP metoda je analiza reduciraju¢e antioksidativne snage Zeljeza. To je Siroko
korisStena metoda koja koristi antioksidanse kao reducense u kolorimetrijskoj reakciji vezanoj
za redoks reakciju, gdje se Fe®* reducira u Fe?*. Redukcija zeljezova(Ill) do Zeljezova(Il)

iona pri niskom pH uzrokuje stvaranje promjenu boje u obojeni kompleks, koji nastaje u
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reakciji sa specificnim ligandom. Reakcija predstavlja izmjenu jednog elektrona. Najcesci
ligand je TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin).
FRAP reagens potrebno je pripremiti svaki dan neposredno prije mjerenja.
Koncentracija potrebnih otopina data je u poglavlju 2.1.
« 50 mL otopine acetatnog pufera,
e 5,0cm? otopine TPTZ i
« 5,0 cm®otopine FeCls x 6 H20
U kivetu $irine 1 cm staviti 1,5 cm® FRAP reagensa i izmjeriti apsorbanciju pri 593
nm (Ao). Zatim u kivetu s reagensom dodati jo§ 0,150 cm?® destilirane vode i 0,050 cm?®
pripremljenog ekstrakta, odnosno realnog uzorka. Apsorbancija pri 593 se kontinuirano prati
tijekom vremena. Obzirom na Kinetiku reakcije mozemo podijeliti i antioksidanse na brze i
spore. Apsorbanciju biljeziti nakon 4 1 nakon 10 minuta.
Za svaki uzorak promjenu apsorbancije (AA) izraunati prema jednadzbi:
AA=A-Ao
Promjenu apsorbancije uzorka usporediti s promjenom apsorbancije izazvane
dodatkom standardne otopine iona Fe?*, c(Fe?*) = 1,000 mmol dm?, (AAre2+). FRAP
vrijednost uzorka izracunati prema jednadzbi:
FRAP (umol dm™) = (AA / AArer+) x 1000
gdie je AAre+ jednaka apsorbanciji  standardne otopine Fe*  pri
koncentraciji c(Fe?*)=1,000 mmol dm korigiranoj za vrijednost Ao.
Za naSe uzorke, AAre2+= 0,9975 - 0,0091= 0,9884.
U odnosu na signal reakcije Fe?* iona poznate koncentracije, FRAP metodom je
izraCunat ucinak antioksidansa.
Slika 18 predstavlja krivulju umjeravanja za standardnu otopinu FeSQOa.
Pomoc¢u dobivene krivulje umjeravanja, odnosno iz omjera koncentracija-apsorbancija
procjenjuje se antioksidacijska aktivnost u ekstraktima u odnosu na standardne otopine

FeSQO4, prema matematickom izrazu:

A =0,993657 x ¢ + 0,00203
gdje ¢ predstavlja mnozinsku koncentraciju antioksidansa u ekstraktu, a rezultat se izrazava

kao ekvivalent, pM Fe?*.
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Na identi¢an nacin prirediti i realne uzorke, gdje se umjesto galne kiseline dodaje

ekstrakt. Nakon isteka 2 sata izmjeriti apsorbanciju pri 765 nm prema vodi u kivetama §irine

1cm.

0.8

0.6

Apsorbancija

04 F

A=10,99365 = ¢+ 0,00203
R*= 09998

02 r

0.0 . . . ,
0,0 0.2 04 0,6 0,8 1,0

Koncentracija FeSQ, , mM

Slika 18 Krivulja umjeravanja za standardnu otopinu FeSO4
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Optimiranje parametara mikrovalne ekstrakcije - Cimbenici

3.1.1. Izbor otapala - Priroda i volumen otapala

Kako se za ekstrakciju ve¢inom koristi osuSeni biljni materijal, u stanicama biljaka
ostaju sitni mikroskopski tragovi vlage, koji su upravo ,,meta‘ grijanja pomocu mikrovalova.
Voda unutar stanice pod utjecajem MW stvara pritisak na stjenke stanice, dovodi do istezanja
i kona¢nog pucanja stjenke. Pora na stanici omogucava ulazak otapalu i ispiranje bioaktivnih
tvari iz biljnog ili drugog materijala. Visa temperatura postignuta mikrovalnim zracenjem
moze hidrolizirati eterske veze u celulozi, koja je glavna sastavni dio stani¢ne stjenke biljaka
1 moze se pretvoriti u topljive frakcije unutar 1 do 2 min. Paralelno se smanjuje mehanicka

gvrstoéa i olaksava pristup otapalu spojevima unutar stanice.?®

Ucinak mikrovalova jako ovisi o dielektri¢noj konstanti otapala i 0 ¢vrstoj biljnoj
matrici. Bitan faktor je i sposobnost apsorbiranja mikrovalne energije. S te strane vazno je
znati i $to nam je ciljana bioaktivna vrsta i njene karakteristike, je li termostabilna i kakva joj
je topljivost. Izbor otapala s nizom temperaturom vreliSta je svakako potreban za

termolabilne komponente koji e sprijeciti njihovu degradaciju. 22 2 30. 31

Ispravan izbor otapala je temeljan za optimalan proces ekstrakcije. Po mogucénosti
otapalo treba imati visoku selektivnost prema analitu od interesa, isklju¢uju¢i nezeljene
komponente matrice. Ovo je posebno vazno u ekstrakceiji pesticida i organskih polutanata iz
uzorka tla. Jo$ jedan vazan aspekt je kompatibilnost otapala za ekstrakciju s daljnjim

analiti¢kim koracima.

MVE se moze izvesti s istim otapalom koje se koristi za konvencionalne ekstrakcije.
Medutim, optimalna ekstrakcija za MVE ne moze se uvijek provesti s konvencionalnim
otapalima kao §to su voda, etanol i metanol. Potrebno je sagledati dielektri¢nu konstantu i
sposobnost apsorpcije mikrovalova otapala. Heksan na primjer ima vrlo nisku sposobnost

apsorpcije mikrovalova, kazemo da je “proziran® za mikrovalove, ne zagrijava se pod
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utjecajem MW, dok etanol ima dobru sposobnost apsorpcije mikrovalova i stoga se brze

zagrijava i moze poboljsati proces ekstrakcije.

Radi poboljsanja svojstava 1 optimiranja Cesto se mijesaju otapala do idealnih
karakteristika. Utvrdeno je da ¢e sastav otapala s niskom apsorpcijom mikrovalova proizvesti
optimalne rezultate. Etanol je relativno dobar apsorber (¢’ = 25,7) mikrovalne energije, ali
nije dobro ekstrakcijsko otapalo za npr. solanesol (bijela, vostana krutina), a heksan je a
dobro otapalo za ekstrakciju, ali nije dobar apsorber mikrovalova energije (¢’ = 2,0). Stoga
su pomijesSani etanol i heksan u razli¢itim omjerima ponekada idealna kombinacija za
ekstrakciju. Stvaranje topline u uzorku mikrovalnim poljem zahtijeva prisutnost
dielektricnog spoja, a oslobadanje topline opaza se samo ako uzorak ima dielektri¢ne gubitke
ili gubitke provodljivosti pod mikrovalnim zrac¢enjem. Ova sposobnost otapala da apsorbira
mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu djelomiéno ¢e ovisiti o faktoru disipacije (tan, 9).
Faktor disipacije dali su Kingston i Jassie.®? Sto je veéi faktor disipacije, to ¢e biti veéa

toplinska energija.
tano=¢/¢

gdje je ¢ dielektricna konstanta, koja izraZzava sposobnost molekule da se polarizira
elektricnim poljem, a €’ je faktor dielektricnih gubitaka, koji izrazava ucinkovitost
transformacije elektromagnetske energije u toplinu. Polarna otapala kao §to je voda imaju
velike dielektricne gubitke. Na njihov stalni dipolni moment utjecat ¢e mikrovalovi koji su
bili snazno apsorbirani. Nepolarna otapala se ne¢e zagrijati kada su izloZena mikrovalovima

i kazemo da su prozirna za mikrovalove.

Dielektri¢ne konstante uobicajenih otapala sazete su u sljedecoj tablici.

Dielektri¢na konstanta | Tan ¢, uCinkovitost grijanja Dielektri¢ni
Dobar apsorber mikrovalovima gubitak
Voda 80,4 0,123 9,889
Etanol 24,3 0,941 22,866
Heksan 1,9 0,020 0,038

3.1.2. Volumen otapala
Volumen otapala mora biti dovoljan da osigura da je matrica biljke uvijek u cijelosti

uronjena u otapalo tijekom ekstrakcije. Opcenito, veé¢i omjer volumena otapala i Cvrste
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matrice moze biti u€inkovit u konvencionalnim metodama ekstrakcije. Medutim, kod MVE
veéi omjer moze dovesti do nizih prinosa, Sto moze biti posljedica neadekvatnog mijesanja
otapala. Ne postoji isklju¢ivo pravilo, nego je ovo parametar koji je za svaku vrstu potrebno
optimirati. Za flavonoide je npr 50:1 (ml otapala/g suhe tvari). pogodan za postizanje visokog
prinosa flavonoida iz suSene stani¢ne kulture. Ti omjeri mogu biti vrlo razliciti 1 kretati se od
10:1 pa do 100:1 (ml otapala/g suhe tvari).*®

Ucinkovitost grijanja otapala mikrovalovima takoder treba uzeti u obzir znajuci da ¢e
isparavanje otapala (gubitak) ovisiti o brzini zagrijavanja. Stoga je optimizacija ovog
parametra od primarne vaznosti kod MVE.

U radu je volumen otapala bio odreden aparaturom. Ekstrakcija iz 200 ml je
optimalna koli¢ina otapala za tikvicu. Aparatura je sloZena s povratnim hladilom i prikljucena
na dovod vode radi hladenja ¢ime je SprijeCen gubitak otapala. Predgrijanje 2 minuta i

vrijeme zagrijavanja maksimalno 20 min osiguravaju maksimalnu uéinkovitost.

3.1.3. Vrijeme ekstrakcije

Kao i kod drugih tehnika ekstrakcije, vrijeme je jos jedan parametar ¢iji utjecaj treba
uzeti u obzir. Opcenito, povecanjem vremena ekstrakcije, koli¢ina ekstrahiranih bioaktivnih
tvari je povecana, iako postoji rizik da dode do degradacije. Najcesce vrijeme ekstrakcije
suhih biljnih materijala je 5-20 minuta. Vrijeme ovisi o otapalu, ali i o ciljanoj vrsti koju
zelimo estrahirati. Za neke slucajeve dovoljno vrijeme MVE je 30 s. Otapala poput vode,
etanola i metanola se mogu jako zagrijati pri duzem izlaganju, ¢ime se riskira stabilnost
termolabilnih sastojaka. Povecano vrijeme ekstrakcije moze dovesti do toplinske degradacije
sastojaka. 1z tog razloga je obavezan korak u MVE optimiranje vremena ekstrakcije. Vrijeme
ekstrakcije moze ovisiti 1 o dijelovima 1 veli¢ini suhog uzorka. Preporucena veli¢ina
materijala je 0,11-2 mm za suhi list ili usitnjeni prah kada je to moguce. Drvenasti dio biljke,
list i cvijet zahtijevaju svaki razligito vrijeme ekstrakcije.?® Jedan od primjera je vrijeme

ekstrakcije za polifenole i kofein do 4 minute u smjesi etanol/voda.

U radu je ispitan utjecaj vremena ekstrakcije 1, 2, 5, 10 i 20 minuta uz primjenu

razli¢ite snage mikrovalova i uz konstantne parametre kako je prikazano na slici 19.
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Slika 19 Optimiranje vremena ekstrakcije.

Namece se zakljucak kako dulje vrijeme ekstrakcije i viSa snaga ne pogoduje ovom
materijalu, je apsorbancija opada. Uzrok je najvjerojatnije pucanje veza u bioaktivnim
spojevima, odnosno toplinska degradacija uzorka. Na ovaj nacdin eliminirali smo dugo

vrijeme za ekstrakciju, a vremena 2, 5, 1 10 minuta su dodatno istrazena za sve uzorke.
3.1.4. Mikrovalna snaga

Mikrovalna snaga i vrijeme izlaganja mikrovalovima, odnosno vrijeme ekstrakcije
dva su vazna faktora, koji u velikoj mjeri utjeCu jedni na druge. Kombinacija niske ili
umjerene snage mikrovalova uz produljeno vrijeme ekstrakcije je optimalan izbor kada u
pitanju imamo spojeve sklone degradaciji. Velika snaga s produljenim vremenom ekstrakcije
uvijek ukljucuje rizik od toplinske degradacije. Opcenito, u¢inkovitost ekstrakcije poboljSana
je podizanjem snage mikrovalova. Snaga mikrovalnog uredaja moze biti vrlo raznolika, od
konvencionalne kué¢ne mikrovalne pe¢nice (30-270 W) pa do modernih mikrovalnih reaktora
(30-1250 W). Koristena snaga uz kratko vrijeme izlaganja ovisi i 0 samom otapalu, a ne samo
0 biljnoj vrsti. Kod osjetljivih dijelova biljke, poput cvijeta, dolazi do brzog pucanja stani¢ne
stjenke na viSoj temperaturi i uz ve¢u snagu, a kao rezultat zajedno sa zeljenim analitima

ispiru se i nezeljene komponente u otapalo. Na niskim razinama snage pucanje stjenke se
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odvija postupno, $to omogucuje selektivno estrahiranje. Stoga, snaga mora biti pravilno

odabrana kako bi se izbjegla degradacija bioaktivnih spojeva.?’

U radu je snaga optimirana samo za srednje vrijeme ekstrakcije, 5 minuta, te s tri
temperature. Rezultati su prikazani na slici 20. Mozemo zakljuciti kako zaista visoka snaga
¢ak i u tako kratkom vremenu za sve tri temperature dovodi do znatne degradacije matrice,
dok niska snaga za uzorak ruzmarina nema veci utjecaj bez obzira na temperaturu. Najveca
apsorbancija je postignuta pri 100 °C. Primjenom snage 600 W eliminiramo moguénost
degradacije, dok je vrijednost apsorbancije dovoljno visoka, ¢ak i pri temperaturi vrenja

vode.

4.0

—o— 100°C
—e— 30°C

3.3

Apsorbancija
(O8]
(e

2.5 f
Usitnjeni materijal
2 gu 200 ml
5 minuta

2 0 1 1 1 1 1

‘200 400 600 800 1000 1200 1400
Snaga / W

Slika 20 Optimiranje snage ekstrakcije.

3.1.5. Karakteristike matrice

Velicina Cestica biljke 1 stanje u kojem se nalazi moZe imati znacajan ucinak na
ekstrakciju spojeva. Veli¢ine Cestica ekstrahiranih materijala opéenito su u rasponu od 100
pm do 5 mm. Fini prah moze poboljsati ekstrakciju radi vece povrsine, sto omogucuje bolji

kontakt izmedu matrice biljke i otapala. Takoder, finije Cestice omogucit ¢e efikasnije
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djelovanje mikrovalova, odnosno dublji prodor. Jedan od nedostataka povezanih s
ekstrakcijom iz finih prahova je tesko¢a odvajanja matrice od otapala nakon mikrovalnog
zraCenje. Stoga se primjenjuje centrifugiranje ili filtracija kako bi se izbjeglo dobivanje
mutnog uzorka ekstrakta ili zaostatak matrice u ekstraktu. S druge strane, ta postobrada u
kona¢nim ekstraktima moze dati netoCan rezultat, uslijed izloZenosti vanjskim ¢imbenicima
ili duljeg zadrzavanja matrice u ekstraktu. Jedna od mogucnosti izbjegavanja ovakvog
scenarija je prethodno namakanje praskastog uzorka u otapalo, kako bi se povecala vlaznost
uzorka i dovelo prah u stanje bubrenja. Taj se fenomen naziva izvlaCenje predispiranjem.
Vrijeme prethodnog ispiranja na sobnoj temperaturi prije MVE prosje¢no je 2 minute, dok je
maksimalno 45 minuta, ovisno o dijelu biljke koji se estrahira.?°

Za optimiranje karakteristika matrice odabrana su dva uzorka, neusitnjeni i usitnjeni
ruzmarin. Rezultati provedeni s prahom ruzmarina dali su mutne ekstrakte, nepogodne za
spektrofotometrijska mjerenja. Rezultati su prikazani na slici 21. Mozemo zakljuciti kako je
nesto bolje rezultate dao usitnjeni ruzmarin. Koli¢ina uzorka od 2 g na 200 ml takoder je

nakon 5 minuta dala vrlo visoke vrijednosti apsorbancije za neusitnjeni i usitnjeni ruzmarin.

3.0

—@&— Neusitnjeni ruzmarin
2.5  —e— Usitnjeni ruZzmarin

20

Apsorbancija
o

1.0 +
05 ¢ 2 gu200ml
5 minuta
400 W
0.0 ' ‘
60 70 80 90 100 110

Temperatura / °C

Slika 21 Optimiranje karakteristika matrice — prosje¢na veli¢ina listi¢a ruzmarina.
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3.1.6. Temperatura

Snaga i temperatura mikrovalnog reaktora medusobno su povezani i potrebno im je
posvetiti posebnu pozornost, osobito pri radu sa sustavom zatvorenih posuda. U zatvorenom
sustavu temperatura moze dose¢i vrijednosti znatno iznad vrenja tocka otapala. Ova povisena
temperatura doista rezultira poboljSanom ucinkovitosti ekstrakcije, jer desorpcija analita s
aktivnih mjesta u matrici se povecava. Osim toga, otapala imaju vecu sposobnost otopiti
analite na viSoj temperaturi, jer povrSinska napetost i viskoznost otapala opadaju s
temperaturom. To dovodi do poboljsanog vlazenje uzorka i prodiranja otapala u matricu.
Povecéanje temperature takoder je povezano s povecéanje tlaka u zatvorenim sustavima, §to
moze povecati rizik rada. Povecana temperatura moze utjecati i na dipolni karakter otapala,
snizava ga, pa tako superkriti¢cna voda (voda na vrlo visokoj temperaturi) poprima neke
karakteristike nepolarnog otapala. Temperatura moze biti u¢inkovito kontrolirana u sustavu

otvorenih posuda pravilnim kombinacije otapala. 2% %

Kako na MVE utje¢u mnogi ¢imbenici i kako su ti ¢imbenici u ozbiljnoj interakciji
jedan s drugim potrebno je usvojiti strategiju statistickog optimiranja radnih uvjeta. U
literaturi postoji vise primjera strategije optimiranja parametra MVE.*® *7 Kao rezultat niza
eksperimenata i statisticke obrade faktora dolazi se putem prikladnog softvera do optimalnih
rezultata. Nije uvijek jasno kako dizajnirati eksperiment kako bi se postigao optimalni u¢inak
ekstrakcije. Neki od statistickih softvera koji se koriste za svrhu optimiranja su
STATGRAHICS, MINITAB, STATGRAPHICS PLUS, DOE softver.

Modeliranje mikrovalne ekstrakcije odnosno dizajn eksperimenta je svakako
najizazovniji dio svake analize. Nakon niza provedenih mjerenja i svih razmatranja izvedeni
su zaklju¢ci o utjecaju parametara na antioksidacijsku aktivnost nakon 5 minuta. Optimiranje
parametara i zakljucci svih koraka su prikazani, a Sheme 1 i 2 predstavljaju korake

optimiranja MVE sa zaklju¢cima.

Izbor otapala - Priroda i volumen otapala - Na osnovu svih navedenih parametara i
pregledom literature® zakljuceno je kako je VODA kao otapalo optimalan izbor. Cilj je
dobivene ekstakte prmijeniti kao dodatke u farmaceutskoj industriji i za njegu koze. Vazno
je i procijeniti njihov sadrzaj koji se unosi kuhanjem hrane u prehrambenoj industriji i kao

nutraceutik. Nutraceutici su prirodni spojevi koji povoljno djeluju na ljudsko zdravlje, npr.
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vitamini C i E, likopen, omega-3 masne kiseline, glukozamin. lzdvajaju se iz hrane ili biljnih
vrsta (npr. iz bora) te dodaju hrani u kojoj se izvorno ne nalaze, a mogu biti i koncentrirani u
obliku praha, kapsula ili tableta.

Volumen otapala - Obzirom na reaktor volumen otapala je takoder odabran 200 ml.

Karakteristike matrice — Odabrana masa biljnog materijala za optimiranje je 2 g.

Suhi biljni materijal - list ruZmarina

l
|

OTAPALO VODA MATRICA Snaga ekstrakeije Vrijeme ekstrakeije
200ml > Snaga: (] Gfre
< Temperatura 60 °C — = PN 400W
B 1 Neusitnjeni materijal / 200 ml N
15-20 mm Temperatura 100 °C 7 ™
200 ml pri temperaturi 6080100 °C < Snaga: ) / 2 minute \
Temperatura 70°C Usitnjeni materijal L s y
1-3 mm
( 200 ml 3 / Snaga: Sninia
. Temperatura80°C_4 =" Usitnjeni materijal 8oo W
1-3 mm >
200 ml <\pri temperaturi 6080100 °C Snaga: 10 minuta
Temperatura 90 °C 1000 W
200 ml Snaga 20 minuta
Temperatura 100 °C 1250W
\"‘w___

Shema 1 Koraci optimiranja
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Suhi biljni materijal - Shema optimiranja parametara

Kao otapalo odabrana voda
200 ml

RuZmarin usitnjen na
razliéite veliéine
20 mm do prah

20 - 10 mm - Neusitnjen usitnjen ruZmarina daje bistru
matricu svijetle boje - losa ekstrakcija NE

1-2 mm - Bolje usitnjen ruzmarina daje bistru matricu

Ispitana snaga mikrovalova
u irokom podrugju:
NiZa snaga uz visoku
temperaturu daje ekstrakte s
visokim udjelom fenola

Ispitano vrijeme ekstrakeije:
1 min - Kratko vrijeme uz T =
100 °C i snagu 600 W
nedovoljno za ekstrakciju

Prah ruZmarina daje zamucenu matricu s visokim udjelom

izoliranih spojeva
NE

Zakljucak:
Nije povoljno ekonomski
Za visoke snage potrebno optimiratl temperaturu
Dolazi do raspada fenola

Ispitana snaga mikrovalova
u irokom podrugju:
ViSa snaga uz visoku
temperaturu daje tamne
ekstrakte s visokim udjelom

fenola NE

uzrokuje raspad fenola i ne

Ispitano vrijeme ekstrakcije:
20 min - Dugo vrijeme uz T
=100 °C i snagu 600 W

doprinosi porastu
apsorbanciie  NE

3

Ispitano vrijeme ekstrakcije:
Srednja vremena Ce
posebno biti ispitana na
svim uzorcima u svrhu
optimiranja

Shema 2 Zakljucci optimiranja.

3.2.Rezultati spektrofotometrijskih mjerenja

3.2.1. Folin-Ciocalteu metoda - odredivanje ukupnih fenola

Prethodno opisana Folin-Ciocalteu metoda sluzi za odredivanje ukupnih fenola.
Dobiveni biljni ekstrakti dodani su umjesto standarda galne kiseline u tikvicu i nakon dva
sata je izmjerena apsorbancija. Na osnovu tri mjerenja nadena je srednja vrijednost
apsorbancije. Svim uzorcima je prethodno odredena apsorbancija bez potpomognute
ekstrakcije mikrovalovima.

Dobiveni rezultati bez primjene mikrovalova u trajanju od 5 minuta prikazani su u
Tablici 8, a dobiveni rezultati uz primjenu MVE u trajanju od 2, 5 i 10 minuta prikazani su u
Tablici 9.

Tablica 8 Sadrzaj ukupnih fenola uzoraka estrahiran klasi¢nim grijanjem uzoraka i odreden
spektrofotometrijskom metodom - VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE.

Uzorak 1 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Srednja
vrijednost
Makarska - MA 5 0,1004 0,1058 0,1047 0,1036
Zadar-ZD 5 0,0957 0,0816 0,0966 0,0913
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Sinj- SI5 0,0883 0,0719 0,0681 0,0761
Milna - MN 5 0,3197 0,3429 0,3336 0,3321
Imotski - IM 5 0,0994 0,0947 0,0999 0,0979
Split-ST5 0,0729 0,0756 0,0757 0,0747
Kastel Kambelovac - KK

5 0,0777 0,0702 0,0701 0,0727

Tablica 9 Sadrzaj ukupnih fenola uzoraka dobivenih MVE i odreden spektrofotometrijskom
metodom - VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE.

Uzorak 1 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Makarska S_r_ednja
vrijednost
MA 2 0,1163 0,1162 0,1161 0,1162 (0,0946)
MA 5 0,2409 0,2408 0,2409 0,2409 (0,0421)
MA 10 0,3291 0,3289 0,3289 0,3290 (0,0316)
Uzorak 2 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Zadar S_ljednja
vrijednost
ZD?2 0,1090 0,1092 0,1091 0,1091 (0,0624)
ZD 5 0,1875 0,1877 0,1879 0,1877 (0,1119)
ZD 10 0,2634 0,2643 0,2634 0,2634 (0,0153)
Uzorak 3 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
sinj Srednja
vrijednost
Sl 2 0,1006 0,1004 0,1006 0,1006 (0,1016)
SI5 0,1566 0,1654 0,1567 0,1566 (0,0453)
SI1 10 0,2458 0,2458 0,2458 0,2458 (0,0070)
Uzorak 4 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Milna Srednja
otok Bra¢ vrijednost
MN 2 0,4006 0,4007 0,4008 0,4007 (0,0249)
MN 5 0,7673 0,7684 0,7672 0,7676 (0,0584)
MN 10 0,9238 0,9235 0,9235 0,9236 (0,0651)
Uzorak 5 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Imotski S.'tEdnJa
vrijednost
IM 2 0,1117 0,1117 0,1118 0,1117 (0,0869)
IM 5 0,1894 0,1893 0,1894 0,1894 (0,0399)
IM 10 0,3005 0,3004 0,3006 0,3005 (0,0416)
| Uzorak 6 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda |
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Split Srednja
Kampus vrijednost
ST?2 0,1172 0,1171 0,1172 0,1172 (0,0256)
ST5 0,1743 0,1739 0,1742 0,1741 (0,0924)
ST 10 0,2476 0,2475 0,2476 0,2476(0,0265)
Uzorak 7 Ukupni fenoli  Folin-Ciocalteu metoda
Kastel Srednja
Kambelovac vrijednost
KK?2 0,0957 0,0957 0,0958 0,0957 (0,0422)
KK 5 0,1614 0,1614 0,1613 0,1613 (0,0473)
KK 10 0,2549 0,2549 0,2549 0,2549 (0,0059)

Odabranim uzorcima je izracunata i antioksidacijska aktivnost prethodno opisanom
FRAP metodom. Praéena je promjena apsorbancije nakon 4 minute i nakon 10 minuta, te su
FRAP vrijednosti o€itane nakon 4 i nakon 10 minuta i prikazane u tablici 10 za uzorke bez

potpomognute ekstrakcije i u Tablici 11 za MVE.

Tablica 10 Antioksidacijska aktivnost uzoraka estrahiran klasi¢énim grijanjem uzoraka i
odreden spektrofotometrijskom metodom - VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBNCIJE.

Ant;Oklf;\';:]izltJSka Antioksidacijska aktivnost
UZORAK . nakon 10 minuta
nakon 4 minute FRAP metoda
FRAP metoda
Srednja vrijednost Srednja vrijednost
Makarska - MA 5 0,6846 0,9686
Zadar - ZD 5 0,4647 0,6496
Sinj- SI5 0,3659 0,4499
Milna - MN 5 0,5149 0,7177
Imotski - IM 5 0,4311 0,5994
Split-ST5 0,4067 0,5514
Kastel Kambelovac - KK
5 0,4026 0,5174

Tablica 11 Antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivena spektrofotometrijskom metodom. -
VRIJEDNOSTI IZMJERENE APSORBANCIJE

Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 1 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Makarska Srednja vrijednost Srednja vrijednost
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MA 2 0,5060 0,5690
MA 5 1,2546 1,4501
MA 10 1,7680 2,0465
Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 2 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Zadar Srednja vrijednost Srednja vrijednost
ZD?2 0,4826 0,5323
ZD5 0,9759 1,1043
ZD 10 1,4667 1,6644
Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 3 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Sinj Srednja vrijednost Srednja vrijednost
SI2 0,3886 0,4304
SI5 0,6801 0,7648
SI10 1,2042 1,4095
Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 4 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
ot(l\)/llcl I]r;faé Srednja vrijednost Srednja vrijednost
MB 2 0,4714 0,5342
MB 5 0,9032 1,2274
MB 10 1,2775 1,8850
Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 5 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Imotski Srednja vrijednost Srednja vrijednost
IM 2 0,4814 0,5302
IM5 0,9052 1,0190
IM 10 1,4528 1,6301
Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 6 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Split Srednja vrijednost Srednja vrijednost
Kampus
ST 2 0,5303 0,5842
STH 0,8541 0,9373
ST 10 1,1884 1,3227
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Antioksidacijska aktivnost Antioksidacijska aktivnost
Uzorak 7 nakon 4 minute nakon 10 minuta
FRAP metoda FRAP metoda
Kaﬁgsetlf)lvac Srednja vrijednost Srednja vrijednost
KK 2 0,4178 0,4485
KK5 0,7560 0,8913
KK 10 1,1424 1,2898

Svi rezultati spektrofotometrijskih mjerenja ispitanih biljnih ekstrakata prikazani su

u tablicama 12 i 13. 1z krivulje umjeravanja za standard galnu kiselinu, odnosno prema
matematickom izrazu za jednadzbu pravca izraCunata je ili oCitana koncentracija fenola u
uzorku. Dobiveni rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (mg GAE /L), budu¢i

da je ona koristena kao standard.

Tablica 12 Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivena
spektrofotometrijskom metodom - REZULTATI

UZORAK Ukupni fenoli | Antioksidacijska | Antioksidacijska
Folin- aktivnost aktivnost
Ciocalteu 4 minute FRAP | 10 minuta FRAP
reagens metoda metoda
mg GAE/L uM Fe?* pM Fe?*
Makarska - MA 5 39,5 686,9 972,7
Zadar -ZD 5 25,8 465,6 651,7
Sinj- SI5 9,0 366,2 450,7
Milna - MN 5 292,5 516,1 720,2
Imotski - IM 5 33,2 431,8 601,2
Split-ST5 75 407,3 552,9
Kastel Kambelovac -KK
5 52 403,1 518,7
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Tablica 13 Sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost uzoraka dobivena
spektrofotometrijskom metodom - REZULTATI

UZORAK Ukupni fenoli Antioksidacijska Antioksidacijska
Folin-Ciocalteu | aktivnost - 4 aktivnost - 10
reagens minute FRAP minuta FRAP
metoda metoda
mg GAE/L uM Fe?* uM Fe?*
Makarska
MA 2 53,4 301,9 365,6
MA 5 191,5 1080,5 1278,3
MA 10 289,1 1576,6 1858,4
Zadar
ZD?2 45,4 268,9 319,2
ZD5 132,6 763,6 893,8
ZD 10 216,5 1254,6 1454,6
Sinj
SI 2 36,1 218,3 260,6
SI5 98,1 508,6 594,3
S110 196,9 1025,7 1233,4
Milna (otok Brac)
MN 2 368,6 273,3 336,8
MN 5 775,0 713,9 1041,9
MN 10 947,8 1088,6 1703,3
Imotski
IM 2 48,4 290,1 339,4
IM5 134,5 716,2 831,3
IM 10 257,6 1263,4 14427
Split (Kampus)
ST?2 54,5 331,0 385,6
ST5 117,5 649,6 733,8
ST 10 198,9 986,8 1122,6
Kastel
Kambelovac
KK 2 30,7 198,6 229,7
KK 5 103,4 532,9 669,8
KK 10 207,0 916,9 1066,1
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Rezultati dobiveni Folin-Ciocalteu metodom pokazali su da uzorak ruzmarina sa
Milne (otok Brac) ekstrahiran mikrovalnom ekstrakcijom pokazuje najveci sadrzaj ukupnih
fenola (947,8 mg GAE/L). Uzorak Makarska pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost
(1576,6 i 1858,4 uM Fe?*). S porastom sadrzaja ukupnih fenola raste i antioksidacijska
aktivnost, Sto ukazuje upravo fenoli daju najvec¢i doprinos antioksidacijskoj aktivnosti za
uzorak Milna, dok kod ostalih uzoraka drugi antioksidansi nefenole strukture imaju veliki
doprinos.

3.3. Usporedba dobivenih rezultata — procjena utjecaja razli¢itih parametara

Uvidom u ukupne rezultate prikazane u tablicama 12 i 13 i na slikama 22 i 23 u obliku
stupcastih dijagrama, primjecuje se povecanje ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti S
povecanjem vremena ekstrakcije. Gledajuci rezultate za uzorke estrahirane samo klasi¢nim
zagrijavanjem, rezultati dokazuju ucinkovitost ekstrakcije potpomognute mikrovalovima.
Naime, sadrzaj ukupnih fenola uzoraka prilikom klasi¢nog grijanja na 100 °C u trajanju od
5 minuta je dva do tri puta manji u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola prilikom ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima uz isto vrijeme. Taj rezultat je nizi i od najnizeg vremena
MVE. Antioksidacijska aktivnost slijedi isti trend.

Ukupni fenoli - USPOREDBA

1000
800
600

400

#5min klasitno ®MVE 2min & MVE 5min & MVE 10 min

Slika 22 Usporedba dobivenih rezultata za ukupne fenole za sve ekstrakte.
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Antioksidacijska aktivnost nakon 10 minuta - USPOREDBA

W

1600 — =
1200
800

400 —

5 min klasitho ®MVE 2min & MVE 5min & MVE 10 min

Slika 23 Usporedba dobivenih rezultata za antioksidacijsku aktivnost za sve ekstrakte.

Iz navedenih rezultata najbolje se moze ocijeniti ucinkovitost ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima, te performanse koristenog uredaja. Potrebno je istaknuti kako
je klasi¢nim grijanjem na 100 °C utroS§ena mnogo veca energija, jer je snaga kuhala priblizno
1500 W, a postignuta je mnogo manja ucéinkovitost. Primjenom mikrovalova uz nizu
temperaturu ekstrakcije, nizu snagu postignuta je ve¢a ucinkovitost. MVE ukljucujuéi brze
grijanje, bolji energetski ucinak (nema gubitaka otapala i topline), smanjuje vrijeme
zagrijavanja, omogucuje preciznu kontrolu procesa i sigurniji proces, pa mozemo zakljuciti

kako je i ekonomski znatno povoljnija.3® 4

Rezultati ekstrakcije ukupnih fenola F-C optimiranom MVE-metodom pokazuju
trend povecanja koncentracije ukupnih fenola s povecanjem vremena ekstrakcije, $to znaci
da dulje vrijeme ekstrakcije omogucava vecu ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog
materijala. Primjerice, uzorci s najduzim vremenom ekstrakcije, poput Milne (otok Brac) i

Makarske, pokazuju najvise koncentracije ukupnih fenola, redom 947,8 i 289,1 mg GAE/L.

Nadalje, analiziraju¢i podatke, uocava se da uzorci Makarske pokazuju visoke
koncentracije ukupnih fenola i najve¢u antioksidacijsku aktivnost u usporedbi uzorcima s
ostalih lokacija. Sli¢no se moze reci i za uzorak Milna (otok Bra¢). Razlog tomu mozda lezi

u geografskim i mikroklimatskim obiljezjima terena i uvjeta u kojima je ovaj ruzmarin rastao.
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Uzorci Split (Kampus) i Sinj pokazuju nesto nize vrijednosti ukupnih fenola. Naime,
neposredna blizina mora i viSesatna izlozenost suncu najvjerojatnije doprinose poveéanju
udjela bioaktivnih vrsta u ruzmarinu. Time se moze zaklju¢iti kako su blizina mora i sun¢eva
svjetlost najvazniji ¢imbenici za visoku antioksidacijsku aktivnost ruzmarina. Stoga ne ¢udi

I podatak s pocetka ovog rada o podrijetlu imena, ruzmarin, rossamaris, $to na latinskom

jeziku znac¢i morska rosa.
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4. ZAKLJUCCI

Zakljucci rada podijeljeni su u dva dijela: A - zaklju¢ci modeliranja mikrovalne
ekstrakcije i B - zakljucci utjecaja mikrolokacije i uvjeta rasta na sadrzaj ukupnih fenola i

antioksidacijsku aktivnost.

A - Prednosti primjene mikrovalne ekstrakcije su brza, u¢inkovitija, preciznija, sigurnija i
ekonomski povoljnija ekstrakcija u usporedbi s tradicionalnim metodama. Prilikom

optimiranja parametara mikrovalne ekstrakcije ruzmarina, izvedeni su sljede¢i zakljucci:

1. KoriStenje vode kao otapala nudi brojne prednosti, ukljucujuéi visoku ucinkovitost
apsorpcije mikrovalne energije, ekolosku prihvatljivost vode kao otapala, sigurnost,
pristupacnost i uskladenost s mnogim bioaktivnim spojevima §to ¢ini vodu idealnim
otapalom za mnoge primjene u industriji i istrazivanju.

2. Volumen otapala od 200 ml osigurao je potpuno potapanje uzorka i ravhomjerno
zagrijavanje u pripadaju¢em reaktoru, Sto je omogucilo bolji prijenos mikrovalne
energije. Bolja efikasnost je postignuta iz usitnjenih listova ruzmarina.

3. Vrijeme ekstrakcije u velikoj mjeri doprinosi rezultatima $to pokazuje kako dugo vrijeme
ekstrakcije ne pogoduje ispitivanom uzorku. Uzorci s vremenom ekstrakcije 10 minuta,
poput Milne (otok Brac¢) i Makarske, pokazuju najviSe koncentracije ukupnih fenola,
redom 947,81 289,1 mg GAE/L, u odnosu na 2 i 5 minuta.

4. Optimiranjem snage 1 temperature ekstrakcije, izveden je zakljuak kako je najveca
apsorbancija postignuta pri 100 °C i pri snazi 600 W, jer se pri navedenim vrijednostima
eliminira mogu¢nost degradacije, ali su jo$ uvijek vrijednosti apsorbancije dovoljno
visoke, $to rezultira izvanrednim rezultatima.

5. Usitnjeni ruzmarin mase 2g daje najbolje rezultate apsorbancije, koja doseze vrlo visoke
vrijednosti pri 100 C, za razliku od neusitnjenog ruzmarina ili ruzmarina u prahu, uslijed
kojih se kao produkt dobija matrica svijetle boje, odnosno zamuéena matrica.

6. Niza snaga s visokom temperaturom je optimalna kombinacija koja daje ekstrakte s
izrazito visokim sadrzajem fenola. Ukoliko se koristi visoka snaga, potrebno je optimirati
odnosno sniziti temperaturu, jer suprotno rezultira tamnim ekstraktom u kojemu dolazi

do raspada fenola i do ekonomski nepovoljnog procesa.
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B - Zakljucci su izvedeni i na temelju karakteristika okoline rasta pojedinog uzorka ruzmarina

odnosno geografskim i mikroklimatskim obiljezjima na kojima je pojedini ruzmarin rastao:

1. Uzorci Milne (otok Bra¢) i Makarske su rasli uz more ili neposrednu blizu mora, bili su
cjelodnevnoj osuncani, te su bili zalijevani i pokazuju najvise koncentracije ukupnih
fenola, redom 947,8 i 289,1 mg GAE/L. Usporedujuci sa, primjerice, uzorkom Kastel
Kambelovac, koji je rastao takoder u neposrednoj blizini mora, ali nije bio cjelodnevno
osuncan, te nije bio zalijevan ili sa uzorkom Split-Kampus, koji poput uzorka Kastel
Kambelovac je djelomi¢no bio izloZen suncu, ali je bio zalijevan, uoCavaju se nize
vrijednosti ukupnih fenola, redom 207,0 i 198,9 mg GAE/L. Kljucan parametar za
koncentraciju ukupnih fenola u ruzmarinu je prema tome vrijeme izloZenosti suncu i
blizina prometnice.

2. Osim uzorka Milna (otok Bra¢) svi uzorci su rasli uz prometnice. Utjecaj oneCiS¢enja
potvrduje 1 sadrzaj ukupnih fenola, jer je poznato kako su upravo fenolni spojevi klju¢ni
za obranu od oksidacijskog stresa i polutanata kojim je biljka bila izlozena.

3. Uzorak Makarska pokazuje najvisu antioksidacijsku aktivnost (1858,4 uM Fe?* nakon
10 minuta FRAP metode) i to je ujedno uzorak koji je rastao najbliZe moru, to¢nije jedini
uzorak koji je rastao uz more. Uzorak je prilikom rasta bio izlozen sitnim kapljicama
morske vode koje su se nakupljale na listi¢ima biljke uslijed vjetra i valova, te je upravo
to zajedno sa doprinosom sunca i zalijevanjem dalo idealan spoj prirode, koji rezultira
izuzetnom antioksidacijskom aktivnoS¢u. Sukladno tomu, klju€an parametar za

antioksidacijsku aktivnost ruzmarina je blizina mora.

Idealan spoj prirode ne opravdavaju samo dobiveni rezultati, ve¢ i porijeklo imena ruzmarina,
spomenuto jo§ na pocetku rada, lat. Rosmarinus $to znac¢i morska rosa. Ruzmarin, riznica
antioksidanasa i bioloski aktivnih spojeva moze se smatrati darom podneblju Dalmacije,
zbog svojih blagodati 1 Sirokog spektra upotrebe u medicini, kozmetici, aromaterapiji i

kulinarstvu.
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5. POPIS KRATICA I SIMBOLA

ROS - reaktivne kisikove vrste, slobodni kisikovi radikali, Reactive Oxygen Species
RNS - reaktivne dusikove vrste, slobodni dusikovi radikali, Reactive Nytrogen Species
GK - galna kiselina

MVE - mikrovalna ekstrakcija, Microwave Assisted Extraction

SP metoda - spektrofotometrijska metoda

FC - Folin-Ciocalteu metoda
FCR - Folin-Ciocalteu reagens

FRAP - Ferric reducing/Antioxidant power
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