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1. UVOD

U genofondu vaskularne flore juZne Srbije posebnu vrednost predstavljaju ugroZene,
retke i reliktne biljne vrste kao Sto je lovor viSnja (Prunus laurocerasus L. var. serbica Pangic),
koja u asocijaciji Lauroceraso-Fagetum (zajednica bukve sa lovor viSnjom) raste samo na
Ostrozubu i kao reliktna tercijerna fitocenoza ukazuje na proSlost flore GrdeliCke klisure i
klimatske uslove koji su u njoj vladali (Jovanovi¢, 1967). Bukova Suma na planini Ostrozub, u
¢ijem jednom delu je i staniSte lovor viSnje, stavljena je pod zastitu drzave 1950. godine, a vrsta
je kao prirodna retkost u Srbiji zaSti¢ena zakonom i obuhvaéena Akcionim planom o&uvanja
biodiverziteta Srbije (ZiZi¢, 2009).

Prunus laurocerasus L. (lovor viSnja, zeleniCe) je zimzeleni Zbun koji pripada familiji ruza
— Rosaceae sa prirodnim staniStem u Maloj Aziji, Zakavkazju, Kavkazu, Iranu, Peloponezu,
Bugarskoj i Srbiji (Agencija za zastitu Zivotne sredine, 2004; Duke, 1992).

U tradicionalnoj turskoj medicini svi delovi ove biljne vrste od davnina se koriste kod
problema sa digestivnim traktom i disajnim organima (list), u terapiji stomacnih Cireva, digestivnih
smetnji, bronhitisa, ekcema i hemoroida (seme) (Ayaz et al., 1998; Liyana-Pathirana et al., 2006;
Yegilada et al., 1999). Na podrucju svog prirodnog staniSta rasprostranjena je upotreba zrelog
ploda u sveZzem ili osuSenom stanju, u obliku dZzema, marmelade ili likera, kada se pored njegove
nutritivne vrednosti ispoljava hipotenzivno i analgeti¢ko dejstvo (Islam, 2002; Kolayli et al., 2003;
Pieroni, 2000).

Svi delovi biljke sadrZze amigdalin, prunasin i cijanovodonik, od kojih potice karakteristi¢an
miris i aroma (Plants For A Future, 2004), dok su u listu prisutni i glukozidi, tanini, benzaldehid
koji je ujedno i najzastupljenija komponenta etarskog ulja lista i ploda ove biljne vrste (oko 95 %)
(Mchedlidze i Kharebava, 1988). Plod lovor viSnje sadrZi fruktozu, glukozu, sorbitol (Var i Ayaz,
2004), manitol, askorbinsku kiselinu (Ayaz, 1997), dijetetska vlakana, neke minerale (Kolayli et
al., 2003; Rodriguez et al., 1992), a najzastupljenije fenolne kiseline su benzoeva, kafena i
vanilinska (Ayaz, 2001). Seme lovor viSnje sadrzi oko 40 % ulja (Alasalvar et al., 2006) koje
uglavnom sadrZi oleinsku i linolnu kiselinu (Alasalvar et al., 2006; Ayaz et al., 1995; Erciyes et al.,
2006).

Kao tercijerni relikt, lovor viSnja na jugu Srbije (planina Ostrozub) predstavlja posebnu
taksonomsku kategoriju, pa je uzimajuéi u obzir njena lekovita svojstva, nau¢ni i dekorativni
znaCaj, neophodno primeniti adekvatne mere =zaStite i izvrSiti karakterizaciju bioaktivnih
komponenti koje ulaze u njen sastav.

Bioaktivni proizvodi prirodnog porekla, kao Sto su ekstrakti, masna, etarska ulja, smole i
biline gume, nalaze Siroku primenu u medicini, prehrambenoj, farmaceutskoj i hemijskoj industriji
(Huie, 2002; Stankovi¢, 2002), a zbog njihove sve vec¢e mogucnosti primene poslednjih godina

fitohemijska ispitivanja nalaze se na vrhu aktuelnosti nauénih istrazivanja. U cilju dobijanja Sto
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veceg prinosa bioaktivnih proizvoda, skracivanja vremena i poboljSanja ekonomi¢nosti procesa,
pored tradicionalnih metoda dobijanja, sve viSe se koriste hekonvencionalne tehnike ekstrakcije,
kao Sto su: super- i sub-kriti€na ekstrakcija (Camel, 2001; Reverchon, 1997; Skala et al., 2002),
vrtlozna (turbo) ekstrakcija (Vinatoru, 2001) ili ekstrakcija pod dejstvom elektricne energije
(Belaya et al. 2006; Stankiewicz, 2006), mikrotalasa (Chou et al., 2009; Hayes, 2002; Jones et
al., 2002) i ultrazvuka (Stanisavljevi¢ et al., 2007, 2008; Velickovi¢ et al., 2006).

Mikrotalasna ekstrakcija je tehnika ekstrakcije c&ija primena u laboratorijskim i
industrijskim uslovima ima za cilj skraéenje vremena ekstrakcije, manju potroSnju rastvaraca,
poveéanje prinosa, a veoma cCesto i kvaliteta ekstrakta (Cravotto et al., 2008; Eskilsson i
Bjorklund, 2000; Mahesar et al., 2008; Wang i Weller, 2006; Zigoneanu et al., 2008). Upotreba
mikrotalasa u procesima ekstrakcije zashiva se na sposobnosti materije da apsorbuje energiju
mikrotalasa i prevodi je u toplotu, putem dva istovremena mehanizma, jonske provodljivosti i
dipolne rotacije (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Mikrotalasi se ve¢ koriste u procesu ekstrakcije
bioaktivnih materija koje su od interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju, na primer,
polifenola iz aromati¢nog bilja (Proestos i Komaitis, 2008), ploda jabuke (Ai et al., 2006), semena
grozda (Hong et al., 2001) i listova zelenog €aja (Pan et al., 2003), antioksidanata iz pirin¢anih
mekinja (Zigoneanu et al., 2008), hlorogenske kiseline iz pupoljka cveta Lonicera japonica Thunb.
(Zhang et al., 2008), artemisinina iz Artemisia annua (Hao et al., 2002), solanesola iz listova
duvana (Zhou i Liu, 2006) i izoflavona iz soje (Rostagno et al., 2007).

Dobijanje bioaktivnih proizvoda iz biljnih materijala zavisi od mnogo faktora (tehnike
ekstrakcije, prirode biljnog materijala, osobina rastvaraca, temperature, odnosa biljni materijal-
rastvarag, trajanja procesa i stepena usitnjenosti). Pojedinacni i kombinovani uticaj ovih faktora
na efikasnost postupka izolovanja moZe se proceniti statistiCkim metodama. Za pojednostavljen
matematiCki opis i analizu postupka izolacije primenjuju se upro3ceni fizicki modeli, najéeSée
model zasnovan na teoriji filma i nestacionarnoj difuziji u biljnom materijalu. Ovi modeli v& su
uspesno kori&eni za opisivanje procesa kl&ase (Veljkovic i Milenovi¢, 2002) i ultrazvine (Velickovic,
2005) ekstrakcije, dok ne postoje podaci o njihovkani&enju za modelovanje procesa mikrotalasne
ekstrakcije.U literaturi nema podataka o primeni mikrotalasne ekstrakcije za dobijanje bioaktivnih
proizvoda iz lovor visnje (listova, ploda, semena), kinetici i uslovima (vrsta rastvara¢a, odnos biljni
materijal-rastvara¢, snaga mikrotalasa). Takode, nema dostupnih literaturnih podataka o
izolovanju etarskog ulja iz listova lovor viSnje pod dejstvom mikrotalasa, sa i bez prisustva vode,
kao ni o hemijskom sastavu ekstrakata. Detaljna proucavanja tehnika dobijanja bioaktivnih
proizvoda ove biline vrste omogucavaju procenu njenog znaCaja kao potencijalnog izvora
bioaktivnih jedinjenja i prirodnih antioksidanata.

U okviru ovog rada ispitivane su kinetika mikrotalasne ekstrakcije (klasi¢ha ekstrakcija
potpomognuta dejstvom mikrotalasa) lista, ploda i srca koStica lovor viSnje u opsegu shaga

mikrotalasa od 300 do 600 W, rastvara¢ima razli€ite polarnosti (voda, metanol, 2-propanol, n-
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heksan) pri odnosima biljni materijal-rastvara¢ od 1:5 do 1:20 g/cm?®, kao i mehanizam izolovanja
etarskog ulja iz listova lovor visnje postupcima klasi¢ne hidrodestilacije, hidrodestilacije i suve
destilacije pod dejstvom mikrotalasa. Sve destilacije izvedene su na aparaturi po Clevenger-u. Pri
modelovanju kinetike koriS¢eni su poznati koncepti zasnovani na nestacionarnoj difuziji kroz
Cestice hiljnog materijala, teoriji filma i hiperbolnoj jednacini. Sadrzaj ukupnih ekstraktivnih
komponenti i masnog ulja odreden je metodom po Soxhlet-u. Kriterijum za optimizaciju postupka
mikrotalasne ekstrakcije, izbor rastvara¢a i odnosa biljni materijal-rastvara¢, bio je najveci prinos
ekstraktivnih supstanci, a ekstrakti i masna ulja dobijeni pod ovim uslovima na sva tri nivoa snhage
(300, 450 i 600 W) i za sva tri koriS¢ena biljna materijala poredeni su po prinosu i hemijskom
sastavu sa onim dobijenim ekstrakcijom po Soxhlet-u, klasi€nom i indirektnom ultrazvuénom
ekstrakcijom. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i antioksidativhog dejstva odreden je
rutinskim spektrofotometrijskim metodama, a kvalitativni i kvantitativni sastav ekstrakata, masnih i

etarskih ulja odreden je savremenim hromatografskim tehnikama (GC, HPLC).
Ciljevi istrazivanja

» analiza modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji, modela zasnovanog na teoriji filma
i hiperbolne jednacine u cilju definisanja kinetike mikrotalasne ekstrakcije iz razli€itin
delova biljne vrste Prunus laurocerasus,

» izbor optimalnog kineti€kog modela na osnovu jednostavnosti i taénosti simulacije toka
ekstrakcije

» poredenje antioksidativhog dejstva, ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i flavonoida
ekstrakata dobijenih razli¢itim tehnikama ekstrakcije iz lista i ploda lovor viSnje,

» odredivanje sastava dobijenih ekstrakata, masnih i etarskih ulja i

» poredenje mikrotalasne, ultrazvuéne, klasi¢ne ekstrakcije i ekstrakcije po Soxhlet-u, na

oshovu ostvarenih prinosa i hemijskog sastava dobijenih ekstrakata.
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2. Bioaktivni proizvodi biljnog porekla

Bioaktivni proizvodi prirodnog porekla su Ciste hemijske supstance ili slozene smeSe
razli¢itih klasa organskih jedinjenja alifatiche, aromati¢ne, alicikliCne i heterociklicne prirode
nastalih biogenetskim putevima u metaboliCkim procesima, koji nalaze Siroku primenu u
prehrambenoj (korekcija senzornih, vizuelnih i nutritivnih  karkteristika; konzervansi),
farmaceutskoj (fitofarmaceutski preparati; korekcija senzornih i vizuelnih karakteristika; nosaci;
rastvaraci i drugo) i hemijskoj (pigmenti; rastvaraci; prekursori u organskoj i mikrobioloskoj sintezi;

standardne supstance) industriji (Stankovi¢, 2002).

2.1. Ekstrakti

Ekstrakti su ¢vrsti, te€ni ili polucvrsti (meki) koncentrovani preparati, koji se obi¢no
dobijaju iz osu3enih biljnih ili Zivotinjskih droga (Ph. Jug. V, 2002). Ekstrakti se dobijaju
postupkom maceracije ili perkolacije ili nekim drugim prikladnim i validiranim postupkom, pri ¢emu
se kao rastvaral za ekstrakciju koristi etanol ili drugi pogodan rastvara¢. Za izradu nekih
preparata, droga za ekstrakciju se mora prethodno tretirati u cilju inaktivacije enzima, usitnjavanja
ili odmas¢ivanja, dok se posle ekstrakcije, ako je to potrebno, otklanjaju balastne materije (Ph.
Jug. V, 2002). U novije vreme je od izuzetne vaznosti sa proizvodno-tehnoloSkog i farmakoloSkog
aspekta da biljni ekstrakti za medicinsku, kozmetiCku i prehrambenu upotrebu budu
standardizovani, odnosno da imaju konstantni sadrzaj aktivnih principa ili ujednaen sastav sa
minimalnim odstupanjem izmedu pojedina¢nih serija proizvoda. Ovo se moze postici
standardizacijom postupaka ekstrakcije ili standardizacijom ekstrakta (Liu i Wang, 2008; Shan i
Rodgers, 2007). Standardizovani ekstrakti se pode3avaju na tacno odreden sadrzaj jedne
komponente ili na sadrzaje viSe komponenti, pri ¢emu se koristi neka inertha supstanca, ili isti
ekstrakt kao i onaj koji se standardizuje, ali razli¢ite koncentracije (Ph. Jug. V, 2002).

Iz razloga velike bioloSke i fizioloSke aktivnosti, kompleksnosti hemijskog sastava,
sloZenosti biosintetskog puta i metabolizma i sve ve¢e moguénosti primene u raznim oblastima
industrije, biljni ekstrakti, posebno njihova fenolna i flavonoidna jedinjenja, nalaze se ve¢ dugi niz
godina na vrhu aktuelnosti fundamentalnih i primenjenih istrazivanja.

Bilina fenolna jedinjenja su sekundarni metaboliti karakteristi€ne aromati¢ne strukture sa
hidroksilnim supstituentima (Pilas et al., 2002), koji se prema broju fenolnih subjedinica mogu
podeliti na proste fenole (sa jednim fenolnim prstenom) i polifenole (sa dva i viSe fenolna
prstena). Do sada je identifikovano oko 8000 jedinjenja koja pripadaju ovoj kategoriji (Robbins,
2003). Mada je izvestan broj polifenolnih jedinjenja zastupljen i u Zivotinjskom svetu, vecina ih je

biljnog porekla. Njima se pripisuju zastitna uloga i funkcije pigmenata, alelopatskih i antifungalnih
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agenasa (Canadanovié¢-Brunet, 1998). Biljni polifenoli klasifikovani su u petnaest grupa prema
osnovnom delu svog molekula, od kojih su flavonoidi, fenolne kiseline, acetofenoni, derivati
fenilsirCetne kiseline, kumarini, bioflavanili samo neki od njih (Mili¢ et al, 2000). Ova grupa
jedinjenja obuhvata i polimerizovane strukture, kao Sto su: tanini, lignini, katehini i stilbeni (Petti i
Scully, 2009; Tapiero et al., 2002). Najveéu grupu biljnih polifenola €ine flavonoidi (Rice-Evans et
al., 1996) koji su prisutni u vocéu, povréu, cvecu, biljnim plodovima, €aju, crvenom vinu, u
listovima, semenu, kori i cvetovima biljaka (Merken i Beecher, 2000; Rice-Evans et al., 1996). Do
sada je poznato oko 10000 razli€itih flavonoida (Tahara, 2007). Ova grupa jedinjenja obuhvata
flavonole (kvercetin i kamferol, najprisutniji u hrani), flavone, izoflavone, flavanone, antocijanine,
(biljni pigmenti od kojih poti€e boja i miris vecine biljaka) i flavanole (katehini — monomeri i
proantocijanidini — polimeri, poznati kao kondenzovani tanini) ¢alkone i aurone, pri ¢emu se
najéesce u prirodi javljaju u obliku glikozida (Cook i Samman, 1996; March i Brodbelt, 2008; Petti
i Scully, 2009).

Biosinteza fenolnih jedinjenja u biljnom svetu vezana je za transformaciju Sikimata, preko
biosintetskog puta Sikimske kiseline ili za transformaciju B-poliketo lanaca, dobijenog acil-
polimalonatnim putem. Fenolna i polifenolna jedinjenja u biljpom materijalu javljaju se u
slobodnom obliku, mada se mnogo ¢eSce javljaju u obliku svojih derivata. NajéeS¢i su O-glikozidi
flavonoida, posebno antocijanidini, O-metil i metilen-dioksi derivati polifenola, kao i sulfati
flavonoida (Canadanovié-Brunet, 1998). Biosinteza flavonoida odvia se kroz deo
fenilpropanoidnog biosintetskog puta kroz koji nastaju i drugi sekundarni metaboliti, kao Sto su
fenolne kiseline, lignini, lignani i stilbeni, pri ¢emu su klju€ni prekursori fenilalanin (dobijen iz
Sikimatnog i arogenatnog biosintetskog puta) i malonil-CoA (izveden iz citrata dobijenog u
Krebsovom ciklusu). Za vecinu flavonoidnih biosintetskih enzima okarakterisanih do danas
smatra se da funkcioniSu u okviru enzimskih kompleksa smestenih u citosolu. Krajnji flavonoidni
proizvodi se transportuju do razli¢itih subcelijskih i ekstraéelijskih lokacija, dok se flavonoidi
zaduZeni za pigmentaciju transportuju do vakuola (Davies i Schwinn, 2006).

Osnovni strukturni skelet flavonoida €ini petnaest atoma ugljenika (Cs—C3—Cg) 0od kojih
devet pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom
C, benzo-1-piran-4-hinon), sa atomom kiseonika kao heteroatomom. Fenil grupe oznaCavaju se
kao prstenovi A i B, dok se srediSnji heterocikliéni prsten oznatava kao prsten C (slika 2.1)
(Marais et al., 2006).

Slika 2.1 Strukturna formula flavonoidnih jedinjenja
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Flavonoidna jedinjenja, se u zavisnosti mesta vezivanja prstena B za benzopiranski
prsten, mogu podeliti na tri klase: vezivanje na poziciji dva - flavonoidi u uzem smislu (2-
fenilbenzopirani), na poziciji tri - izoflavonoidi (3-benzopirani) i na poziciji Cetiri neoflavonoidi (4-
benzopirani) (Marais et al., 2006). Prema broju vezanih flavonoidnih jedinica sva flavonoidna
jedinjenja dele se na monoflavone, bi-, tri-, tetra-, penta- i heksaflavone, dok se prema tome da li
imaju vezanu Seéernu komponentu dele na aglikone, one koji nemaju, i monoglikozilovane, di-,
tri-, itd. koji imaju vezanu jednu, dve, tri ili viSe Secernih komponenti (Davies i Schwinn, 2006).
Takode, u zavisnosti od stepena oksidacije centralnog prstena C flavonoidi se mogu podeliti na
viSe, strukturno razliitih, klasa jedinjenja (Tapiero et al., 2002). Strukturna raznolikost flavonoida
rezultat je brojnih modifikacija osnovne skeletne strukture koje su uslovljene reakcijama
hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanja neorganskog
sulfata i glikolizacijom hidroksilnih grupa (O-glikozidi) ili flavonoidnog jezgra (C-glikozidi) (Mimica-
Duki¢, 1992).

Biljni polifenoli, od onih prostih do vrlo slozenih molekula, predstavljaju vrlo zna€ajnu
grupu prirodnih jedinjenja, prevashodno sa medicinskog i nutritivnog aspekta, jer su izuzetni
agensi za regulaciju metaboli¢kog sindroma i nivoa krvnog pritiska (Stevenson i Hurst, 2007), sa
preventivnom ulogom kod kancerogenih, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljenja
(Bracke et al., 2008; Mili¢ et al., 2000; Nichenametla et al., 2006; Scalbert et al., 2005; Stevenson
i Hurst, 2007), vrlo znacajnih osobina kao “hvataci” (,skevindZeri" - eng. scavengers) slobodno-
radikalnih vrsta, posebno hidroksi, peroksi- i sli¢nih oksi-slobodnih radikala (Mili¢ et al., 2000).
Takode, dokazana je njihova antiviralna aktivnost (Naithani et al., 2008) i preventivha uloga kod
osteoporoze i Secerne bolesti (Scalbert et al., 2005). Zna€ajna je njihova uloga u prehrambenoj
industriji za poboljSanje organoleptiCkih osobina i oCuvanje bioloSke vrednosti hrane, u toku
tehnoloskih postupaka i skladistenja (Canadanovi¢-Brunet, 1998). Neka polifenolna jedinjenja
(tanini) koriste se za taloZzenje albumina, Zelatina i drugih proteina iz vodenog rastvora,
zahvaljujuéi njihovom vezivanju za hidrofobnu povrSinu peptida pri ¢emu se formira polifenol-
peptidni kompleks (Charlton et al., 2002; Zhu et al., 1997). Flavonoidna jedinjenja, pored uloge
koju imaju kao biljni pigmenti, u biljnim sistemima imaju ulogu i u zastiti od UV zra€enja i
slobodnih radikala, modulaciji aktivnosti enzima, alelopatiji, priviaenju i odbijanju insekata, zastiti
od virusa, bakterija i gljiva, Kklijanja polena i druge (Cook i Samman, 1996; Davies i Schwinn,
2006; Pourcel et al., 2006). Dobro su poznata i potvrdena antialergijska, antihipertenzivna,
antimikrobna, antiinflamatorna, antimutagena, antikancerogena, anti-HIV i antivirusna aktivnost
flavonoida, kao i pozitivni efekti u terapiji dijabetesa, astme, gastrointestinalnih, reumatskih i
sr¢anih oboljenja (Di Carlo et al., 1999; Garcia-Lafuente et al., 2009; Havsteen, 2002; Merken i
Beecher, 2000). Zastitna uloga flavonoida u bioloSkim sistemima pripisuje se njihovoj sposobnosti

,hvatanja” elektrona slobodnog radikala, helatiranja dvovalentnih katjona (Fe*, cu*, zn* i Mg®"),
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aktiviranja antioksidacionih enzima i inhibiranja oksidaza (Cook i Samman, 1996; Pourcel et al.,
2006).

Uprkos Sirokoj rasprostranjenosti i lekovitim osobinama polifenolnih jedinjenja, ozbiljnije
prouc¢avanje njihovih antioksidativnih i lekovitih dejstava poc€inje tek sredinom devedesetih godina
proSlog veka (Scalbert et al., 2005). Utvrdeno je da polifenolna, kao i mnoga druga bioaktivna
jedinjenja koja ulaze u sastav prirodnih bioaktivnih proizvoda, pokazuju antioksidativhu aktivnost,
odnosno da njihovi molekuli, prisutni u malim koli€inama znacajno inhibiraju ili u potpunosti
sprec€avaju oksidaciju lipida, proteina, ugljenih hidrata i DNK (Moon i Shibamoto, 2009; Halliwell i
Whiteman, 2004).

U procesima oksidacije tokom normalnog aerobnog metabolizma nastaju slobodni
radikali koji u€estvuju u mnogim vaznim biohemijskim reakcijama. Medutim, problem nastaje
kada pri primopredaji elektrona u redoks reakcijama dode do hiperprodukcije radikalskih vrsta
koje nemaju potpuno sparene elektrone. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i
neselektivne reaktivnosti. Slobodni radikali nastaju: termolizom, elektromagnetnom radijacijom,
redoks reakcijama, enzimskim procesima i hemijskim procesima i obuhvataju reaktivne
kiseoniéne vrste (ROS - Reactive Oxygen Species), kao $to su superoksidni anjon (O,-),
hidroksil (HO"), hidroperoksil (HO,"), peroksil (RO,"), alkoksil (RO") radikal, reaktivne azotne vrste
gde spadaju azotoksidni (NO") i azotdioksidni (NO,) radikal, a ne tako retko, nespareni elektron
mogu imati i atomi halogena (CI'), alkalnih metala (Na') ili neki joni metala (Cu*, Fe®*"). U Zivim
organizmima postoje i neradikalske reaktivne vrste kao 3to su singletni kiseonik (*O,), vodonik
peroksid (H,0,), ozon (Os), hipohlorna (HOCI) i hipobromna (HOBr) kiselina i mnogi drugi
(Halliwell i Whiteman, 2004; Pietta, 2000).

Reaktivne kiseonitne vrste ucestvuju u stvaranju celijske energije, fagocitozi, regulaciji
rasta celije, unutar éelijskom signalizovanju i sintezi bioloSki vaznih jedinjenja (Pietta, 2000), ali
mogu biti veoma Stetne poSto mogu dovesti do oStecenja ¢elijskih membrana, vitalnih ¢elijskih
komponenti ili genetskog materijala u nukleusu, kao i do inaktivacije enzima, Sto vodi do mnogih
patoloskih promena u ljudskom organizmu (Pilas et al.,, 2002), kao Sto su degenerativne i
autoimune bolesti, dijabetes, karcinom, multipla skleroza, artritis, arterioskleroza, moZdana
disfunkcija i druge (Moon i Shibamoto, 2009; Pietta, 2000; Tsao i Deng, 2004).

Zivi aerobni organizmi poseduju endogeni antioksidantni potencijal, skup antioksidanata
koje proizvodi sam organizam da bi se zastitio od stvaranja slobodnih radikala. Ovaj vid zastite
¢ine enzimi: selen glutation peroksidaza, katalaza i superoksid dizmutaza koji metaboliSu
hidrogen peroksid, lipidne perokside i superokside spre¢avajuci nastanak toksi¢nog HO" radikala.
Dok drugi vid zastite, neenzimatska odbrana, ¢ine: glutation, histidin-peptidi, proteini sa vezanim
gvozdem - transferin i feritin, dihidrolipoinska kiselina, redukovani koenzim Q,q, melatonin, urati,
tioli (proteini plazme), Cije se dejstvo zasniva na ,hvatanju” ve¢ stvorenih slobodnih radikala i

spre€avanju propagacije lanca. Ove razliite odbrane su komplementarne medusobno posto
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reaguju sa razli¢itim vrstama i u razli¢itim delovima ¢elije. Antioksidativni sistem u organizmu ima
i tzv. antioksidante za popravku sposobne da poprave oSteéenja nastala dejstvom slobodnih
radikala - proteaze, lipaze, transferaze i enzime za opravku DNK (Dilas et al., 2002; Pietta, 2000).
Usled nepotpune efikasnosti naSeg endogenog odbrambenog sistema i pri postojanju
nekih spoljnih agenasa i fiziopatoloSkih stanja (dim cigarete, zagadenje vazduha, poja¢ano UV
zraCenje, neki zapaljenski procesi, ishemija, stres, itd.) u kojima su reaktivne radikalske vrste
proizvedene u viSku i u pogreSno vreme na pogreShom mestu, neophodni su dodatni
antioksidanti (egzogeni antioksidanti tj. oni koje treba uneti hranom) da bi smanijili kumulativni
efekat oksidativne Stete za vrlo kratko vreme (Ichihashi et al., 2003; Pietta, 2000).
Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da (Canadanovi¢-Brunet,
1998):
« deluju kao ,hvataci" slobodnih radikala ili donori elektrona i H-atoma;
e stvaraju komplekse sa jonima metala, spre€avajuéi njihovu Kkataliticku funkciju u
procesima razgradnije lipidnih hidro-peroksida i nastanku slobodnih radikala;
« razgraduju hidro-perokside lipida, transformiSuci ih u neradikalske vrste;
« spreCavaju dejstvo singletnih oblika kiseonika;
« inhibiraju neke enzime;
 pokazuju sinergisti¢ke efekte;

« redukuju neka jedinjenja.

Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja uglavnom se zasniva na njihovim oksido-
redukcionim osobinama, sposobnoS¢u neutralisanja slobodnih radikala doniranjem vodonikovog
atoma ili elektrona, heliranja metalnih jona u vodenim rastvorima, kao i u guSenju procesa
formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Petti i Scully, 2009; Khknen et al., 1999). Smatra se da
antioksidativna aktivnost fenola zavisi od njihove strukture, od pozicije vodoni¢nog jona u
njihovom molekulu (Es-Safi et al., 2007), kao i sposobnosti da budu donori vodoniénog jona,

nakon ¢ega nastaju manje reaktivni fenoksil radikali:
Ph-OH + ROO" — Ph-O" + ROOH

Relativno velika stabilnost fenoksil radikala se objaSnjava delokalizacijom elektrona, uz

postojanje viSe rezonantnih formi (slika 2.2) (MiSan, 2009).

: Té"’é”&"é

H

Slika 2.2 Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala
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Zbog svoje specifiCne strukture flavonoidi su izuzetni prirodni antioksidanti. Prisustvo
flavonoida dovodi do suzbijanja nastanka reaktivnih kiseoni¢nih vrsta inhibicijom enzima ili
helatizacijom metala u tragovima koji u€estvuju u stvaranju slobodnih radikala. Flavonoidi
uCestvuju i u regulaciji i zastiti antioksidativnih odbrana, a njihovo prisustvo dovodi i do prekidanja
slobodno-radikalskih reakcija. Antioksidativna aktivnost flavonoida i njihovih metabolita in vitro
uslovljena je vrstom, brojem i rasporedom funkcionalnih grupa u strukturi (Pietta, 2000; Rice-
Evans et al., 1996). Tako, na primer, kapacitet za ,hvatanje“ slobodnih radikala prvenstveno se

pripisuje velikoj reaktivnosti OH grupa u reakciji:

FI-OH + R* — FI-O" + RH

Hidroksilne grupe predaju vodonikov atom radikalima, a flavonoidi prelaze u slobodne
radikale, rezonantno stabilizovane, koji nemaju dovoljno energije da pokrenu lan€anu reakciju sa
supstratom (Heim et al., 2002). Razlike u antioksidativhoj aktivnosti, na primer izmedu
polihidroksilovanih i polimetoksilovanih flavonoida, poti€u uglavnom od razlika u hidrofobnosti i
molekulskoj planarnosti, a utvrdeno je i da su aglikonski oblici mnogo snazniji antioksidanti od
njihovih odgovarajuéih glikozida (Heim et al., 2002). Dokazano je da je kvercetin bolji antioksidant
od njegovih O-metilovanih i O-glikozilovanih derivata (Dugas et al., 2000).

Prirodni antioksidanti mogu biti fenolne komponente (flavonoidi, fenolne kiseline,
tokoferoli), azotne komponente (alkaloidi, derivati hlorofila, aminokiseline i amini), karotenoidi ili
askorbinska kiselina (Velioglu et al., 1998), fosfolipidi i steroli (Choe i Min, 2009). Nasuprot
prirodnim, postoje sintetski antioksidanti, od kojih se u prehrambenim proizvodima najeSée
koriste: butilovani hidroksitoluen - BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), butilovani hidroksianizol -
BHA (smeSa izomera 2-terc-butil-4-hidroksianizola i 3-terc-butil-4-hidroksianizola), propilgalat
(PG) i terc-butilhidrohinon (TBHQ). Medutim, u novije vreme sintetski antioksidanti se sve manje
koriste, jer je utvrdeno da su neki od njih toksiéni i kancerogeni, te su sve veci zahtevi usmereni
ka ispitivanju, izolovanju i koriS¢éenju prirodnih antioksidanata (Moure et al., 2001; Velioglu et al.,
1998).

Polifenoli su najzastupljeniji antioksidanti u ishrani i njihov preporu¢eni dnevni unos iznosi
od 20 mg do 1 g/dan, Sto je mnogo vise nego za bilo koju drugu klasu fitonutritijenta (deset puta
viSe nego vitamina C i sto puta viSe nego vitamina E i karotenoida) (Rice-Evans et al., 1996;
Scalbert et al., 2005). Flavonoidna jedinjenja zastupljena su u gotovo svim biljnim vrstama, pri
¢emu su flavonoidi u uzem smislu najrasprostranjeniji. Veoma ¢€esto se flavanoni i flavoni sre¢u
zajedno (citrusne vrste), dok su flavoni i flavonoli, kao i flavanoni i antocijanini kombinacije
flavonoidnih jedinjenja koje se javljaju veoma retko (Rice-Evans et al., 1996). Velika razlika u
preporuc¢enim dnevnim dozama prema razliitim autorima, poti¢e od nedostatka informacija o

njihovoj apsorpciji, kasnijoj distribuciji, metabolizmu i ekskreciji kod ljudi. Na apsorpciju i
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metabolizam polifenola iz hrane primarno uti¢e njihova hemijska struktura, konjugacija sa drugim
fenolima, molekulska masa, rastvorljivost i stepen polimerizacije (Wollgast i Anklam, 2000).

Glavni izvor polifenolnih jedinjenja je vocée, pi¢a dobijena od biljnih materijala (sokovi,
Cajevi, kafa i crvena vina), povrée, Cokolada i mahunaste biljke (Ferrazzano et al., 2009; Scalbert
et al., 2005). Sadrzaj polifenola u biljnom materijalu krece se od nekoliko miligrama do nekoliko
stotina miligrama u 100 g sveZeg biljnog materijala, 3to je u pojedinim slu¢ajevima i do sto puta
viSe od sadrZaja vitamina sa antioksidativnim osobinama u biljnom materijalu (Fukushima et al.,
2009).

2.2. Etarska ulja

Etarska ulja su sloZzene smeSe lako isparljivih komponenti nastalih kao proizvod
sekundarnog metabolizma biljaka koja imaju zastithu (antibakterijsko, antivirusno, antifungalno
dejstvo, odbijanje nezeljenih insekata i biljojeda) i ulogu u opraSivanju (priviatenje insekata koji
raznose polenov prah i seme) (Bakkali et al., 2008). To su teCne, isparljive, bistre i €esto
bezbojne te€nosti, rastvorne u mastima i organskim rastvaraima, gustine manje od vode.
Etarska ulja se u biljnom materijalu nalaze u sekretornim celijama, sekretornim Supljinama,
sekretornim kanalima i Zlezdanim trihomama (Bakkali et al., 2008; Bendahou et al., 2008), a
mogu se sintetisati u svim biljnim delovima (cvet, list, stabljika, seme, plod, kora, koren) kroz neke
od glavnih metaboli¢kih puteva (Bakkali et al., 2008; Smith et al., 2005). Tokom biosintetskog
puta preko Sikiminske kiseline sintetiSu se amino kiseline fenilalanin i tirozin cijim
deaminovanjem, oksidacijom ili redukcijom nastaju vazne aromati¢ne supstance kao Sto su
cimetaldehid i eugenol. Lipoksigenaznom oksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina dobijaju se
niskomolekularni aldehidi (2-heksenal), alkoholi (2,6-nonadienol) i estri karakteristicnog mirisa i
arome. Kroz izoprenoidni biosintetski put nastaju terpeni, najzastupljenija jedinjenja etarskih ulja,
kao Sto su: cikli¢ni terpeni (limonen), alkoholi (mentol), aldehidi (citral), ketoni (karvon), mnoge
kiseline i estri. Neka jedinjenja koja ulaze u sastav etarskih ulja nastaju u peptidnim ili
fotosintetskim putevima biosinteze (Smith et al., 2005). Hemijski sastav etarskih ulja zavisi od
odnosa ovih biosintetskih puteva, dakle od genetskih, ali u mnogome i od ekoloSkih faktora. Biljna
vrsta i podvrsta, lokalitet i vreme ubiranja biljnog materijala, kao i metod izolovanja bitno uti€u na
krajnji sastav etarskog ulja (Smith et al., 2005). Za veéinu komercijalizovanih etarskih ulja
farmakopejske monografije propisuju njihove fizicko-hemijske karakteristike, kvalitativni i
kvantitativni sastav (Smith et al., 2005).

Etarska ulja mogu biti veoma jednostavnog sastava, kao u slu€aju etarskog ulja
karanfilica u Ciji sastav ulaze samo Cetiri komponente: eugenol, 64,3 %; beta-kariofilen, 19,6 %;
eugenol acetat, 13,8 % i humulen, 2,3 % (Meireles, 2008), do veoma sloZzenih kompozicija kada

se u njihovom sastavu moze naci veliki broj komponenti, najéeS¢e terpeni i terpenoidi, ali i
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alkoholi, aldehidi, ketoni, fenoli, laktoni, etri, estri (Smith et al.,, 2005), a ponekad cak i
potencijalno Stetne komponente koje sadrze azot (alkilpirazini i akilmetoksipirazini pronadeni u
etarskom ulju korijandera) (Schnaubelt, 1999). Jedna biljna vrsta moze produkovati viSe razliitih
etarskih ulja, na primer, etarsko ulje korena i semena angelike (Angelica archangelica) ima
potpuno razli¢it sastav, miris i terapeutsko dejstvo (Buckle, 2006).

Dobijanje i koriS¢éenje etarskih ulja potie joS iz starog Egipta, Persije, Gréke i Rima, kada
su upotrebljavana u balsamovanju i konzerviranju hrane zbog svog antimikrobnog dejstva (Burt,
2004), dok se od srednjeg veka koriste i kao lekovi za smirenje, protiv upalnih procesa, kao
spazmolitici, antiparazitici ili lokalni anestetici. Do danasnjih dana, ove karakteristike se nisu bitno
izmenile samo Sto je prou€en njihov sastav i razjaSnjen mehanizam delovanja, pogotovo na
mikroorganizmima (Bakkali et al., 2008). Danas je poznat veliki broj etarskih ulja, od kojih se oko
300 komercijalno koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji, u poljoprivredi,
proizvodniji prirodnih lekova, parfema, konzervanasa i aditiva u prehrambenoj industriji (Bakkali et
al., 2008; Chemat et al., 2007). Etarska ulja koriste se u prevenciji i leCenju kancerogenih i
kardiovaskularnih oboljenja, arterioskleroze, dijabetesa, tromboze (Edris, 2007), a pokazuju i
spazmoliticko, mukoliticko, antiseptic¢ko, antiinflamatorno i antioksidativho dejstvo (Pisseri et al.,
2008). Dokazano je izuzetno antimikrobno dejstvo etarskih ulja na bakterije, kvasce, filamentozne
gljive i viruse, Sto ih &ini posebno vaznim u borbi protiv patogenih mikroorganizama koji su tokom
vemena, zbog Siroke i neopravdane upotrebe postoje¢ih anti-infektivnih agenasa, postali
rezistentni na njih (Burt, 2004; Reichling et al., 2009). Neka etarska ulja pokazuju snazno
analgetsko dejstvo, kao 5to je slucaj ulja korena andelike (Angelicae dahuricae) koje smanjujuci
nivo monoamina, nervnog transmitera, u krvi dovodi do analgezije (Yu et al., 2008). U pojedinim
kozmeti¢kim formulacijama zamenom vesStackih konzervanasa prirodnim agensima, etarskim
uljima i ekstraktima, dobijaju se proizvodi poboljSanih dermo-kozmeti¢kih osobina (Varvaresou et
al., 2009). Neka od cCesto koris¢enih etarskih ulja aromati¢nih biljaka u proizvodima za li¢nu
higijenu i negu koZe (sapuni, paste za zube, gelovi za tuSiranje, Samponi, dezodoransi i losioni za
telo) su timijan (Thymus vulgaris), lavanda (Lavandula officinalis), ruzmarin (Rosmarinus
officinalis), cimet (Cinnamomum zeylanicum), €¢ajno drvo (Melaleuca alternifolia) kanadski ljuti¢
(Hydrastis canadensis), divlji bosiljak (Calamintha officinalis). U naSoj zemlji najviSe koriS¢ene
samonikle aromati¢ne biljke su: kleka (Juniperus communis), Zalfija (Salvia officinalis), lovor
(Laurus nobilis), smilie (Helichrysum arenarium), bor (Pinus), jela (Abies alba), kantarion
(Hypericum perforatum) i hajducka trava (Achilea millefolium), dok se plantazno najéeSc¢e gaje:
kamilica (Matricaria chamomilla), pitoma nana (Mentha piperita), korijander (Coriandrum
sativum),ruzmarin (Rosmarinus officinalis), timijan (Thymus vulgaris), mati¢njak (Melissa
officinalis), andelika (Angelica archangelica), perSun (Petroselinum crispum), estragon (Artemisia
dracunculus), selen (Levisticum officinale) i valerijana (Valeriana officinalis) (Sovilj i Spasojevic,
2001).
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2.3. Masna ulja

Masna ulja se uglavnom sastoje od triglicerida masnih kiselina sa lancem duZine C8 -
C24 (najCeS¢e C16 i C18), slobodnih masnih kiselina, vode, sterola, fosfolipida, mirisnih
komponenti i primese nekih necdisto¢a (Dyer et al., 2008; Harwood, 1998; Lessire et al., 2009). U
biljnim ¢elijama predstavljaju rezerve energije u stabilnoj, lako metaboliziraju¢oj formi, u€estvuju u
izgradniji ¢elijskih membranskih struktura i poseduju zastitnu ulogu. Pokrivaju¢i nadzemne delove
bilike lipidnim slojevima, kao $to su voskovi i kutin ili podzemne delove suberinom, bilike se Stite
od gubitka vode, UV zraCenja, oStecenja, mikroorganizama i drugih Stetnih agenasa. Pod
dejstvom lipooksigenaza, lipidi daju specificne proizvode koji u€estvuju u celijskom metabolizmu
(Harwood, 1998).

Biosinteza masnih kiselina odvija se u plastidima biljnih celija, pri éemu pod dejstvom
enzima acetil-CoA karboksilaze uz utroSak molekula ATP-a i bikarbonata (izvor bikarbonata je
CO,), a u prisustvu Mg® jona, acetil-CoA karboksilise u malonil-CoA. Ovom reakcijom
karboksilacije aktivira se C atom iz metil grupe acetil ostatka, koji sluzi za vezivanje joS jednog
acil ostatka i dobijanje prvog meduproizvoda sa 4 C atoma (butiril ostatka), a kasnije i ostalih
meduproizvoda tokom sinteze palmitinske kiseline. Sinteza palmitinske kiseline se ostvaruje
delovanjem sintaznog sistema palmitinske kiseline, koja predstavlja multienzimski kompleks
sacinjen od Sest karakteristicnih enzima i jednog proteinskog nosaca acil ostatka (ACP-acyl
carrier protein) (Slabas et al., 1998). Sistem sintetaze palmitinske kiseline nije u mogucnosti da
sintetiSe masne kiseline vece duzine od 16 C atoma, ali se zahvaljujuéi mehanizmu elongacije
omogucava produZzavanje lanca do duZine od 22 ili 24 C atoma. Elongacija se vrsi u
endoplazmati¢énom retikulumu i u mitohondrijama (Harwood, 1998). Prva reakcija elongacije je
kondenzacija acetil-ACP i malonil-ACP uz otpuStanje CO,. Sledi redukcija, dehidracija i ponovna
redukcija. Redukciono sredstvo u obe reakcije je NADPH. Ovim reakcijama nastaje butiril-ACP, a
kroz sedam krugova produzenja nastaje palmitoil-ACP koji nakon hidrolize oslobada palmitat
(Slabas et al., 1998).

Masna biljna ulja dobijaju se najc¢eS¢e iz ploda, semena ili koStica ekstrakcijom,
presovanjem ili kombinacijom ove dve tehnike, pri ¢emu presovanje prethodi ekstrakciji
rastvaraCem (Young et al., 1994). Kod presovanja ili hladnog cedenja, neophodno je biljni
materijal prethodno pripremiti, Sto obuhvata operacije ¢iS¢enja (mehanicki ili pneumatski sistemi u
kojima se odstranjuju necistoce) i suSenja (postizanje preporu¢enog sadrzaja vlage, od 5 do 7
%). LjuStenjem semena i odvajanjem ljuske, kao u sluaju semena suncokreta, soje, lana,
ricinusa, konoplje i repice, osigurava se bolji prinos i smanjuje prisustvo necisto¢a u ulju (Swern,
1972). Seme se, takode, mora usitniti, da bi se razorilo biljno tkivo i olakSalo isticanje ulja. Dok
termicki predtretman biljnog materijala Cini ulje manje viskoznim i dovodi do kompletnijeg

razaranja c¢elijskih zidova, detoksikacije nezeljenih komponenti (gosipol u ulju semena pamuka),
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koagulacije proteina ¢ime celijski zidovi postaju propusniji za ulje, a u pojedinim slu¢ajevima i do
sterilizacija semena. Moderne prese koje se koriste u dobijanju ulja iz semena uljarica daju visok
prinos, sa zaostalim sadrZzajem ulja u semenoj pogaci do 6 % Sto zavisi od vrste biljnog materijala
(Young et al.,, 1994). Potpuna ekstrakcija ulja se moze posti¢i samo primenom velike koli¢ine
rastvaraa u odnosu na koli¢inu ulja u semenu. U praksi se koriste razli€iti tipovi postrojenja za
ekstrakciju, a naj¢eS¢e su u upotrebi baterija ekstraktora i kontinualni protivstrujni ekstraktor
(Veljkovi¢ et al., 2006). Za ekstrakciju ulja najéeS¢e se koristi parafinska naftna frakcija, koja se
uglavhom sastoji od n-heksana i metilpentana ili sam n-heksan. Nedostaci ekstrakcije
rastvaraCem su: velika investiciona ulaganja zbog skupog postrojenja za ekstrakciju i opasnost od
pozara i eksplozije pri primeni zapaljivih rastvara¢a (Young et al., 1994). Masna ulja bez primesa
organskih rastvara¢a mogu se dobiti ekstrakcijom natkriti€énim ugljen(IV) oksidom na visokim
pritiscima (25 — 35 MPa). Ulja bogata masnim nezasi¢enim kiselinama tokom ovog postupka
ekstrakcije ne izlaZzu se dejstvu kiseonika i visoke temperature kao kod konvencionalnih metoda
ekstrakcije, ¢ime se Stite od oksidacije (Skala et al., 2002).

Biljna ulja koriste se prvenstveno za ljudsku i sto€nu ishranu, u medicinske svrhe, mada
se sve viSe koriste kao obnovljivi izvori industrijskih sirovina i goriva (Dyer et al., 2008). Svetska
proizvodnja biljnih ulja iznosila je oko 127 miliona tona u 2006 godini, Sto predstavlja poveéanje
od oko 50 miliona tona u poredenju sa samo 10 godina ranije (Dyer et al., 2008). Poredenja radi,
godiSnja proizvodnja Zivotinjskih masti (loj, svinjska mast) je oko 22 miliona tona, a ribljeg ulja oko
milion tona (Gunstone, 2007). Vec¢ina biljnih ulja (oko 79 % ukupne proizvodnje) dobijaju se od
samo Cetiri biline vrste, suncokreta, uljane repice, palme i soje (Dyer et al., 2008). Sastav biljnih
ulja, udeo pojedinih masnih kiselina, duZina njihovog lanca, kao i prisustvo odredenih
funkcionalnih grupa, uti¢e u mnogome na karakteristike i upotrebu ovih ulja i njihovih derivata. Na
primer, masne kiseline srednje duZine lanca, kao Sto je laurinska kiselina, odli¢ni su tenzidi koji se
Cesto koriste u industriji sapuna i deterdZenata, dok se derivati glicerola koriste u kozmeti¢koj i
prehrambenoj industriji, kao i u proizvodnji eksploziva, obradi celuloze i duvana (Dyer et al.,
2008).
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3. Dobijanje bioaktivnih proizvoda iz biljnog mater jala

Poslednjih godina doSlo je do porasta interesa za prirodnim, odnosno biljnim lekovima u
svetu, delimi¢no zbog saznanja da moderna medicina ne moze pruziti "lek za sve", ali i zbog
¢injenice da je prisustvo nezeljenih dejstava gotovo neizbezno. Za razliku od sintetskih lekova koji
uglavnhom sadrze jednu, biljni ekstrakti sadrze veliki broj aktivnih komponenti. Prirodna jedinjenja
sadrzana u ovim "biljnim koktelima" mogu delovati sinergisti¢ki unutar ljudskog tela i mogu imati
izvanredna terapijska dejstva uz minimalna ili nikakva neZeljena dejstva (Huie, 2002).
Proizvodnja kvalitetnih biljnih ekstrakata predstavlja osnov za proizvodnju biljnih preparata i
izolaciju bioaktivninh komponenti koje nalaze Siroku primenu u farmaceutskoj, kozmetickoj ili
prehrambenoj industriji. Za njihovo dobijanje uglavnom se koriste klasi¢ne tehnike, ekstrakcija
rastvaraCima (perkolacija, maceracija, ekstrakcija toplim i hladnim mastima i klju¢anje u vodi) i
presovanje ili cedenje, mada se u poslednje vreme sve viSe koriste novije nekonvencionalne
tehnike ekstrakcije (Vinatoru, 2001).

3.1. Ekstrakcija rastvara ¢ima

Pod pojmom ekstrakcija rastvaratem podrazumeva se preuzimanje neke supstance iz
jedne faze u kojoj je ona rastvorena ili suspendovana u drugu, te€nu fazu. Ovom tehnoloSkom
operacijom se rastvorljivi sastojak ¢vrste ili teCne faze izoluje odgovaraju¢im rastvaracem. Ukoliko
se rastvorljiva supstanca ekstrahuje iz ¢vrstog materijala, govori se o ekstrakciji ¢vrsto-tec¢no ili
luZzenju, a ako se ekstrahuje iz te€nosti, onda se govori o ekstrakciji te€no-te€no (Ponomarev,
1976).

Klasi¢na ekstrakcija ili maceracija se naj¢eS¢e primenjuje za dobijanje preparata
prirodnih jedinjenja. Ona se izvodi Sarzno, tako Sto se biljni materijal potapa u rastvarac, pri
odredenoj temperaturi i odnosu biljni materijal-rastvarag. Iscrplienom biljnom materijalu, moze se
dodati svezi rastvara¢, Sto predstavlja remaceraciju, odnosno dvostruku maceraciju. Perkolacija
se izvodi polusarzno, tako Sto rastvaraC protiCe kontinualno kroz nepokretan sloj Evrstog
materijala odozgo nanize. Fino usitnjeni materijal, koji se mozZe lako odrZati suspendovan u
rastvaraCu podvrgava se maceraciji, dok se ekstrakcija krupnijeg, komadnog materijala vrSi
perkolacijom (Ponomarev, 1976). Pri postupku ekstrakcije klju€alom vodom, dolazi do bubrenja
biljnog materijala i hidrodifuzije sastojaka biljnog materijala kroz membranu (Vinatoru et al.,
1999). Proces ekstrakcije toplim i hladnim mastima, zapravo je maceracija mastima (svinjska
mast ili l0j) iz koje se, zatim, vrSi desorpcija ekstraktivnih supstanci odgovaraju¢im rastvaracima,

najcesce etanolom (Vinatoru et al., 1999). Anfleraz postupak izvodi se pomocu staklenih plo¢a
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koje su sa obe strane premazane sme3om govedeg loja i svinjske masti izmedu kojih se nalaze
cvetovi (Peki¢, 1983). Ekstrakcije toplim i hladnim mastima se u uglavhom koriste samo za
dobijanje naffinijih etarskih ulja iz svezih cvetova. Metoda sublimacije se koristi za izdvajanje
¢vrstih bioaktivnih supstanci pod snizenim pritiskom iz biljnih tkiva (azuleni iz cveta kamilice i
hajducke trave; kumarini iz sena) (Stankovi¢, 2002). Presovanje ili cedenje koristi se naj¢esc¢e za
dobijanje etarskih ulja iz kore citrusnog voéa ili ulja iz semena uljarica. U ove svrhe koriste se
razli¢ita tehni€ka reSenja - od primitivnih, kao Sto su poluga, klin ili vijak, do modernih hidraulikih
i puznih presa (Swern, 1972).

Pored dobrih prinosa, klasi¢ne tehnike ekstrakcije imaju nedostatke kao Sto su: dugo
vreme trajanja, velika potroSnja rastvaraCa, pojava degradacije bioaktivnih materija, zahtevi za
dodatnim koracima u obradi ekstrakata (filtriranje, koncentrisanje) i €iS¢enje Sarznih postrojenja
pre pocetka novih ciklusa koji povecavaju cenu i umanjuju ekonomi¢nost €itavog procesa (Camel,
2001; Huie, 2002). Postrojenja za filtraciju, uparavanije ili koncentrisanje, dodatno, predstavljaju
potencijalna mesta pojave gubitaka i kontaminacije (Camel, 2001).

U novije vreme, u cilju dobijanja ve¢eg prinosa ukupnog ekstrakta ili Zeliene komponente
iz razli¢itog bilja, ekstrakti se sve viSe dobijaju primenom nekonvencionalnih tehnika ekstrakciije,
kao Sto su: super- i sub-kritiCha ekstrakcija, vrtlozna (turbo) ekstrakcija ili ekstrakcija pod
dejstvom elektri¢ne energije, povisenog pritiska, mikrotalasa i ultrazvuka (Huie, 2002; Vinatoru et
al., 1997; Vinatoru, 2001).

Natkriti€na ekstrakcija je postupak ekstrakcije fluidima (ugljenik(IV) oksid, propan, butan,
freoni) koji se nalaze na temperaturi i pritisku iznad svojih kriti€nih vrednosti, odnosno u
natkriti€éhom stanju. Osobine ovih fluida koji se nalaze izmedu gasova i te€¢nosti zavise od pritiska,
temperature i sastava fluida. Generalno, ovi fluidi imaju maniji viskozitet od te¢nosti i vec¢i difuzioni
koeficijent, ¢ime se omoguéava efikasnija ekstrakcija. Osim toga, podeSavanjem pritiska i
temperature, pruZzaju moguénost selektivnije i efikasnije ekstrakcije i olakSavaju optimizaciju
procesa (Camel, 2001). Na ovaj na€in moguce je dobiti ekstrakte bez tragova organskih
rastvaraCa i u originalnom sastavu, koji najéeSce €ine slabo isparljive i termic¢ki degradabilne
supstance srednjih molekulskih masa i relativno male polarnosti. Zbog lakog rukovanja, inertnosti
i niske cene, najve¢u primenu u ovoj metodi je nasao uglienik(IV) oksid (Skala et al., 2002) koji
ima osobine lipofilnog rastvara¢a, a omogucava super-kriticnu ekstrakciju na temperaturama blizu
sobne (Reverchon, 1997). U slu€aju vrtlozne (turbo) ekstrakcije i ekstrakcija pod dejstvom
elektricne energije ili ultrazvuka povecanje prinosa i skraéenje vremena trajanja procesa pripisuje
se dejstvu kavitacionih mehura i njihovih silovitih kolapsa na samoj granici sa biljnim materijalom.
U prvom sluéaju ovi mehuri nastaju koriS¢enjem meSalica sa velikim brojem obrtaja u jedinici
vremena, u drugim sluajevima pod dejstvom elektri¢ne energije ili ultrazvuénih talasa (Vinatoru,
2001). Dokazano je da izlaganje biljnog materijala neposredno pre ekstrakcije pulsnom

elektricnom polju znadajno utiCe na prinos i poboljSanje kvaliteta dobijenog masnog ulja
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(Guderjan et al., 2009), dok se enzimskim predtretmanom kod semenki suncokreta, uljane repice,
pamuka i maslina prinos mozZe povecati za do 35, 29, 52 i 152 %, respektivho (Szydiowska-
Czerniak et al., 2010). PoviSen pritisak pri ekstrakciji, pri takozvanoj klasi¢noj ekstrakciji sa
pregrejanim rastvaratem ili pod poviSenim pritiskom, omogucéava prisustvo rastvaraca u te€¢nom
stanju i na temperaturama iznad njegove tacke kljuanja (100 — 200 °C), Sto pozitivno uti¢e na
brzinu prenosa mase, penetraciju rastvara¢a u ¢elije biljnog materijala, poboljSava rastvorljivost

bioaktivnih komponenti i dovodi do smanjenja viskoznosti rastvara¢a (Camel, 2001; Huie, 2002).

3.1.1. Mikrotalasna ekstrakcija

3.1.1.1. Mikrotalasi

Mikrotalasi su zajediki naziv za decimetarsko, centimetarsko i milimskar podrdje radio
talasa koji predstavljaju nejonizdj@ elektromagnetno ztenje talasne duzine od 1 mm do 1 m, Sto
odgovara frekvencijama od 300 GHz do 300 MHz, rkpeo (Bogdal, 2005; Fantom, 1988). Ovi talasi
predstavljaju kombinaciju elek#rog i magnetnog polja koja su postavljena upraedng na drugo (slika
3.1) Kappe i Stadler, 2005; Kaufmann i Christen, 2002). Za upotrebu mikrotalasa u hemiji i industriji
elektricna komponenta talasa je vaznija, dok magnetna koerge ima vaznost u slaju magnetnih

materijala(metalni oksidi, organski magneti) (Kappe i Stadler, 2005).

= N

E
i

/

Slika 3.1 Mikrotalas: € — elektri€no polje, H — magnetno polje, A — talasna duzina

(12,2 cm za 2450 MHz) i ¢ — brzina svetlosti (adaptirano prema Hayes, 2002)

3.1.1.2. Dejstvo mikrotalasa
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Pri konvencionalnom zagrevanju materije energija se prenosi kondukcijom, konvekcijom i

zraCenjem toplote sa povrSine grejnog tela, dok se pri grejanju pod dejstvom mikrotalasa energija

prenosi direktno kroz molekulsku interakciju sa elektromagnetnim poljem. Mikrotalasi, prodiruci

kroz materijal, prenose elektromagnetnu energiju Cija konverzija u toplotnu energiju rezultuje

generisanjem toplote kroz ¢itavu zapreminu, odnosno, brzim

i uniformnim zagrevanjem

(Thostenson i Chou, 1999). Toplotni efekat mikrotalasa rezultat je sposobnosti materije da

apsorbuje energiju mikrotalasa i prevodi je u toplotu, putem dva istovremena mehanizma, jonske

provodljivosti i dipolne rotacije (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Prema sposobnosti materije da apsorbuje energiju mikrotalasa i prevodi je u toplotu

materijali se mogu ponaSati kao (Bogdal , 2005;Jones et al., 2002):

» elektriéni provodnici (metali, grafit) — elektroni iz prosinika prate promene elekiniog

polja mikrotalasa bez kaSnjenja u fazi, sami emilgktromagnetne talase, te postaju

efikasni reflektori mikrotalasnog zrenja. Prodiranje mikrotalasa u metale je

izuzetno malo, polarizacija se deSava samo u veoma tankom povrSinskom sloju i

nema efektivhog zagrevanja.

* izolatori (kvarcno staklo, porcelan, keramika, defl — mikrotalasi prodiru kroz materijal

bez ikakve apsorpcije, gubitaka ili generisanjaldtgo Ovi materijali su izuzetno loSi

provodnici i transparentni su za mikrotalase.

» apsorberi (materijali velikih dielektmih konstanti, dipolne materije, na primer voda) —

materijali koji apsorbuju energiju mikrotalasa, & od dielektdnih osobina Sto

rezultuje generisanjem toplote.

A VA4

S 5%

/\/\/\,

Provodnik

Izolator

Apsorber

Slika 3.2 Apsorpcija mikrotalasa od strane razli¢itih materijala

(adaptirano prema Jones et al., 2002)
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Jedan od vaznih specifi¢nih efekata mikrotalasa je selektivho heterogeno zagrevanje koje
nastaje u prisustvu dobro apsorbujuc¢ih heterogenih katalizatora ili reagenasa u manje polarnom
reakcionom medijumu. Ovaj efekat objaSnjava razlike u prinosima kod reakcija koje su
katalizovane heterogenim katalizatorima koji dobro apsorbuju energiju mikrotalasa.

Kada se izloZe dejstvu mikrotalasa, dipolni molekuli orijentiSu se shodno elektrichom
polju, medutim, neprestalnim praéenjem promene smera elektiridnog poljia (4,9x10° puta u
sekundi) dolazi do gubitka energije i zagrevanja uzrokovanih trenjem (Chen et al., 2007; Kappe i
Stadler, 2005; Lidstrom et al., 2001). Koli¢ina generisane toplote direktno zavisi od sposobnosti
molekula da prate oscilatorne promene elektichog polja. Ako molekul ne moze da prati ove
promene (visoko frekventno zraenje), kada je reorijentacija ili suviSe brza ili suviSe spora (nisko
frekventno zracenje), ne dolazi do zagrevanja. Frekvencija od 2,45 GHz, koja se najéeSce Koristi,
nalazi se izmedu ova dva ekstremna slu€aja i obezbeduje dipolnim molekulima dovoljno vremena
da promene orijentaciju, ali ne i da se kre¢u u tom smeru. Gasovi se ne mogu zagrevati pod
dejstvom mikrotalasa, jer je rastojanje izmedu molekula gasa preveliko (Kappe i Stadler, 2005;
Lidstréom et al., 2001). Takode, led je gotovo transparentan za mikrotalase, jer su molekuli vode
vezani u kristalnu reSetku i ne mogu se slobodno kretati, za razliku od vode u te€nom stanju
(Kappe i Stadler, 2005).

Drugi vazan mehanizam zagevanja zasniva se na jonskoj provodljivosti. Rastvorene
naelektrisane Cestice (najéeSce joni) osciluju pod dejstvom elektricne komponente mikrotalasnog
zraCenja, pri ¢emu se sudaraju sa susednim molekulima ili atomima Sto dovodi do kretanja i
zagrevanja. Mehanizam jonske provodijivosti ima veéi udeo u generisanju toplote pod dejstvom
mikrotalasa od dipolarne rotacije. To je ujedno i razlog Sto se rastvori koji sadrze jone brze
zagrevaju pod dejstvom mikrotalasa u odnosu na polarne rastvarace, kao i Sto se ¢esmenska
voda brZze zagreva od destilovane vode (Kappe i Stadler, 2005; Lidstrém et al., 2001).

U cilju poredenja sposobnosti dva rastvarata da transformiSu energiju mikrotalasa u
toplotnu energiju neophodno je poznavati njihove mikrotalasne karakteristike. Ove osobine
rastvaraCa i sistema mogu se razmatrati preko disipacionog faktora, koji se naj¢eSce izrazava u
formi tangensa gubitaka (tan &), koji predstavlja sposobnost materijala da prevodi
elektromagnetnu energiju u toplotnu, pri datoj frekvenci i temperaturi, a izrazava se pomocu
jednacine 3.1. On zavisi od: frekvence elektromagnetnih talasa, temperature, fizickog stanja i

sastava materije (Galema, 1997).

tand = s_ (3.1)

gde je: ¢'- dielektri€na konstanta ili relativha permitivnost i €” - faktor gubitaka.
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Dielektricna konstanta ili relativha permitivnost €' predstavlja sposobnost dielektri¢nog
materijala da apsorbuje elektri¢nu potencijalnu energiju pod dejstvom elektriénog polja, odnosno
ova konstanta je mera sposobnosti molekula (ili grupe molekula) dipola da se reorijentiSu pod
dejstvom elektricnog polja. Faktor gubitaka €" izrazava koli¢insku efikasnost prevodenja
dielektricne energije u toplotu (Galema, 1997; Lidstrom et al., 2001). Vrednosti tangensa gubitaka
presudni su za kvantifikaciju apsorpcije mikrotalasa, a za pojedine rastvarate neke od
mikrotalasnih konstanti i karakteristika mogu se videti u Prilogu (tabele 10.1 i 10.2). Dielektri¢ne
konstante acetona i etanola, na primer, veoma su bliske po vrednosti, ali mnogo veca vrednost
tangensa gubitaka kod etanola razlog je njegovog veéeg porasta temperature pri mikrotalasnom
zagrevanju (Mijin i Petrovi¢, 2005).

Zahvaljujuci jedinstvenoj prirodi mikrotalasnog dielektriénog zagrevanja, javlja se i efekat
pregrevanja te¢nosti, odnosno pojava da se te€nosti izloZzene dejstvu mikrotalasa mogu zagrejati
iznad tacke klju€anja bez pojave klju€anja (Kappe i Stadler, 2005; Perreux i Loupy, 2001). Ova
pojava moze se objasniti preko dielektri¢nih osobina te¢nosti. Dielektri€no relaksaciono vreme T
je vreme koje je potrebno molekulu da se vrati za 36,8 % od njegovog poc¢etnog polozaja kad
dejstvo elektromagnetnog polja prestane. Ovo vreme zavisi od temperature i smanjuje se sa
porastom temperature. PoSto su vrednosti €' i €" takode zavisne od relaksacionog vremena,
sposobnost materije da prevodi mikrotalasnu energiju u toplotnu ne zavisi samo od frekvence
nego i od temperature. Stoga, ¢e organskim rastvaraima relaksacionog vremena manjeg od 65
ps koji su izloZeni zra¢enju frekvence 2,45 GHz vrednost tan © rasti sa porastom temperature.
Ovaj fenomen dovodi do pojave da tacke kljudanja pojedinih te&nosti mogu biti i za 26 °C vise od
onih pod normalnim uslovima (Lidstrom et al., 2001). Efekat pregrevanja mozZe se izbedéi
dodavanjem kuglica za klju¢anje ili meSanjem (Kappe i Stadler, 2005).

Zagrevanje pod dejstvom mikrotalasa ima joS jednu veliku prednost, a to je efekat koji se
moze objasniti kao ,naglo uklju€enje i iskljuCenje”, odnosno pojavu da je u momentu iskljuéenja
mikrotalasnog izvora latentna toplota jedino Sto ostaje u sistemu. Ovaj efekat drasti€no olakSava
kontrolu i automatizaciju procesa (Hayes, 2002).

Vazna karakteristika grejenja pod dejstvom mikrotalasa je i fenomen formiranja regiona
veoma visoke temperature, “hotspot”-ova, Sto vodi neuniformnom zagrevanju. Smatra se da ovaj
fenomen nastaje kada se nepolarna supstanca izlaZze dejstvu mikrotalasa u polarnom medijumu
pri ¢emu dolazi do termi¢ke nestabilnosti uzrokovane nelinearnom zavisnoséu elektromagnetnih i
toplotnih osobina materijala od temperature (Jones et al., 2002; Kappe i Stadler, 2005; Reimbert
et al. 1996). Formiranje stojeéih talasa unutar dela aparata u kome se material izlaze dejstvu
mikrotalasa dovodi do pojave da pojedini regioni bivaju izlozeni vecoj energiji od ostalih. Ovo
rezultuje povecanjem brzine zagrevanja u tim regijama dovodec¢i do nelinearne zavisnosti. Dizajn
dela aparata u kome se materijal izlaZze dejstvu mikrotalasa veoma je vazan faktor za kontrolu, ali

i pravilno iskoris¢enje “hotspot” fenomena. (Jones et al., 2002).
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U poredenju sa drugim konvencionalnim tehnikama, zagrevanje putem mikrotalasa nudi
viSe prednosti (Chou et al., 2009; Hayes, 2002; Jones et al., 2002):

» veca brzina zagrevanja,

* nema direktnog kontakta materije koja se greje sa toplotnim izvorom,
e moze se posti¢i selektivno grejanje,

« lakSa kontrola procesa,

* manje dimenzije uredaja, i

* manja koli¢ina otpada.

\-\
-
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Regioni visoke ]
temperature »

Slika 3.3 Sematski prikaz zagrevanja, prenos toplote

a) kondukcijom i b) mikrotalasima (adaptirano prema Hayes, 2002)

Najvazniji parametri kod upotrebe mikrotalasa su apsorbovana snaga mikrotalasa (P) i
dubina mikrotalasne penetracije (D). Za razliku od konvencionalnog zagrevanja, ovi parametri
veoma zavise od dielektricnih osobina materijala. Mikrotalasno grejanje je rezultat apsorpcije
mikrotalasne energije od strane materijala koji se izloZi elektromagnetnom i bazira se na

apsorbovanoj snazi po jedinici zapremine (Clark et al., 2000):
P =0lE|* = 27fe,¢"[E|” = 27f5,¢ tan S|’ (3.2)

gde je: E - apsolutna vrednost elektri€nog polja, &, - dielektricna konstanta vakuuma, f - frekvenca
mikrotalasa i ¢ - ukupna efektivha provodljivost. Kao Sto se moZe videti iz jednacine 3.2,

dielektricne karakteristike materijala (s', £ i tan 0) igraju najvazniju ulogu u odredivanju koli¢ine
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apsorbovane snage, Ciji hajveéi deo biva preveden u toplotu unutar materijala, kao Sto pokazuje

jednacina 3.3:

AT _ 27k, e |E|2

n (3.3)

gde je: T - temperatura, t - vreme, p - gustina i C, - toplotni kapacitet.

Dielektricne osobine materijala zavise od temperature, sadrzaja vlage, gustine i
geometrije materijala (Jones et al., 2002) i vazan su parametar u odredivanju dubine do koje ¢e
mikrotalasi prodreti u materijal. Kao $to se moZe videti iz jednacine 3.4, 3to je ve¢a vrednost tan

0, to je manja dubina penetracije za specificnu talasnu duzinu:

£

gde je: D - dubina penetracijel@- talasna duzina mikrotalasnog &aja.

Dubina penetracije mikrotalasa je vazna jer ddje uniformnost zagrevanja materijéaalema,
1997). Visoke frekvence i velike vrednosti dielektrih osobina rezultuju povrSinskim zagrevanjem, dok

suprotnom sléaju dolazi do uniformnog zapreminskog zagrevé@jark et al., 2000).

3.1.1.3. Upotreba mikrotalasa

Postojanje elektomagnetnih talasa poznato je joS s kraja XIX veka, ali se pocCetak
primene i prou¢avanja mikrotalasa vezuju za ime Percy Spenser, vreme Drugog Svetskog rata i
razvoj radara (Kappe i Stadler, 2005). Kasnih Sesdesetih godina proSlog veka mikrotalasi su
upotrebljavani u eksperimentima gde su bili neophodni nagli skokovi temperature, dok njihova
primena u hemijskim istrazivanjima pocinje tek ranih 1980-tih (Galema, 1997; Lidstrém et al.,
2001).

Danas se mikrotalasi koriste u gotovo svakoj kuhinji, za termi¢ku obradu hrane, ali i u
prehrambenoj industriji, medicini, hemiji, komunikacionim tehnologijama i razli€itim industrijskim

granama (tabela 3.1).
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Tabela 3.1 Primena mikrotalasa

Oblast primene Primena Napomena Referenca
Prehrambena Kuvanje, zagrevanije, Krace vreme, usteda u energiji. Ku et al., 2002;
industrija susenje, topljenje, Termicki tretman hrane. Venkatesh i

Sinteza prirodnih
jedinjenja i njihovih
analoga

Organska hemija

Medicina i
farmaceutska
industrija

Obrada i
proizvodnja
keramike

Hemija polimera

Sinterovanje

Remedijacija

zemljista

Tretman razlicitih
vrsta otpada

Poljoprivreda

Obrada minerala,
metalurgija i auto
industrija.

Radar

Komunikacija

pasterizacija, sterilizacija.

Sinteza razliitih alkaloida i
sekundarnih metabolita
izolovanih iz zZivotinjskih i
biljnih ¢éelija. Modifikacija
prirodnih jedinjenja.

Sinteza organskih jedinjenja.

Dijagnostika i terapija
onkoloSkih oboljenja. Sinteza
sirovina za farmaceutsku
industriju.

Polimerizacione reakcije.
Lepljenje gume
(vulkaniziranje).

Sinterovanje kompozitnih
materijala.

»In situ« remedijacija
zemljiSta kontaminiranog
isparljivim komponentama ili
teSkim metalima.

MeSani otpad, pepeo iz pedéi,
otpadna voda iz industrije
elektronskih komponenti.

BioloSko dejstvo.

Kaljenje i termi¢ka obrada
ruda. Regeneracija aktivhog
uglja pri eksploataciji zlata.
Pirometalurgija, zavarivanje,
topljenje.

Navigacija, radarski altimetar,

GPS (Global Positioning
System) sistem, radiolokatori.

Mobilni telefoni, satelitska
komunikacija, bezi¢ni LAN
protokoli.

Drasti¢no skra¢enje vremena i
povecanje prinosa u odnosu na
klasi¢éne metode. Sinteza novih
klasa bioaktivnih jedinjenja
manje toksicnosti.

Vedi prinos, skrac¢enje vremena
procesa, poveéana reaktivnost
pojedinih reaktanata.

U kombinaciji sa X-zracima,
aplikacija koja se zasniva na
lokalnom zagrevanju.

Skraéuje proizvodno vreme,
poboljSava prinos, mikrostruktura
i uniformnost.

Ubrzavanje procesa, smanjenje
cene, olakSana automatizacija i
kontrola procesa. Sa ekoloSkog
aspekta prihvatljiviji postupak.

Krace vreme, pojeftinjenje
postupka, manja prose¢na
veli¢ina Cestica, veca gustina,
bolja ¢vrstoca i izdrZljivost
materijala pri savijanju.

Drastiéno manja cena
postrojenja.

Brzo i selektivno zagrevanje,
redukcija zapremine, moguénost
tretmana »in situ«, jednostavnost
opreme i kontrole procesa.

UniStavanje insekata,
naklijavanje semena.

ViSi nivo bezbednosti i
automatizacije pri radu, brzo
zapreminsko zagrevanije.

Radar odasilje mikrotalase koji
se odbijaju o telo i iz povratne

informacije odreduje se brzina,
rastojanje, smer, visina.

Mikrotalasni predajnici, antene,
kablovka televizija, pristup
internetu, koriste niskofrekventne
mikrotalase.

Raghavan, 2004

Appukkuttan i Van
der Eycken, 2006

Giguere et al.,
1986; Langa et al.,
1997; Perreux i
Loupy, 2001; Yu et
al., 1992.

Hayes, 2002;
Scott, 1993.

Ku et al., 2002

Kappe i Stadler,
2005; Ku et al.,
2002; Thostenson i
Chou, 1999

Agrawal, 1998;
Thostenson i
Chou, 1999

Kawala i
Atamaczuk, 1998.

Jones et al., 2002

Venkatesh i
Raghavan, 2004.

Baranski i Czerski,
1976; Jones et al.,
2002

Scott, 1993.

Scott, 1993.
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Da bi se izbeglo preklapanje i ometanje sa radarskim i telekomunikacionim frekvencama,
za upotrebu u industriji, nau¢nim istraZivanjima i medicini rezervisane su, od strane Federalne komisije
za komunikaciju Federal Communications Commission-FCC), tri frekvence27,12 i 915 MHz i 2,45
GHz, Sto odgovara talasnim duzinama od 11,05 m i 37,24 i 12,24 cm (Kappe i Stadler, 2005;
Thostenson i Chou, 1999; Zhang i Hayward, 2006). Mikrotalasne pecnice za upotrebu u
domagdinstvu i mikrotalasni sistemi za upotrebu u industriji i laboratorijama najc¢eS¢e rade pri
frekvenci od 2,45 GHz.

Mikrotalasni foton koji odgovara frekvenci od 2,45 GHz ima energiju priblizno 0,0016 eV
(~ 1 kd/mal), koja nije dovoljna da raskine vodoni¢nu vezu ili izazove hemijsku reakciju (Kappe i
Stadler, 2005). Stoga, hemijske reakcije i transformacije pod dejstvom mikrotalasa podstaknute
su jedino zagrevanjem materijala koji apsorbuje energiju mikrotalasa i prevodi je u toplotu (Kappe
i Stadler, 2005).

3.1.1.4. Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija, odnosno ekstrakcija pod dejstvom mikrotalasa, je tehnika
ekstrakcije €ija primena u laboratorijskim i industrijskim uslovima ima za cilj manju potroSnju
rastvaraca, skra¢enje vremena ekstrakcije, poveéanje prinosa, a veoma ¢esto i kvaliteta ekstrakta
(Cravotto et al., 2008; Eskilsson i Bjorklund, 2000; Mahesar et al., 2008; Wang i Weller, 2006;
Zigoneanu et al., 2008). Mikrotalasi se vec¢ koriste u procesu ekstrakcije bioaktivnih materija koje
su od interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju, kao na primer, polifenola iz aromati¢nog
bilja (Proestos i Komaitis, 2008), ploda jabuke (Ai et al., 2006), semena grozda (Hong et al.,
2001) i listova zelenog &aja (Pan et al., 2003), antioksidanata iz ulja pirin¢anih mekinja
(Zigoneanu et al., 2008), hlorogenske kiseline iz pupoljka cveta Lonicera japonica Thunb. (Zhang
et al.,, 2008), artemisinina iz Artemisia annua (Hao et al., 2002), solanesola iz listova duvana
(Zhou i Liu, 2006), izoflavona iz soje (Rostagno et al., 2007), obojenih pigmenata iz paprike
(Csiktusnadi Kiss et al., 2000).

Primenom mikrotalasa u ekstrakciji policikliénih aromati¢nih ugljovodonika iz morskih
sedimenata dobijaju se sliéni rezultati kao pri ekstrakciji po Soxhlet-u, ali se umesto
SesnaestoCasovnog postupka ekstrakcije jednog uzorka na ovaj naCin mozZe ekstrahovati
dvanaest uzoraka za 30 minuta (Chee et al., 1996). Mikrotalasna ekstrakcija je kratkotrajnija
metoda ekstrakcije koja iziskuje manju koli€inu rastvaraca (5 do 10 puta) u odnosu na ekstrakciju
po Soxhletu, jedina loSa strana je neophodnost filtracije po zavrSetku ekstrakcije (Camel, 2000).
U slu€aju ekstrakcije tanSinona mikrotalasna ekstrakcija u trajanju od 2 minuta daje iste prinose
kao ekstrakcija na sobnoj temperaturi, zagrevanje sa refluksom, ultrazvu€na ekstrakcija i
ekstrakcija pod dejstvom ultrazvuka za 24 h, 45, 75 i 90 minuta, respektivho (Pan et al., 2002).

Pri poredenju sa ultrazvuénom i ekstrakcijom po Soxhletu, najbolji prinos lipofilnih markera
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(uglavnom alkamida) iz ehinacee (Echinacea purpurea L.) dobijen je mikrotalasnom ekstrakcijom
70 % etanolom. Poredenjem sa ultrazvuénom ekstrakcijom i koriS¢enjem vodeno-metanolnih
rastvora razli€itih koncentracija, mikrotalasna ekstrakcija daje zna€ajno bolje prinose u slucaju
70-100 % metanola, dok su dobijeni sli€ni rezultati pri ekstrakciji sa 60 % metanolom (Hudaib et
al., 2003). Ve¢i prinos (viSe od 50 %) ukupnih triterpenoidnih saponina iz Ganoderma atrum za
drasti¢no kra¢e vreme (5 minuta) postize se mikrotalasnom ekstrakcijom u odnosu na klasi¢nu
ekstrakciju sa meSanjem (12 h), zagrevanje sa refluksom (2 h), ultrazvuénu (30 minuta) i super-
kriti€nu (3 h) ekstrakciju, pri velikoj uStedi u rastvaraCu (Chen et al., 2007). Sli¢ni rezultati, u
poredenju sa konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, zapazeni su pri ekstrakciji, saponina iz
Panax notoginseng (Vongsangnak et al., 2004) triterpena iz listova masline (Sanchez-Avila et al.,
2009), bioaktivnih komponenti iz listova Lochroma gesnerioides (Kaufmann et al., 2001).

Elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da u svezim listovima pelina (Artemisia annua)
pri kratkotrajnom izlaganju mikrotalasima (2 minuta) i bez prisustva rastvaraa dolazi do
oStecenja hloroplasta, granica zrna skroba biva naruSena i javlja se odvajanje citoplazme od zida
¢elije, dok u prisustvu rastvaraa, ovi efekti bivaju jo§ izraZeniji, javlja se plazmoliza i oStecenje
struktura ¢elijskih organela (Han et al., 2004). Sli¢ni efekti nastaju pri klasi¢noj ekstrakciji
rastvaraéem duze vreme (30 minuta, 50 °C) 5to upucuje na zaklju¢ak da mikrotalasno zracenje
ubrzava proces ekstrakcije izazivanjem mikrostrukturnih promena u biljnom materijalu (Han et al.,
2004). Prema izveStaju Parea i njegovih saradnika (1991) pri dejstvu mikrotalasa u celijama
bilinog materijala raste temperatura sve do onog momenta kada pritisak unutar ¢elije prevazide
sposobnost Sirenja ¢elijskog zida Sto rezultuje eksplozijom celijskog zida i oslobadanja materijala
iz unutrasnjosti Celije. Elektronskim mikroskopom utvrdeno je da je nivo oSteéenja Celija listova
kanadske nane (Mentha piperita) nakon 20 sekundi dejstva mikrotalasa identiCan onom koji
nastaje nakon 2 h parne destilacije, odnosno 6 h ekstrakcije po Soxhlet-u (Pare et al., 1991).
Mikrotalasi uzrokuju znacajne promene u fizi€koj strukturi listova ruzmarina (Bousbia et al., 2009;
Chen i Spiro, 1994; Chen i Spiro, 1995) i nane (Chen i Spiro, 1994; Sprio i Chen, 1995). Celije
epiderma koje sadrze isparljive komponente pod dejstvom mikrotalasa (15 minuta) bivaju
razorene, za razliku od celija biljnog materijala koji je podvrgnut klasiénoj hidrodestilaciji (3 h) gde
gotovo da i nema promena u poredenju sa Celijama svezeg, netretiranog materijala (Bousbia et
al., 2009). Mehanicki napor koji nastaje pod naglom dekompresijom usled brzog isparavanja vode
tokom tretmana mikrotalasima uzrok je dva glavna efekta: dehidratacija usled isparavanja i
promena u povrsSinskom naponu na zidovima c¢elija koji prevazilazi kapacitet Sirenja Celijskog
zida, Sto dovodi do nagle rupture (Bousbia et al., 2009; Chen i Spiro, 1994). Zna€ajno ostecenje
¢elijskih struktura dokazano je u slu€aju suve destilacije pod dejstvom mikrotalasa u slucaju
ekstrakcije etarskog ulja kardamoma (Elettaria cardamomum) (Lucchesi et al., 2007).

Chen i Spiro (1994) pokazali su u eksperimentima sa listovima nane i ruzmarina, da

uticaj mikrotalasa na nivo oStecenja celijskih struktura ne zavisi samo od dielektri¢nih osobina
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rastvaraCa. U slu€aju ekstrakcije listova ruzmarina heksanom, vec¢i deo mikrotalasne energije
biva apsorbovan od strane biljnog materijala, Sto dovodi do potpune dezintegracije celijskih
struktura u kojima se nalaze isparljive komponente, za razliku od ekstrakcije etanolom gde je
vecina celijskih struktura oCuvana. U slu€aju rastvarata sa manjom dielektrichom konstantom
ovaj efekat je izraZeniji pri ve¢em udelu biljnog materijala u ekstrakcionoj smesi (Chen i Spiro,
1995). Takode, efikasnost mikrotalasne ekstrakcije zavisi od sadrZaja vode u biljnom materijalu
(Spiro i Chen, 1995).

Za upotrebu mikrotalasa u procesima ekstrakcije razvijeni su specijalni laboratorijski
mikrotalasni ekstraktori. Primena mikrotalasa u laboratorijskim ekstraktorima zasniva se,
generalno, na dve razliite tehnologije: hermeti¢ka (u zatvorenim sudovima, pod kontrolisanim
uslovima pritiska i temperature) ili fokusirana (u otvorenim sudovima, pod atmosferskim pritiskom)
mikrotalasna ekstrakcija. U zatvorenim sudovima rastvara¢i se mogu grejati iznad temperature
klju€anja na atmosferskom pritisku, Sto poboljSava efikasnost i brzinu ekstrakcije. U ovakvim
sistemima postoji mogucnost regulacije temperature i najéeS¢e su konstruisani tako da se u isto
vreme moze vrsiti ekstrakcija u viSe uzoraka. U takozvanim, otvorenim sistemima, ekstrakcija se
odvija pod atmosferskim pritiskom, pri ¢emu je maksimalna temperatura procesa odredena
temperaturom klju€anja rastvarata na tom pritisku. Kod ovakvih sistema koriste se fokusirani
mikrotalasi pa je zagrevanje uzoraka homogeno i veoma efikasno (Camel, 2000).

| pored postojanja specijalno dizajniranih reaktora za mikrotalasnu estrakciju i dalje su u
upotrebi, u cilju laboratorijskih istrazivanja, mikrotalasne pec¢nice hamenjene domacinstvu (tabela
3.2).
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Tabela 3.2 Pregled primene mikrotalasne pecnice u ekstrakciji bioaktivnih proizvoda

lvana Karabegovic

Tehnika mikrotalasne ekstrakcije, vreme,

Materijal za . " Ekstraktivna .
. snaga mikrotalasa, rastvara €, odnos Napomena " Literatura

ekstrakciju . . - materija

materijal za ekstrakciju rastvara €
Listovi 45 s ukljucen izvor mikrotalasa (zagrevanje do  Veci prinos obe Polifenoli iz Pan et al.,
zelenog ¢aja  85-90 °C) zatim 10 s isklju¢en, nakon toga po 3 ekstraktivne materije pri Caja i kofein 2003
(T. sinensis s uklju¢en (zagrevanje) i 10 s iskljucen mikrotalasnoj ekstrakciji (4
L.) (hladenje) do ukupnog vremena ekstrakcije min) od klasi¢ne ekstrakcije

(0,5-8 min). Etanol (koncentracija 0-100 %, na sobnoj temperaturi (20

v/v), odnos biljni materijal-rastvara¢ (10:1-25:1  h), ultrazvu¢ne ekstrakcije

ml g™). (90 min) i zagrevanja sa

refluksom (45 min).

Osuseni 45 s ukljucen izvor mikrotalasa (750 W), zatim  Drasti¢no krace Fenolne Proestos i
listovi grékin - 30 s isklju€en, nakon toga jos 15 s uklju¢en, pa ekstrakciono vreme (4 min  komponente Komaitis,
aromaticnih hladjenje do sobne temperature. Cetiri ovakva  umesto 2 h), duplo maniji 2008
biljaka® ciklusa (4 min. dejstva mikrotalasa). utroSak rastvaraca, veci

Rastvaraci: 60 % aceton, 60 % metanol, voda i prinos fenolnih

etilacetat/voda, odnos biljni materijal-rastvaraC  komponeneti u poredenju

1:20 g/ml. sa konvencionalnom

metodom (refluks)

Koren sladi¢a Tri puta po 15 s ulju¢eni 15 s isklju¢en izvor Za isti prinos desetostruko  Glicirizinska Pan et al.,
(Glycyrrhizia.  mikrotalasa (do temperature od 85-90 C) kra¢e vreme, manja kiselina 2000
glaubra L.) nakon toga po 3 s uklju¢enja radi zagrevanjai  upotreba rastvaraca.

15 s isklju€enja radi hladenja do ukupnog
vremena ekstrakcije (60 minuta). MeSanje
magnetnom mesalicom. Rastvaraci: voda,
etanol, etanol/voda i rastvori amonijaka
razli€itih koncentracija, odnos biljni materijal-
rastvara¢ 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 g/ml.
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Osuseni
listovi pelina
(Artemisia
annua L.)

Osuseni
listovi duvana
(N. tabacum
L.)

Osuseni
listovi origana
(O.
Glandulosum)

Koncentrat za
pilice

Nakon 60 s pod dejstvom mikrotalasa, sud se
hladi pod mlazom hladne vode a procedura
ponavlja sve do postizanja kumulativhog
dejstva mikrotalasa od 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 i
18 min. Rastvaraci: etanol, trihlormetan,
cikloheksan, n-heksan, petrol etar (30-60 T i
60-90 ), 30 g biljnog materijala sa 100, 150,
180, 220, 240, 250, 300, 350 ml, respektivno.

45 s ukljucen izvor mikrotalasa (700 W)
(zagrevanje do 60 °C) zatim 10 s iskljucen,
nakon toga po 3 s ukljuéen (zagrevanje) i 9 s
iskljucen (hladenje) do ukupnog vremena
ekstrakcije (60 minuta). 10 g usitnjenog uzorka
sa 100 ml ekstrakcionog rastvaraca — heksan,
etanol i heksan:etanol: 1:1, 1:3i 3:1 (v/v)

Ekstrakciono vreme 2 min, temperatura 60—-80
C, a mikrotalasna snaga 850 W. 25 g biljnog
materijala i 200 ml heksana.

Nakon 20 s pod dejstvom mikrotalasa (900 W),
sud se hladi pod mlazom hladne vode. Ova
procedura ponavlja se sve do postizanja
ukupnog dejstva mikrotalasa od 10 minuta. 5 g
usitnjene hrane za pilice i 12 ml heksana

Drasti¢no skracenje
vremena i najveca brzina
ekstrakcije u odnosu na
ekstrakciju po Soxhlet-u,
klasi¢nu i super-kriticnu
ekstrakciju. Dugotrajno
izlaganje mikrotalasima
dovodi do degradacije
artemisina.

Cetiri puta kra¢e vreme u
odnosu na konvencionalnu
metodu ekstrakcije (refluks)
kaoi veci prinos.
Elektronskom
mikroskopijom dokazano je
razaranje celija pod
dejstvom mikrotalasa.

Veci sadrzaj aktivne
komponente (timol) za oko
50 %. Prinos 1 % za 2
minuta u poredenju sa
klasichom hidrodestilacijom
gde je prinos 4,8 % za 240
minuta.

Skracivanje vremena
ekstrakcije sa 6 h na manje
od 40 min. Prema AOAC
920.39 metodi i viSe nego
dvostruko veci prinos u
poredenju sa ultrazvuénom
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Artemisinin

Solanesol

Ulje

Ukupno ulje

Hao et al.,
2002

Zhou i Liu,
2006

Bendahou
et al., 2008

Mahesar et
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Osuseni 25 s ulju€en izvor mikrotalasa (do temperature
koren Salvia  od 80 C) nakon toga po 2 s uklju ¢enja radi
miltiorrhiza zagrevanja i 10 s isklju¢enja radi hladenja do
bunge ukupnog vremena ekstrakcije (5 minuta). 95 %

(v/v) ethanol, metanol, aceton, n-butanol, etil
acetat, n-butil acetat i glacijalna sir¢etna
kiselina, odnos biljni materijal-rastvara¢ 1:10
g/ml.

ekstrakcijom.

Isti prinos tanSinona se Kriptotansinon,
dobija nakon 2 minuta tanSinon | i
mikrotalsne, 75 minuta tansinon 1A

ultrazvuéne, 90 miuta
Soxhlet ekstrakcije, 45
minuta zagrevanja sa
refluksom ili 24 h klasi¢ne
ekstrakcije na sobnoj
temperaturi.

Pan et al.,
2002

T Rosmarinus officinalis, Vitex agnus—cactus, Origanum dictamnus, Origanum majorana, Syrax officnalis, Teucrium polium
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3.2. Ekstrakcija évrsto-te éno

Ekstrakcija ¢vrsto-te€no je operacija prenosa mase kojom se jedna ili viSe supstanci
izdvaja iz ¢vrstog materijala pomocu pogodnog rastvarata (Ponomarev, 1976). Jedan deo
¢vrstog materijala, koji, po pravilu, sadrzi Zeljenu supstancu, rastvara se u rastvaracu, a zatim
se rastvor odvaja od iscrplienog, nerastvornog dela &vrstog materijala. Cvrst materijal je
najcesce hiljna ili mineralna sirovina, dok se voda, organski rastvaraci i rastvori kiselina, baza
i soli koriste kao rastvaraci. Deo ¢vrstog materijala koji se rastvara predstavlja ekstraktivne
materije, dok se dobijeni rastvor naziva ekstrakt ili lug (Veljkovi¢ i Milenovié, 2002). Efikasnost
ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz biljnih materijala zavisi u mnogome od rastvorljivosti,
stabilnosti i funkcionalnih grupa Zeljene komponente. Ekstrakciona tehnika, kako za dobijanje
sirovog (nepreradenog) ekstrakta tako i za preciS¢avanje, mora biti odabrana tako da
onemoguci razlaganje Zeliene komponente, kao i bo¢ne i nepozeljne reakcije (Silva et al.,
1998).

Faktori od kojih zavisi kinetika i efikasnost procesa ekstrakcije su (Ponomarev, 1976):

e o0sobine i kvalitet biljnog materijala (geografsko poreklo, sadrzaj vlage, sadrZaj
aktivnih materija, stepen usitnjenosti, poroznost biljne sirovine i dr.),

» rastvara¢ (polarni ili nepolarni),

e vreme trajanja ekstrakcije,

e temperatura procesa ekstrakcije i

» tehnika ekstrakcije.

3.2.1. Osobine biljne sirovine

3.2.1.1. Izbor, prikupljanje i identifikacija biljn  og materijala

Od biljnih sirovina koriste se kultivisane ili divlje rastuée lekovite, aromati¢ne,
poljoprivredne, bastenske ili vrtne, sveZe, suve biljke, njihovi delovi i meSavine (rizom, koren,
stablo, grancice, grane, pupoljci, li5¢e, cvetovi, plodovi, seme, nadzemni delovi) (Stankovic,
2002). lIzbor biline vrste vrdi se na osnovu hemijskog sastava, medicinskog dejstva,
etnofarmakoloSkih i hemotaksonomskih podataka ili prema geografskom poreklu. Izbor biljne
vrste moze hiti i potpuno slu¢ajan, ali to nosi rizik od ponavljanja postojeéih istraZzivanja
(Jones i Kinghorn, 2006; Silva et al., 1998). Naj¢eS¢e birane bilje vrste interesantne su sa
medicinskog aspekta ili su to one o kojima ima malo raspolozivih podataka u literaturi.
Najnoviji pristup u odabiru biljne vrste uklju€uje upotrebu kompjuterskog selekcionog metoda

(L.I.S.T. — Literature Information Selection Technique) koji na osnovu podataka o biolo3koj
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aktivnosti, botanigkih &injenica i hemotaksonomskih informacija koriste¢i NAPRALERT® bazu
podataka vrSi selekciju. Taksonomska identifikacija, pravljenje herbarijumskih uzorka i
vaucera u pocetnoj fazi fitohemijskih istrazivanja je veoma vazna jer moze pomoci u kasnijoj
identifikaciji komponenta kao i obezbedivanju reproducibilnosti rezultata (Silva et al., 1998).
Ubrani primerci billke moraju biti neoSte¢eni i zdravi, jer mikrobna infekcija moze
dovesti do promene metaboli¢kih proizvoda uz formiranje fitoaleksina (Krishnaswamy, 2003;
Silva et al., 1998). Profil sekundarnih metabolita u biljnom materijalu moZe veoma varirati, u
kvalitativnom i kvantitativnom smislu, u zavisnosti od stepena razvoja, starosti biljke i uslova
rasta (klima, nadmorska visina, zemljiSte). Razli€iti biljni delovi proizvode i akumuliraju
razli¢ite grupe sekundarnih metabolita, pa su tako, flavonoidi uglavnom prisutni u cvetu i listu,
tropanski alkaloidi u korenu, dok su seskviterpenski laktoni i etarska ulja ograni¢eni na

Zlezdane c¢elije i dlacice.

3.2.1.2. SuSenje i €uvanje biljnog materijala

Svez i ravnomerno rasporeden biljni materijal susi se na vazduhu, na sobnoj
temperaturi (do 30 °C) za$tiéen od sunéeve svetlosti (UV zracenje moZe dovesti do
nepozeljnin hemijskih reakcija i transformacija) (Silva et al., 1998). KoriS¢enjem solarnih
sistema u procesu susenja ostvaruje se uSteda energije, dobar kvalitet suSenog materijala i
optimalno vreme suSenja (Tolmac¢, 2004). Gusto pakovanje svezeg biljnog materijala (veliki
sadrzaj vode, minimalna cirkulacija vazduha) moze dovesti do razvoja mikroorganizama,
samozagrevanja i pojave fermentacije (Silva et al., 1998). U slu¢ajevima kad je neophodno
koristiti svez biljni materijal, neposredno nakon ubiranja, biljni materijal treba potopiti na kratko
u metanol ili etanol kako bi se inaktivirali enzimi i sprecili enzimski procesi koji po€inju odmah
po ubiranju biljnog materijala ili tokom sitnjenja (Jones i Kinghorn, 2006). U pojedinim
sluajevima se preporucuje odvajanje delova biljke i njihova posebna obrada, zbog razli¢itog
sadrzaja ulja i razliitog hemijskog sastava (Silva et al., 1998).

Propisno osuSen biljni materijal pakuje se u razli¢itu ambalazu (papirne, jutane ili
platnene vreée, odnosno sanduci i kutije od kartona, drveta, metala, plastike) zavisno od
koli¢ine i vrste bilinog materijala. Dobro zapakovan osuseni biljni materijal se ¢uva na suvom
mestu, u provetrenim prostorijama zasSti¢en od uticaja sunca. Relativna vlaznost vazduha u
skladiStima bi trebala biti ispod 60 %, a temperatura ne viSa od 25 € (Ph. Jug. V, 2002).

Prime¢eno je da se tokom c&uvanja svezeg biljnog materijala neke bioaktivhe
komponente mogu razgraditi. Tako, na primer, kod ruzmarina karnosolna kiselina se
delimi¢no razlaze i prelazi u karnosol ili u druge diterpene, kao 5to je rosmanol (Yanishlieva et
al., 2006), a u slu¢aju ploda muskatnog oraha, duzim cuvanjem povecava se sadrzaj
miristicina dok se sadrzaj isparljivih jedinjenja smanjuje (Krishnaswamy, 2003). Cuvanjem
spanac¢a na 4 € u toku jedne nedelje ne menja se sadrzaj glavnih flavonoida i fenolnih

jedinjenja (Bottino et al., 2009), dok se ¢uvanjem na ambijentalnoj temperaturi za tri dana

36



Doktorska disertacija /vana Karabegovic

gubi oko 90 % vitamina C (Diplock et al., 1998). Kod sitnog bobiastog voc¢a (jagoda, malina,
borovnica), Euvanjem na temperaturama od 0 do 30 T u toku 8 dan a, povecavaju se sadrzaji
fenola, antocijana i vitamina C, kao i antioksidativna aktivnost, jer metaboli¢ki procesi

nastavljaju da teku i dalje (Kalt et al., 1999).

3.2.1.3. Stepen usitnjenosti biljnog materijala

Za usitnjavanje biljnog materijala moze se koristiti razli¢ita oprema, od mlinova za
zacCine i kafu, blendera, do seliva, makaza i noZzeva (Silva et al., 1998), dok je kvalitet
usitnjavanja odreden veli¢inom &estica, povrSinom cZestica i brojem razorenih celija
(Ponomarev, 1976). Vazno je u slu€aju termolabilnih i lako isparljivih sekundarnih metabolita
izbeéi ovu fazu kako bi se izbegao gubitak Zeljenih bioaktivnih komponenti. U takvim
slu¢ajevima, biljni materijal moze biti zamrznut upotrebom teénog azota i usitnjen u avanu
neposredno pre upotrebe (Silva et al., 1998). Stepen usitnjenosti biljne sirovine ima veliki
uticaj na efikasnost ekstrakcije jer se razaranjem celija koje nose bioaktivne materije
povecava kontaktna povrSina bilini materijal-rastvara¢ i smanjuje otpor prenosu mase, a
samim tim olakSava i ubrzava proces ekstrakcije. Iz razruSenih éelija proces ekstrakcije je
nekoliko puta brzi i zavisi od hidrodinamickih uslova, dok je proces difuzije iz nerazruSenih
Celija sporiji i zavisi od koeficijenta prenosa mase unutar biljnog materijala. Efikasnost
ekstrakcije u periodu brze ekstrakcije odredena je koli¢inom materije koja slobodno difunduje
iz razruSenih celija. Ako je u usitnjenoj materiji broj razruSenih éelija mali, proces ekstrakcije
je usporen i odreden je brzinom difuzije materije iz biljnog materijala. U tehnoloSkim
istraZivanjima odreduje se povrSina jedinice mase ¢vrstog materijala, tzv. specificna povrsina,
koja predstavlja povrSinu kontakta izmedu cestica usitnjene biljne sirovine i rastvaraca

racunatu po jedinici mase biljnog materijala (Ponomarev, 1976).

3.2.1.4. Bubrenje i adsorpciona sposobnost biljne s irovine

U opStem slucaju, ekstrakcija ¢vrsto-teéno odvija se u dve faze: najpre kvaSenje i
bubrenje materijala, a zatim ekstrakcija (Ponomarev, 1976), pri ¢emu pod bubrenjem
podrazumevamo sposobnost biljnog materijala da u kontaktu sa rastvara¢em povecava svoju
masu i zapreminu (World Health Organization, 1998), Sto je opisano apsorpcionim
koeficijentom K istepenom bubrenja a (Plyusnin i Tikhonova, 1996).

U sluaju ekstrakcije suvog biljnog materijala, proces je slozeniji jer mu prethodi faza
kvaSenja i bubrenja celija biljnog materijala, a zatim rastvaranje sasuSenih ekstraktivnih
materija unutar ¢elija, dok u slu€aju svezeg biljnog materijala rastvara¢ odmah rastvara i
ispira ekstraktivne materije sa povrSine razorenih biljnih ¢éelija, a ekstraktivne materije iz
unutrasSnjosti nerazorenih biljnih ¢elija prenose se difuzijom kroz membranu biljnih ¢elija, a

zatim dalje u masu rastvora (Ponomarev, 1976).
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Dodavanjem povrSinski-aktivnih materija (na primer Tween-20) brzina bubrenja raste.
Ispitivanjem procesa bubrenja u vodeno-etanolnim rastvorima, opazena je najveca brzina u
prvihn 10 minuta, posle ¢ega se proces usporava (Vinatoru, 2001). Bubrenje biljne sirovine
treba izvoditi zagrejanim rastvaracem, da bi se skratilo vreme bubrenja (2-3 puta).

Pri bubrenju se zapaza kretanje rastvara¢a unutar ¢elija biljne sirovine i uvec¢anje
zapremine celija sirovine. Brzina kretanja rastvaraca unutar biljne sirovine raste sa
povecanjem temperature. Osim temperature, na brzinu prodiranja rastvarata moZze uticati i
pritisak. Brzina prodiranja rastvaraa u biljnu sirovinu je ograni¢ena prisustvom vazduha u
kapilarama i ¢elijama biljnog tkiva. Analogna pojava opaza se pri vakumiranju biljne sirovine.
Brzina kretanja rastvaraca kroz sirovinu raste ako se vazduh zameni lako rastvornim gasom
(uglienik(IV)-oksid ili amonijak). Na apsorpcionu sposobnost sirovine utiCe i stepen

usitnjenosti biljne sirovine (Ponomarev, 1976).

3.2.1.5. Relativha gustina, zapreminska i nasipna m  asa biljne sirovine

Relativna gustina biljne sirovine predstavlja odnos gustine biljne sirovine i gustine
vode, dok je zapreminska masa odnos mase prosuSene biljne sirovine i njene zapremine.
Zapreminska masa se odreduje potapanjem izmerene biljne sirovine u te€nost, a nasipna

masa merenjem zapremine izmerene porcije biljne sirovine (Ponomarev, 1976).

3.2.1.6. Mehani ¢ke osobine biljne sirovine

U mehanicke osobine biljne sirovine spadaju: unutraSnje i spoljaSnje trenje,
elasticnost, pocetni otpor rezanju ili drugim vidovima usitnjavanja (Ponomarev, 1976).
Unutrasnje trenje se javlja izmedu Cestica biljne sirovine i karakteriSe njihovu sposobnost
premestanja. Veli¢ina unutraSnjeg trenja se izraZzava kroz veli€inu ugla prirodnog nagiba, koiji
odreduju geometrijski parametri konusa, a koji se obrazuje pri slobodnom nasipanju Cestica
na ravnu povrsinu. Ugao, pri kojem telo ostaje nepokretno na povrsini, naziva se ugao trenja.
Veli€ina ugla prirodnog nagiba za jednu biljnu sirovinu menja se u zavisnosti od stepena
vlazenja. Pri kretanju biline sirovine unutar ekstrakcionih aparata znafajno je ne samo
unutradnje nego i spoljasnje trenje, tj. sposobnost biljne sirovine da klizi po povrSini aparata.
SpoljaSnje trenje se izrazava uglom nagiba povrSine pri kojem se biljna sirovina joS uvek
zadrzava na njoj. Veli¢ina ugla zavisi, kako od disperznosti i vlaZznosti biljne sirovine, tako i od
svojstava povrsine, na koju naleze sirovina. Veli¢ina ugla se menja u zavisnosti od materijala i

vlaznosti povrsine (Ponomarev, 1976).
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3.2.2. Hidrodinami ¢ki i fizi €ki uslovi

3.2.2.1. Hidrodinami €ki uslovi

Hidrodinamicki uslovi imaju uticaj na prenos mase kroz difuzioni grani¢ni sloj i u masi
rastvora. Sa povecanjem brzine strujanja rastvora oko C&estice biline sirovine, debljina
difuzionog grani¢nog sloja se smanjuje, a molekulski mehanizam prenosa u rastvoru
zamenjuje brzim, konvektivnim. Povoljniji hidrodinamicki uslovi postizu se meSanjem,
vibracijom, cirkulacijom itd. Hidrodinamicki uslovi ekstrakcije mogu se promeniti dejstvom

ultrazvuka, elektrohidrauli¢kim udarima i visokim naponom (Ponomarev, 1976).

3.2.2.2. Uloga rastvara ¢a

Izbor rastvarata od presudnog je uticaja na stepen i prinos ekstrakcije, ali i na
ekonomicnost procesa. NajceS¢e koris¢eni rastvaraCi su: etanol, glicerol, etilacetat,
propilenglikol i petrol etar, dok se drugi organski rastvaraci rede koriste zbog svoje toksi¢nosti
(Vinatoru et al., 1999). Pri izboru rastvarata treba posebno obratiti paznju na hidrofilnost,
dielektricnu konstantu, viskoznost i povrSinski napon rastvaraca (Milenovi¢, 2002). Izbor
rastvaraCa za ekstrakciju zavisi od stepena hidrofilnosti ekstraktivnih materija, prema ¢emu se
supstance koje se ekstrahuju iz biljne sirovine mogu podeliti na rastvorne u polarnim
(hidrofilne supstance), slabo polarnim i u nepolarnim (hidrofobne supstance) rastvaracima.
Polarne supstance sa visokim vrednostima dielektricne konstante, dobro se rastvaraju u
polarnim rastvaradima i obratno (Ponomarev, 1976).

Veliki uticaj na rastvorljivost i brzinu difuzije ekstraktivnih materija imaju viskoznost i
povrSinski napon. Povecanje viskoznosti proporcionalno smanjuje koeficijent difuzije, dok se
smanjenje povrsSinskog napona povoljno odrazava na brzinu ekstrakcije. Radi smanjenja

povrSinskog napona obic¢no se dodaju razli¢ite povrsinski aktivne supstance.

3.2.2.3. Uticaj temperature

Sa povecéanjem temperature smanjuje se viskoznost rastvaraca, povecava koeficijent
difuzije bioaktivnih materija kroz rastvara¢, skra¢uje vreme bubrenja i prodiranja rastvaraca u
Celije biljnog materijala, dok se pri temperaturi klju€anja rastvaraca znacajno poboljSavaju
hidrodinamicki uslovi, Sto sve pozitivno uti¢e na proces ekstrakcije (Huie, 2002; Ponomarev,
1976). Ekstrakcija se ubrzava prethodnim zamrzavanjem biljne sirovine Sto dovodi do

razaranja strukture ¢elija (Ponomarev, 1976).
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3.2.2.4. Uticaj elektri énog, elektromagnetnog i magnetnog polja

U elektricnom polju povecava se koeficijent prenosa mase nekoliko puta, dok se
koeficijent prenosa toplote poveéava u pojedinim slu€ajevima i do deset puta, generiSe se
mikrocirkulacija u elektricnom polju, Sto sve uti¢e na povecanje prinosa i dovodi do skra¢enja
vremena ekstrakcije (Belaya et al., 2006; Stankiewicz, 2006). Dodatna optimizacija
elektroekstrakcije postize se odabirom rastvaraca vecée elektricne provodljivosti, $to pozitivho
uti¢e i na kvaSenje i bubrenje biljnog materijala (Gribova et al., 2008).

Kada se izloZze dejstvu kombinacije elekttinog i magnetnog polja (mikrotalasima),
dipolarni molekuli rotiraju velikom brzinom, a kao rezultat trenja koje nastaje generiSe se
toplota. Ovaj efekat zavisi od dielektri¢nih osobina materije, odnosno sposobnosti materijala

da apsorbuje mikrotalase i prevodi ih u toplotu (Stankiewicz, 2006).

3.3. Mehanizam i kinetika ekstrakcije  évrsto-te éno

Pri ekstrakciji vrsto-tecno rastvara¢ natapa biljni materijal kroz kapilare i meduéelijski
prostor dolazeéi u kontakt sa povrsinom c¢elijskih zidova biljnog materijala (Meireles, 2008).
Prenos ekstraktivnih materija vrSi se difuzijom kroz celijski rastvor i celijski zid, a brzina
prenosa mase zavisi od broja i veli€ine pora u ¢elijskom omotacu i debljine ¢elijskog omotaca
koja zavisi od biljne vrste i organa. Materijal ¢elijskih zidova odlikuje se uglavnom hidrofilnim
osobinama (Ponomarev, 1976). Usitnjavanje biljnog materijala pove¢ava kontaktnu povrSinu
izmedu rastvaraca i biljnog materijala i skracuje put ekstraktivnih materija kroz Cestice do
granice faza, dok poviSena temperatura povecava rastvorljivost supstanci, 5to sve pozitivno
uti¢e na brzinu difuzije i proces ekstrakcije (Meireles, 2008; Ponomarev, 1976). Zbog vazduha
koji se nalazi u kapilarama i ¢elijama biljnog materijala, vreme prodiranja rastvarata moze biti
veoma veliko. Istovremeno sa prodiranjem rastvaraca u biljnu sirovinu, odigrava se i proces
kvaSenja koji zavisi od hemijske sli€nosti ekstraktivnih materija i rastvara¢a. PovrSinski
aktivne supstance poboljSavaju proces kvaSenja i prodiranja rastvarata u biljnu sirovinu
(Ponomarev, 1976).

Pojednostavljeno, mehanizam procesa ekstrakcije ekstraktivnin materija iz biljne

sirovine moze se opisati kroz dve faze (Ponomarev, 1976; Stankovi¢ et al., 1994):

» ispiranje (brza ekstrakcija) - neposredno po potapanju biljnog materijala u rastvarac
dolazi do brzog ispiranja i rastvaranja ekstraktivnih materija koje se nalaze na povrsini
bilinog materijala. Brzina ove faze zavisi od rastvorljivosti ekstraktivnih materija u
rastvaracu i hidrodinamickih uslova u suspenziji, i

« unutraSnja difuzija (spora ekstrakcija) — rastvaranje ekstraktivnih materija i njihova
difuzija iz unutrasSnjosti nerazorenih éelija biljnog materijala prema spoljasnjoj povrsini,
kroz celijsku membranu, a od spoljaSnje povrSine €estica kroz grani¢ni sloj u masu

rastvora.

40



Doktorska disertacija /vana Karabegovic

Difuzija ekstraktivnih materija kroz unutrasnjost Cestica biljne sirovine je, po pravilu,
najsporija faza, dok je rastvaranje ekstraktivnih materija relativho brz proces i on uglavhom
ne utice na brzinu &itavog procesa (Ponomarev, 1976). Veli¢ina Cestica biljnog materijala
jedan je od faktora ¢ijim se variranjem bitno i lako uti¢e na koeficijent difuzije u slu¢ajevima
kada je difuzija rastvorka kroz unutraSnjost Cestica veoma spora (Murav'ev et al., 1973;
Ponomarev, 1976), dok se u slu¢ajevima kada je difuzija ekstraktivnih materija sa povrsine
Cestica prema rastvoru limitirajuci faktor potrebno obezbediti intenzivnije meSanje suspenzije
(Ponomarev, 1976).

Ovakav mehanizam je potvrden u slu€aju klasi¢ne ekstrakcije rezinoida kokotca
(Melilotus officinalis L.) (Stankovi¢ et al., 1994) i kantariona (Hypericum perforatum L.)
(Milenovic¢ et al., 2002), kao i u slu¢aju klasi¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije ekstraktivnih materija
iz listova bokvice (Plantago major L.) (Stanisavljevi¢ et al., 2008), nadzemnih delova ehinacee
(Echinacea purpurea) (Stanisavljevi¢ et al., 2009a), divljeg (Artemisia vulgaris L.) i poljskog
(Artemisia campestris L.) pelina (Stanisavljevi¢ et al., 2011), obi¢ne (Salvia officinalis L.) i
lepljive (Salvia glutinosa L.) zalfije (Veli¢kovi¢ et al., 2006), listova Cuvarkuée (Sempervivum
marmoreum) (Stoji€evic et al., 2008) i ulja iz semena duvana (Stanisavljevic et al., 2007).

MatematiCki opis ekstrakcije Cvrsto-te€no veoma je sloZzen zbog sloZzenosti samog
procesa prenosa mase ekstraktivnih materija iz unutrasnjosti €estica biljnog materijala u masu
rastvora, ali se znatno pojednostavljuje primenom uprosc¢enih fizickih modela, od kojih se
najceScée koriste model zasnovan na nestacionarnoj difuziji u biljnom materijalu i model
zasnovan na teoriji filma (Ponomarev,1976). Ovi modeli su bazirani na upro$¢enim opisima
difuzije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u rastvor, s tim Sto prvi uzima u obzir i
ispiranje ekstraktivnih materija sa povrsine €estica biljne sirovine. Zbog fizicke zasnovanosti,
relativne jednostavnosti i dobrog slaganja sa eksperimentalnim podacima modeli zasnovani
na teoriji filma i nestacionarne difuzije kroz &vrst materijal ve¢ su uspesno kori&ni ne samo za
opisivanje procesa klasie (Kitanovt et al., 2008; Veljkowi i Milenovi¢, 2002) nego i ultrazvine
(Kitanovi¢ et al., 2008 Stanisavljevi¢ et al., 2007; Stanisavljevi¢ et al., 2008; Stanisavljevi¢ et
al., 2009a; Stanisavljevi¢ et al., 2011; Stojicevi¢ et al., 2008; Velickovic et al., 2006) ekstrakcije
viSerazli¢itih biljnih materijala.

Empirijske jednacine se takode primenjuju za modelovanje procesa u inzenjerskoj
praksi iako nemaju fizi€ku osnovu i predstavljaju samo matematicki opis promene koli¢ine
ekstraktivnih materija u biljnoj sirovini ili teénom ekstraktu tokom ekstrakcije (Kitanovic et al.,
2008; Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002). Do sada su empirijski modeli, kao Sto su: ortogonalna
polinomna jednacina, hiperbolna jednacina, Freundlich-ova jednacina, Weibull-ova jednacina i
modifikovana Elovich-ova jednacina, uspesno koris¢eni za modelovanje luZenja razlicitih
supstanci iz ¢vrstih materijala (Buci¢-Koji¢ et al., 2007, Kim et al., 2002; Paterson et al.,
1999; Plecas, 2003; Seidel i Zimmels, 1998; Sinclair i Peppas,1984) i za modelovanje kinetike
klasi¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije ekstraktivnih supstanci razli€itih biljnih materijala, pri ¢emu
su najmanje srednje vrednosti relativnog standardnog odstupanja zabeleZene kod Weibull-

ove i modifikovane Elovich-ove jednacine (Kitanovi¢ et al., 2008).
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3.3.1. Model zasnovan na nestacionarnoj difuziji u biljnoj sirovini

Prenos mase kroz biljni materijal pri ekstrakciji Evrsto-tec¢no odigrava se mehanizmom
difuzije, gde se brzina prenosa mase ekstraktivnih materija moZze opisati Fikovim zakonima.
Uslovi difuzije pri ekstrakciji ¢vrsto-teéno su, po pravilu, nestacionarni pa se promene
koncentracije rastvora u uslovima kada ne dolazi do hemijske reakcije opisuju jednacinom Il
Fikovog zakona Ciji diferencijalni oblik, kada se prenos mase odigrava u jednom pravcu, ima
slededi oblik (Treybal, 1985):

o _ e (3.5)

ot ox >

Jednacinu (3.5) je moguée analitiCki reSiti u sluaju prostijih geometrijskin oblika
¢vrstih estica (ravna plo€a, cilindar i sfera) integrisanjem uz primenu odgovarajucih pocetnih
i grani¢nih uslova (Veljkovi¢ i Milenovié, 2002). Kao rezultat se dobija zavisnost relativne
promene sadrzaja ekstraktivnih supstanci u biljnoj sirovini na pocetku qo, i posle nekog
odredenog vremena ekstakcije, g od vremena:

9 -@-p)ye™e (3.6)

0

Za jednostavnije izraCunavanje parametara jednaline (3.6) Kkoristi se njen
linearizovani oblik:

Ind =in@-b)-k @ 3.7)

Yo

gde je b™ - koeficijent ispiranja, a k™ - koeficijent spore ekstrakcije (Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002).

Parametri jednacine (3.7) mogu se izraCunati analiticki, pri E¢emu se odsecak i nagib
pravolinijske zavisnosti izracunavaju metodom najmanjeg kvadrata. Ovaj pristup koris¢en je
za odredivanje koeficijenta ispiranja i koeficijenta spore ekstrakcije (Ponomarev, 1976;
Stanisavljevi¢ et al., 2007; Stanisavljevi¢ et al., 2009a; Stankovi¢ et al., 1994; StojiCevi¢ et al.,
2008; Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002).

3.3.2. Model zasnovan na teoriji filma

Definisanje brzine prenosa mase ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u rastvor,
prema modelu koji se zasniva na teoriji filma, predvida da se oko Cestica obrazuje tanak
difuzioni sloj. Bilans mase ekstraktivnin materija u te€noj fazi, uz uvodenje odredenih
pretpostavki vodi sledecoj diferencijalnoj jednacini (Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002):

VdfC:%mCS —C)A (38)
dt 0
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gde je c — aktuelna koncentracija rastvora, cs — koncentracija zasi¢enog rastvora, A —
spoljaSnja povrsina Cestice, V - zapremina Cestice, J - debljina te¢nog difuzionog filma, Des —
efektivni koeficijent difuzije i t — vreme.

Na pocetku, u skladu sa pretpostavkom da se ispiranje rastvorka iz razorenih biljnih

Celija na spoljasnjoj povrSini €estica odvija trenutno, koncentracija rastvora je c,, i ako se

uvedu smene: p = Cu k = M gde je b — koeficijent ispiranja, a k — koeficijent spore
C, N
ekstrakcije, onda je:
[1—5):(1—b)[@'”ﬂ (3.9

Vrednosti koeficijenta ispiranja i koeficijenta spore ekstrakcije mogu se izraCunati iz
odsecka i koeficijenta pravca linearizovanog oblika jednacine (3.9):

|n[1—§j =In(l-b) -k [ (3.10)

S

Ovaj pristup je primenjen za izracunavanje kinetickih parametara procesa ekstrakcije
rezinoida iz kokotca (Stankovi¢ et al., 1994) i kantariona (Veljkovi¢ i Milenovié, 2002)
tehnikom maceracije, kao i ultrazvuéne ekstrakcije ekstraktivnin materija iz obi¢ne i lepljive
zalfije (Velickovic¢ et al., 2006).

3.3.3. Empirijski model — Hiperbolna jedna ¢€ina

Ovaj model se zasniva na hiperbolnoj funkciji:

t

L (3.11)
max Ks +t

c

gde je c - koncentracija ekstraktivnih materija u trenutku t, ¢, - maksimalna koncentracija
ekstraktivnih materija koja se moze posti¢i pod datim uslovima ekstrakcije, Ks — vreme posle
kojeg koncentracija ekstrakta dostize vrednost C,,/2 (Milenovi¢, 2002).

Hiperbolna jednacina je kao dvoparametarski, neeksponencijalni model, pod imenom
Peleg-ova jednacina, koriS¢ena za modelovanje kinetike ekstrakcije ukupnih polifenola iz
semenki grozda (Buci¢-Koji¢ et al.,, 2007), ukupnih rastvornih materija i polifenola iz
usitnjenog mesnatog dela grozda (Boussetta et al., 2009) kao i za modelovanje kinetike
ekstrakcije rezinoida kantariona (Kitanovi¢ et al., 2008; Milenovi¢, 2002). Ova jednacina viSe
puta je uspesno koriséena kod modelovanja kinetike hidratacije i rehidratacije razli€itih biljnih
materijala (Goula i Adamopoulos, 2009; Marques et al., 2009; Sopade i Kaimur, 1999; Vega-
Galvez et al., 2009)

Linearizovani oblik jednacine (3.11) ima oblik:

1_K 1,1 (3.12)
cC C t ¢

max max
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3.4. Dobijanje etarskih ulja

Etarska ulja dobijaju se koris¢enjem klasi¢énih metoda, kao Sto su: hidrodestilacija,
hladno presovanje i ekstrakcija rastvaracem (Bousbia et al., 2009; Skala et al., 1999; Sovilj i
Spasojevi¢, 2001).

Hidrodestilacija je opSti pojam postupka za dobijanje etarskih ulja iz biljnog materijala
koja se moze izvesti na tri razli€ita naCina: destilacija vodom, destilacija vodom i vodenom
parom i destilacija vodenom parom (Smith et al., 2005; Sovilj i Spasojevi¢, 2001).

Kod destilacije vodom biljni materijal je sve vreme u direktnom kontaktu sa klju€alom
vodom, pri ¢emu formirana vodena para odnosi aromatiéne komponente iz materijala. Pored
relativno niskog stepena iskoriS¢enja, nedostaci ovog postupka su degradacija estara iz
biljnog materijala, Sto vodi dobijanju etarskih ulja loSijeg kvaliteta i gubitak velike koli¢ine vode
putem isparavanja. S druge strane, nastala vodena para Cesto je pregrejana, Sto otezava
kondenzaciju i razdvajanje etarskog ulja i vode. Ovakav vid hidrodestilacije se danas retko
koristi, a biljne vrste koje se podvrgavaju ovakvom tretmanu su: lavanda, timijan i ruza (Sovilj i
Spasojevi¢, 2001).

Pri destilaciji vodom i vodenom parom kontakt biljnog materijala i vode, kao i vreme
destilacije za jednu SarZu znatno je kra¢e nego u slucaju destilacije vodom, dok je potrosnja
energije za izdvajanje etarskih ulja najmanja u poredenju sa ostalim postupcima. Pored
osnovnog suda u kome se biljni materijal dovodi u kontakt sa vodenom parom i vodom,
neophodno je obezbediti separator, gde se, nakon kondenzacije pare iz procesa, razdvajaju
organska (ulje) i vodena faza, kao i parogeneratore u sluaju sudova vecih kapaciteta. Pored
visokog stepena iskoriS¢enja u ovom postupku prednost je i dobijanje ulja u €istilem obliku.
Nedostatak destilacije sa vodom i vodenom parom je ograni¢en kapacitet uredaja, Sto se
moze kompenzovati koriSéenjem vise tipskih uredaja povezanih u vidu baterije ¢ime se moze
posti¢i kapacitet i do 1000 dm?® (Sovilj i Spasojevi¢, 2001).

Destilacija vodenom parom je jedan od naj¢eSée koriS¢enih postupaka za dobijanje
etarskih ulja iz biljnog materijala. Preporucuje se u slu¢ajevima kada polazna sirovina sadrzi
relativno visok procenat etarskog ulja, kada su komponente ulja nerastvorne u vodi i stabilne
na povisenim temperaturama. Pri destilaciji vodenom parom, zasicena ili pregrejana vodena
para provodi se kroz sloj biljnog materijala, nakon ¢ega se meSavina para (voda i etarsko ulje)
kondenzuje i vrSi separacija ulja od vode u posebnom uredaju. Osim zagrevanja vodenom
parom, ceo sistem se joS moze dodatno zagrevati preko duplikatora osnovnog suda. Vreme
trajanja destilacije sa vodenom parom je najkraée od svih poznatih postupaka, a prinos
etarskih ulja visok. Destilacija vodenom parom se moZze voditi i sa manjom snagom u duzem
vremenskom periodu (Sovilj i Spasojevi¢, 2001). U pojedinim sluajevima pre podvrgavanja
parnoj destilaciji neophodan je enzimski predtretman biljnog materijala (Smith, 2005).

Ekstrakcija etarskih ulja organskim rastvaracima (petrol etar, benzen, aceton, alkohol
i dr.) se primenjuje kada biljni materijal sadrzi termolabilna jedinjenja. Obi¢no se odvija u

kolonskim uredajima. Biljni materijal se nalazi na perforiranoj pregradi i viSestruko se ispira
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organskim rastvaratem (Skala et al., 1999; Sovilj i Spasojevi¢, 2001). U rastvaradu se
rastvaraju ekstraktivne materije iz biljnog materijala, kao sto su: nearomati¢ni voskovi,
pigmenti i lako isparljive aromatiéne komponente. Dobijeni rastvor, koji sadrZi rastvarac i
rastvorene komponente, se nakon ekstrakcije filtrira. Rastvaraé se iz filtrata uklanja
destilacijom pri snizenom pritisku i temperaturi, ¢ime se dobija mirisna masa kao Zeljeni
proizvod. Mirisna masa sadrzi najéeSc¢e oko 55 % isparljivih ulja. Ona se dalje tretira etanolom
da bi se etarsko ulje odvojilo od masnih ulja i drugih nepozeljnih materija. Na ovaj nacin se
dobijaju fina etarska ulja koja se najceSc¢e koriste u industriji parfema i kozmetickoj industriji.
Voskovi, preostali nakon ekstrakcije etanolom, koriste se za proizvodinju sveca, kozmeti¢kih
krema i losiona. Prednost ovakvog postupka dobijanja etarskih ulja je u tome Sto ulja
zadrzavaju prirodan miris na billku od koje se dobijaju (Sovilj i Spasojevi¢, 2001). Prisustvo
zaostalih organskih rastvaraca moze biti problem za dobijanje ekstrakata koji se mogu koristiti
u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Skala et al., 1999).

Etarska ulja mogu se dobiti hladnim presovanjem, odnosno mehanic¢kim putem,
ukoliko su ona smeStena u perifernim rezervoarima bilijke (perikarp agruma). Na ovaj nacin
dobija se emulzija etarskog ulja i soka biljne sirovine, iz koje se etarsko ulje izdvaja
centrifugiranjem, filtriranjem, primenom enzima ili naknadnom destilacijom. Dobijeno etarsko
ulje je boljeg kvaliteta od ulja dobijenog destilacijom vodenom parom (Skala et al., 1999).

U novije vreme, razvijene su tehnike za dobijanje etarskih ulja iz biljnih materijala, a
sve u cilju skra¢ivanja vremena trajanja procesa, smanjenja koli¢ine neophodnog rastvaraca,
povecanja prinosa i poboljSanja kvaliteta etarskih ulja. Destilacija pod dejstvom mikrotalasa, u
prisustvu ili bez prisustva rastvarata (“solvent-free”) su neke od novijih tehnika koje
predstavljaju dobru alternativu postoje¢im (Bendahou et al., 2008; Flamini et al., 2007,
Lucchesi et al., 20044a, b; Presti et al., 2005; Stashenko et al., 2004b; Tigrine et al., 2006).

NatkritiCna ekstrakcija je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi na temperaturi i
pritisku iznad svojih kriti€nih vrednosti, odnosno u natkriticnom stanju. Ovaj nacin ekstrakcije
se pokazao kao efikasan za izolaciju supstanci srednjih molekulskih masa i relativno male
polarnosti, a dobijeni proizvodi su visokog kvaliteta, oslobodeni zaostalog rastvaraca i
degradacionih produkata. NajéeSc¢e koriS¢en rastvara¢ u procesima natkriticne ekstrakcije je
ugusceni ugljen-dioksid, zbog toga Sto je hemijski €ist, nereaktivan, netoksi€an, nekorozivan,
nezapaljiv i neeksplozivan, bez ukusa i mirisa, ekonomian i lako dostupan, ne predstavlja
zagadenje za okolinu, a vrednosti kriti€nih parametara (temperatura 304 K i pritisak 7,38
MPa) su takve da omogucuju ekstrakciju na niskim temperaturama i njegovo lako odvajanje
od ekstraktivnin materija (GliSi¢ et al., 2006; Skala et al., 2002). Rastvorljivost polarnijih
supstanci u natkriticnom ugljen-dioksidu moZe se poboljSati dodatkom malih koli¢ina drugih
polarnih supstanci (kosolvenata). Osnovna prednost natkriti¢ne ekstrakcije u odnosu na druge
vidove separacija je Sto se ona izvodi na umerenim temperaturama, te se moze primeniti na
separaciju slabo isparljivin i termi¢ki degradabilnih jedinjenja. Stoga je ovaj nacin ekstrakcije
od posebnog interesa za prehrambenu, farmaceutsku industriju i biotehnologiju (Skala et al.,
2002).
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3.4.1. Mikrotalasna ekstrakcija etarskih ulja

Mikrotalasi se uspeSno mogu primeniti u izolaciji etarskih ulja sa i bez prisustva
rastvaraCa pri atmosferskom pritisku, pri éemu se drasti¢no skracuje vreme trajanja procesa,
Stedi energija (Bendahou et al., 2008; Bousbia et al., 2009; Flamini et al., 2007; Lucchesi et
al., 2004a; Lucchesi et al., 2004b), dobija manje otpadnih materija, povecava antimikrobna i
antioksidativna aktivnost ulja i dobija kvalitetnije ulije sa vecim sadrzajem oksidovanih
komponenti (Bousbia et al., 2009). Primenom mikrotalasa u okviru predtretmana biljnog
materijala postize se isti prinos za znatno krace vreme, Sto je pokazano u sluéaju dobijanja
etarskog ulja iz drvnog zelenila Cetinara (jela, smréa, bor, kleka i duglazija) (Balaban-
Marjanovi¢ i Mileti¢, 2005). Poredenjem razli¢itih tehnika ekstrakcije (troGasovna destilacija
vodenom parom, osmominutna mikrotalasna i tridesetominutna super-kriti€na ekstrakcija)
etarskog ulja iz svezih delova tri razliCite vrste bosilika najbolji prinos dobijen je parnom
destilacijom, dok ulja dobijena mikrotalasnom ekstrakcijom imaju najmanji sadrZaj eugenola,
a najveci sadrzaj 1,8-cineola i seskviterpena (De Vasconcelos Silva et al., 2004). Parnom
destilacijom etarskog ulja lavande u trajanju od 90 minuta dobija se ulje istog sastava i
kvaliteta kao ulje dobijeno destilacijom pod dejstvom mikrotalasa u trajanju od 10 minuta
(Chemat et al., 2006). Povecanjem efektivne snage mikrotalasa povec¢ava se prinos etarskog
ulja i brzina destilacije u sluaju ekstrakcije osusenih listova lovora (Glnes i Alma, 2008),
Cubure, vreska (Rezvanpanah et al., 2008) i ruzmarina, ali prevelika snaga mikrotalasa moze
dovesti do gubitaka isparljivih komponenti etarskih ulja (Bousbia et al., 2009).

Dejstvu mikrotalasa sistem moZe biti podvrgnut u specijalnim ekstraktorima (Chemat
et al., 2006; Iriti et al.,, 2006) ili u modifikovanim mikrotalasnim pec¢nicama namenjenim
domacinstvu (tabela 3.3).

Novi koncept u izolaciji etarskih ulja je kombinacija mikrotalasa sa suvom
destilacijom, ,solvent free* mikrotalasna destilacija. Za izdvajanje prvih kapi ulja u slu¢aju
bosilika (Ocimum basilicum L.), kudrave nane (Mentha crispa L.) timijana (Thymus vulgaris
L.), indijskog kima (Cuminum cyminum) i japanskog anisa (lllicium anisatum) (Lucchesi et al.,
2004a; Lucchesi et al., 2004b) potrebno je samo nekoliko minuta. Drastiéno skracenje
vremena trajanja destilacije zapazeno je i u slu€aju osuSenih listova origana (Origanum
glandulosum Desf.), uz duplo veci udeo aktivne komponente u ulju, timola (Bendahou et al.,
2008).
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Tabela 3.3 Pregled primene mikrotalasne pecnice u destilaciji etarskih ulja

Vreme, snaga
mikrotalasa,

Materijal za tehnika destilacije, .
.. , Napomena Literatura

ekstrakciju odnos materiala za

ekstrakciju i

rastvara €a
SveZi listovi Mikrotalasna Sa porastom snage Bayramoglu
origana destilacija bez mikrotalasa povecava et al., 2008
(Origanum prisustva 5 se prinos.
vulgare L.) rastvaraca. Cetiri Vedi prinos pri svim

nivoa snage nivoima snage u

mikrotalasa:100 %
(622 W), 80 % (498
W), 60 % (373 W) i
40 % (249 W).
Ekstrakcija je trajala
do prestanaka
izdvajanja ulja.
Mikrotalasna
destilacija bez

poredenju sa
hidrodestilacijom.

Osuseni listovi
lovora

Vreme trajanja procesa Bayramoglu
bilo je 195, 1301 85 et al., 2009

(Laurus nobilis prisustva minuta za

L.) rastvaraca. Dva hidrodestilaciju,
nivoa snage mikrotalasnu
mikrotalasa 622 i destilaciju bez
249 W. 150¢g prisustva rastvaracana

osusSenih listova

na 249 Wi622 W,

potoplienojenalh
u 700 ml vode,
nakon ¢ega je viSak

respektivno. Sva ulja
imala su iste vrednosti
indeksa refrakcije i

vode odliven. specificne gustine.
SusSeni listovi 20 minuta pri snazi  Veci prinos ulja za Bendahou et
origana 0od 850 W. 25¢g krace vreme. Veci al., 2008
(Origanum suvog biljnog prinos aktivne
glandulosum) materijala potapa se komponente (timol).

u 60 ml vode, nakon Veca antibakterijska i

60 minuta voda se  antifugalna aktivnost

ocedi a nakvaseni ulja dobijenog pod

biljni material dejstvom mikrotalasa.

podvrgava

ekstrakciji.
SvezZi nadzemni 60 minuta pri snazi  Za duplo krace vreme  Golmakani i
delovi timijana od 990 W. veci prinos uz tri puta  Rezaei, 2008
(Thymus. Hidrodestilacija. manji sadrzaj olova u
vulgaris L.) 60 g biljnog ulju dobijenom pod

materijala i 1200 ml  dejstvom mikrotalasa.

dejonizovane vode.
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Osuseni listovi
lovora (Laurus
nobilis L.)

Svezi listovi
cimeta
(Cinnamomum
iners)

Osuseni listovi
vreska (Satureia
hortensis) i
vreska (Satureja
montana)

OsusSeni plodovi
Xylopia
aromatica L.

Svezi listovi
lantane (Lippia
alba Mill.)

20 minuta, tri nivoa
snage mikrotalasa
(300, 600 i 900 W),
50 g biljnog
materijala i 100 ml
vode.

Hidrodestilacija (3
h), 50 g biljnog
materijala i 300 ml
vode.

200 g boiljnog
materijala, 30
minuta (800 W).
Hidrodesilacija (700
g biljnog materijala,
5 h). Clevenger-tip
aparata.

Tri nivoa snhage
mikrotalasa: 220,
4401660 W.
Hidrodestilacija je
trajala do
prestanaka
izdvajanja ulja.
Clevenger-tip
aparata. Solvimodul
1:20 g/ml,

100 g biljnog
materijala i 2 | vode,
30 minuta pri
maksimalnoj snazi
(800 W).
Hidrodestilacija, 2 h,
500 g biljnog
materijala i 4 | vode.
Destilacija pod
dejstvom
mikrotalasa bez
prisustva
rastvaraca.
NatkritiCna
ekstrakcija ulja.

30 minuta pri
maksimalnoj snazi
(800 W).
Hidrodestilacija.
100 g biljnog

Glnes |
Alma, 2008

Prinos nakon 20
minuta maniji u
poredenju sa
hidrodestilacijom.
Povecanjem snage
mikrotalasa povecava
se prinos etarskog
ulja. Vedi sadrzaj
monoterpena

u ulju dobijenom pod
dejstvom mikrotalasa.

Veci prinos za krace
vreme. Dobijena ulja
razlikuju se po
sastavu, ali pokazuju
istu antioksidativnu
aktivnost.

Phutdhawong
et al., 2007

Povecanjem snage
mikrotalasa ubrzava
se proces destilacije, a
najveci prinos dobija
se pri navec¢oj snazi.

Rezvanpanah
et al., 2008

Stashenko et
al., 2004a

Dobijena ulja sli¢nog
su sastava i kvaliteta
sem ulja dobijenog
pod dejstvom
mikrotalasa bez
prisustva rastvaraca,
ujedno ovaj prostupak
najkrace traje, ¢ak
Cetiri puta krac¢e od
trajanja
hidrodestilacije.

Stashenko et
al., 2004b

Sastav ulja dobijen
mikrotalasnom i
klasicnom
hidrodestilacijom je
sli¢an, ali se isti prinos
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materijala i 1000 ml
vode.

Kim (Cuminum 30 minuta pri snazi

cyminum L.) i od 85 W (100 €)
kineski bodljikavi uz meSanje.

jasen Hidrodestilacija. 50
(Zanthoxylum g biljnog materijala i
bungeanum 300 ml

Maxim.) dejonizovane vode.

Destilacija bez

prisustva rastvaraca

100 g biljnog
materijala sa
dodatkom 20 g

dobro apsorbujuceg

mikrotalasnog
medijuma (CIP).

dobija za Cetiri puta
krace vreme.

Uz mikrotalase proces
se duplo skracuje.
Dodatak dobro
apsorbujuceg
mikrotalasnog
medijuma umesto
vode, dodatno
skracuje proces u
poredenju sa
mikrotalasnom
destilacijom bez
prisustva rastvaraca.

Wang et al.,
2006
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4. Analiza bioaktivnih komponenti biljnih proizvoda

Prouc¢avanije prirodnih proizvoda predstavlja multidisciplinarnu nauku u ¢ijem fokusu
je kvalitativna i kvantitativna analiza biljnih proizvoda, mehanizmi delovanja, interakcije sa
makromolekulima i potencijalna toksi¢nost, kao i tehnike izolovanja i stabilnosti bioaktivnih
jedinjenja. Ova prou€avanja vazan su deo strategije vezane za ocuvanje biodiverziteta,
otkrivanje novih lekova i poboljSanje kvaliteta Zivota siromasnih seoskih zajednica (Alviano i
Alviano, 2009). Potraga za novim, farmakoloSki aktivnim, agensima dobijenih iz prirodnih
izvora kao Sto su biljni ekstrakati dovela je do otkri¢a mnogih klini¢ki korisnih lekova kaiji igraju
vaznu ulogu u lecenju ljudskih bolesti. Lekovi prirodnog porekla su podeljeni na: prave
prirodne proizvode, proizvode izvedene semisintetski iz prirodnih proizvoda i sintetske
proizvode na bazi modela prirodnih proizvoda. Oko 60 % antiinfektivnih i antikancerogenih
agenasa, koja su komercijalno dostupna ili su u kasnim fazama klini¢kih ispitivanja, prirodnog
su porekla (Shu, 1998). Medutim, procenjeno je da je samo 5-15 % od oko 250000 vrsta viSih
biljaka detaljno ispitano do sada (Cragg et al., 1997).

Bioaktivne komponente biljnog materijala se mogu kvalitativno i kvantitativho
odredivati primenom razli¢itih tehnika, od kojih se naj¢eS¢e koriste spektroskopske
(ultraljubi¢asta, infracrvena, nuklearna magnetna rezonanca), hromatografske (GC, TLC,
HPLC) i razne standardne instrumentalne metode (polarimetrija, refraktometrija i mnoge
druge) (Stalikas, 2007).

4.1. Spektroskopske metode

Za rutinsko odredivanje bioaktivnih komponenti i antioksidativhe aktivnosti koriste se

brojne spektroskopske metode koje se baziraju na razliitim principima.

4.1.1. Ultraljubi €asta i vidljiva spektroskopija

Ultraljubi¢asta i vidljiva (UV VIS) spektroskopija zasnivaju se na osobini molekula da
apsorbuju elektromagnetno zracenje ultraljubi¢astog (100-380 nm) i vidljivog (380-800 nm)
dela spektra. VIS spektrofotometrija koristi se pretezno za ispitivanje neorganskih supstanci,
dok je primena UV spektrofotometrije mahom skoncentrisna na ispitivanje organskih
jedinjenja (MiSovi¢ i Ast, 1987). Postoji veliki broj laboratorijski prihvacenih i rutinskih metoda
za dokazivanje prisustva i procenu sadrZaja bioaktivnih jedinjenja u biljnim proizvodima.

Folin—Denis-ova metoda jedna je od prvih metoda za brzo odredivanje ukupnih fenola
u bilinim materijalima, a zasniva se na redukciji Folin—-Denis reagensa u baznoj sredini do
plavo obojenog kompleksa (Stalikas, 2007). Jedna od najéeSce koriS¢enih metoda za

odredivanje ukupnih fenolnih jedinjenja je originalna metoda po Folin-Ciocalteau (Prior et al.,
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2005) ili njena modifikovana forma (Singelton i Rossi, 1965), koja se zashiva na merenju
redukujuéeg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni
anjon, redukujuéi Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog jona (Fenol-MoW;;04)* (Apak
et al., 2007; MiSan, 2009):

Na,WO0,/Na,MoO, + Fenol — (Fenol-MoW;0,0)*

Mo (VI) + & — Mo (V)
(Zuto obojen) (plavo obojen)

Ovom metodom dobijaju se uglavnom vrednosti za ukupan sarZaj fenolnih jedinjenja,
koje mogu biti vece za 4,5 do 24 % od vrednosti dobijenih HPLC analizom istih uzoraka (Tsao
i Yang, 2003). Prisustvo proteina ili komponenti koji se ponaSaju kao redukuju¢i agensi
(aromati¢ni amini, sumpor dioksid, askorbinska kiselina, Cu(l), Fe(ll)) (Magalhaes et al., 2008;
Stalikas, 2007) u uzorcima moze dovesti do razlika u rezultatima u poredenju sa vrednostima
koje daje HPLC analiza (Escarpa i Gonzalez, 2001; Tsao i Yang, 2003). Metoda po Folin-
Ciocalteau koristi se za odredivanje ukupnih fenola prirodnih proizvoda, ali se zasniva na
oksido-redukcionoj reakciji, te se smatra i metodom za odredivanje ukupne antioksidativne
aktivnosti (Prior et al., 2005).

Vanilinski test specifican je za odredivanje flavan-3-ola, dihidrocalkona i
proantocijanidina koji imaju jednostruku vezu na 2,3-poziciji i slobodnu metoksi grupu na B
prstenu, koristeéi katehin kao standard (Stalikas, 2007). Reakcija 3-hidroksi i 4-keto grupe
flavonoidnih jedinjenja sa aluminijumovim (A”**) jonima, temelj je spektroskopske metode
odredivanja ukupnog sadrzaja flavonoida u ekstraktima u prisustvu drugih fenolnih jedinjenja
(Petry et al., 2001). Modifikacijom ove metode i koriS¢enjem sposobnosti fenolnih jedinjenja
da grade komplekse sa aluminijumovim (AI**) jonima nastale su metode za odredivanje
kafene kiseline i ukupnih tanina (Stalikas, 2007). Razvijene su direktne spektrofotometrijske
metode za odredivanje grupa fenolnih jedinjenja, kao Sto su fenolne kiseline i tanini ili
specificnih fenolnih komponenti kao Sto su sinapin i sinapinska kiselina (Shahidi i Naczk,
1995). Dihidroflavonoli u reakciji sa 2,4-dinitrofenilhidrazinom u kiseloj sredini grade obojene
fenilhidrazone koji se spektrofotometrijski odreduju na 486 nm koriS¢enjem pinocembrina kao
standarda (Stalikas, 2007). Kvantitativhu analizu antocijanina moguce je spektrofotometrijski
izvesti pH diferencijalnom metodom (Lee et al., 2008).

Nedostatak direktnin spektrofotometrijskih metoda kod odredivanja bioaktivnih
komponenti pripisuje se loSoj selektivnosti reagenasa i nepreciznom odredivanju sadrzaja,
medutim ove metode su i dalje svuda u Sirokoj upotrebi kao brze analiticke metode za
procenu sadrZaja bioaktivnih komponenti u biljnim proizvodima (Escarpa i Gonzalez, 2001).

Brojne spektroskopske metode koriste se i za odredivanje ukupne antioksidativne
aktivnosti Cistin komponenti, biljnih ekstrakata, hrane ili bioloSkih sistema i one se mogu
podeliti na dva tipa, one koje se zasnivaju na pracenju lipidne peroksidacije i one koje mere
sposobnost ,hvatanja“ slobodnih radikala (Sanchez-Moreno, 2002), odnosno one koje se

baziraju na reakcijama transfera vodonikovog atoma ili reakcijama primopredaje elektrona
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(Huang et al., 2005). Pregled najéeS¢e koriS¢enih metoda za odredivanje antioksidativne
aktivnosti nalazi se u tabeli 4.1 (Moon i Shibamoto, 2009; Huang et al., 2005).

Tabela 4.1 NajceS¢e koriSéene spektrofotometrijske metode za odredivanje antioksidativne

aktivnosti ,in vitro“

e ORAC (oxygen radical absorbance capacity) -

Metode bazirane na kapacitet absorpcije kiseoni  €nih radikala

transferu vodonikovo
d * TRAP (total radical trapping antioxidant parameter) -

atoma . _ .
parametar koji definiSe ukupnu sposobnost hvatanja

radikala
ROO + AH -ROOH + A’

. . » Metoda zasnovana na izbeljivanju krocina
ROO™ + LH — ROOH + L

« Inhibicija oksidacije linolne kiseline

« Inhibicija oksidacije lipida male gustine (LDL)

e TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) —

Metode bazirane na antioksidantni kapacitet izraZzen kao ekvivalent

reakcijama sa transferom
troloksa

elektrona L . o
* FRAP (ferric ion reducing antioxidant parameter) -

parameter koji definiSe sposobnost antioksidanta da
MP+e (iz AH) — AH™ + M~

b redukuje feri jon

« DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) test

* ABTS (2,2'-azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina) test

« FTC (gvoz de tiocijanat)

» Metoda zasnovana na redukciji bakra(ll)

* Metoda odre divanja ukupnih fenola sa Folin-Ciocalteu

reagensom

Veéina metoda koje u osnovi imaju transfer vodonikovog atoma zasnivaju se na
konkurentskoj reakciji izmedu antioksidanta i supstrata prema generisanim radikalima, dok
metode bazirane na transferu elektrona mere kapacitet antioksidanta u redukciji oksidanta,
koji menja boju kada se redukuje. Stepen promene boje u korelaciji je sa koncentracijom
antioksidanta u uzorku (Huang et al., 2005).

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal je zbog svoje relativho dobre stabilnosti i
lake identifikacije veoma Cesto koriS¢en standard za procenu antioksidativnih osobina (Stasko
et al., 2007). To je radikalska vrsta stabilizovana delokalizacijom elektrona, apsorbuje u
vidljivom delu spektra sa maksimumom apsorpcije na 517 nm i njena ljubiCasta boja se gubi
usled reakcije antioksidantima i nastanka odgovaraju¢eg hidrazina Zute boje (Sanchez-
Moreno, 2002).
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RH
NO, (Antioksidant) NO,
. \_ H
O.N N—N > O,N N—N
N02 R‘ N02
2,2 Difenil-1-pikrilhidrazil 2,2 Difenil-1-pikrilhidrazil
radikal (DPPH") (DPPH)

Slika 4.1 Reakcija DPPH radikala sa antioksidantom
(Adaptirano prema Moon i Shibamoto, 2009)

DPPH test baziran je na reakciji transfera elektrona, mada se uporedno deSava i
transfer vodonikovih jona (Magalhaes et al., 2008). Kao i u slu¢aju drugih metoda za
odredivanje antioksidativne aktivnosti zasnovanih na reakcijama transfera elektrona,
rastvara€ i pH vrednost sistema veoma su vazni parameti, a pokazano je i da postoji limit za
prisustvo vode u meSano vodeno-etanolim sistema. Sadrzaj vode preko 60 % smanjuje
antioksidativni kapacitet jer deo DPPH radikala, koji je generalno slabo rastvoran u vodi,
koaguliSe i postaje teSko pristupaan za reakciju sa antioksidantima (Stasko et al., 2007).
Rezultati DPPH testa se najceSce izrazavaju kao ECg, vrednost (“Efficient Concentration”)
koja se definiSe kao koncentracija supstrata dovoljna da smanji po€etnu koncentraciju DPPH
radikla za 50 %. Veca vrednost ECs, oznaCava manju antioksidativnhu aktivnost. U cilju
standardizacije dobijenih rezultata ¢esto se koristi troloks, komercijalni vitamin E, a rezultati
se izraZzavaju u troloks ekvivalentima, odnosno pg ili mmola troloksa po 100 grama uzorka
(Moon i Shibamoto, 2009).

DPPH test se smatra dobrim i jednostavnim testom za procenu antioksidativhe
aktivnosti bioaktivnih komponenti (vitamini, flavonoidi, fenoli) (Hirose et al., 2010; Stasko et
al., 2007), hrane (Sanchez-Moreno, 2002), voca, povréa (Durmaz i Alpaslan, 2007; Gonzalez-
Montelongo et al., 2010; Guo et al., 2001; Peschel et al., 2006), pi¢a, ekstrakata lekovitog i
aromati¢nog bilja (Choi et al., 2002; Gioti et al., 2009; Sanchez-Moreno, 2002; Stanisavljevi¢
et al., 2008; Stanisavljevi¢ et al., 2009a), etarskih ulja (Burits i Bucar, 2000; Tepe et al., 2006;
Yadegarinia et al., 2006).

4.1.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija se zasniva na merenju apsorpcije infracrvenog
zraCenja (iznad 760 nm) od strane uzorka i omogucava da se odredi hemijski sastav, tj.
strukturno-grupni sastav, jer su vibracione frekvencije karakteristiCne za svaku odredenu

funkcionalnu grupu (npr. za karbonilne grupe veéina traka se pojavljuje na 1650-1750 cm™, a
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za uglienik-vodonik veze se blizu 3000 cm™). Ove karakteristi¢ne vibracije se zovu grupne
frekvencije i koriste se za identifikaciju i odredivanje strukture nepoznatih Cistih jedinjenja. Ako
se promena intenziteta propusStenog infracrvenog zraenja pomoc¢u infracrvenog
spektrofotometra predstavi u zavisnosti od frekvencije i/ili talasne duzine dobija se infracrveni
spektar (Milosavljevic, 1994).

Ovo je izuzetno brza spektrofotometrijska metoda, koja u kombinaciji sa spektralnom
bankom podataka predstavlja mo¢nu metodu za analizu nepoznatih smeSa (Marston i
Hostettmann, 2009).

4.1.3. Elektron spin rezonantna spektroskopija

Elektron spin rezonancija (ESR) je spektroskopska metoda koja se zasniva na
rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnog zraenja od strane nesparenih elektrona u
homogenom magnetnom polju. Ova metoda se &esto naziva i elektron paramagnetna
rezonanca (EPR), jer se njome mogu ispitivati paramagnetne supstance, odnosno supstance
koje sadrze atome, jone ili molekule sa nesparenim elektronima (Canadanovié-Brunet et al.,
2005).

Metoda ESR omoguéuje da se odredi prisustvo i broj nesparenih elektrona u jednom
molekulu, kao i njihova raspodela. Ovakvi podaci su od narolitog znaCaja za hemiju
slobodnih radikala, te je ESR spektroskopija osnovna ekperimentalna tehnika za ispitivanje
oksido-redukcionih procesa, biradikalskih i triplet stanja molekula, strukture i reakcije
polimera, mehanizma organskih reakcija slobodnih radikala (Canadanovi¢-Brunet, 1998).

Elektron spin rezonantna spektroskopija je najsavremenija, neinvazivha, veoma
osetljiva i jedina metoda za direktnu detekciju slobodnih radikala, kojom se mogu detektovati
koncentracije slobodnih radikala nize od 10™° mol/dm?, pod uslovom da su radikali stabilni u
ispitivanom sistemu onoliko vremena koliko je potrebno da se detektuju (Tepi¢, 2009).

Homogeno magnetno polje promenljive jacine proizvodi se elektromagnetom sa
precizno izradenim polovima, a kao izvor mikrotalasnog zrac¢enja najceSce se koristi klistron.
Za analizu hidroksil, alkoksil i peroksil radikala koji su nestabilni naj¢eS¢e se primenjuje
metoda hvatanja radikala, tzv. "spin-trapping” metoda. U sistem sa reaktivnim radikalima
dodaju se odredena jedinjenja, tzv. "spin-trap"-ovi (hvataci radikala). Interakcijom prisutnih
komponenti nastaju relativno stabilni radikali, tzv. "spin-adukti”, pogodni za detekciju ESR
spektroskopijom (Canadanovié-Brunet, 1998).

Ova metoda koriS¢ena je za ispitivanje ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja
(Canadanovic-Brunet et al., 2005; Polovka i Suhaj, 2010; Raffi et al., 2000; Stoji¢evi¢ et al.,
2008), listova duvana (Morsy i Khaled, 2001), zelenog i crnog €aja (Morsy i Khaled, 2002),
vina (Stasko et al., 2006).
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4.2. Hromatografske metode

Hromatografija je zbirni naziv za grupu laboratorijskih analitickih metoda namenjenih
prvenstveno za razdvajanje, a zatim i za identifikaciju i kvantitativno odredivanje razli¢itih
supstanci koje ¢ine komponente neke smeSe. Razdvajanje komponenata smeSe zashiva se
na njihovoj razli¢itoj raspodeli izmedu dve faze koje se ne meSaju, nepokretne (stacionarne) i
pokretne (mobilne). Stacionarna faza moze biti ¢vrsta supstanca ili te€nost, a mobilna faza
mozZze biti gas ili te€nost koja prelazi preko stacionarne faze.

Hromatografske metode se generalno mogu podeliti na osnovu razli€itih kriterijuma
(mehanizam razdvajanja, priroda faza, tehnika izvodenja). Na slici 4.2 prikazana je podela

hromatografskih metoda prema prirodi mobilne i stacionarne faze (Grinberg, 1990).

Hromatografija

Gasna Tecna

| | | |
GSC GLC Kolonska Planarna

llilll I_L_l

LSC LLC BPC IEC EC TLC PC

GPC GFC

Slika 4.2 Klasifikacija hromatografskih metoda na osnovu prirode stacionarne i mobilne faze
(GSC-Gasno-¢vrsta hromatografija, GLC-Gasno-teéna hromatografija, LSC-Tecno-Cvrsta
hromatografija, LLC-Te&no-te¢na hromatografija, BPC-Hromatografija vezanih faza, IEC-

Jonoizmenjiva¢ka hromatografija, EC- Ekskluziona hromatografija, TLC-Tankoslojna
hromatografija, PC-Hromatografija na papiru, GPC- Gel permeabilna hromatografija i

GFC- Gel filtraciona hromatografija)

4.2.1. Gasna hromatografija

Gasna hromatografija (GC) je hromatografska metoda razdvajanja i detekcije
organskih jedinjenja, kod koje je mobilna faza obi¢no inertni (argon ili helijum) ili gas koji ne
reaguje sa ispitivanim uzorkom (azot) zajedno sa parama jedinjenja koja se razdvajaju. U
zavisnosti od primenjene stacionarne faze, gasna hromatografija moze biti gas-¢vrsta, koja se
koristi za razdvajanje permanentnih gasova ili ugljovodonika niske molekulske mase,
odnosno gas-te¢na hromatografija koja je daleko vise u upotrebi. Gas-te¢na hromatografija
primenjuje se za analizu svih jedinjenja koja se mogu bez degradacije prevesti u parno stanje,

a njihovo razdvajanje se zasniva na razli¢itoj rastvorljivosti para u te¢noj fazi. Stacionarna
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faza je kapilarni sloj te€nosti ravnomerno rasporeden po inertnom nosacu (u pakovanim
kolonama) ili po unutrasnjem zidu kolone (kapilarne kolone) (Milosavljevié, 1994).

Razdvajanje komponenti vrSi se u zavisnosti od fizickih i hemijskih osobina
komponenti kao i od njihovih mogu¢ih uzajamnih odnosa sa stacionarnom fazom, odnosno
punjenjem kolona, sa razliitim vremenskim zadrZzavanjem u koloni, odnosno retencionim
vremenom. Detektovanjem retencionih vremena moguéa je identifikacija pojedinih
komponenti, jer pod datim operativnim uslovima (temperatura kolone, protok nose¢eg gasa,
veli¢ina klone, koli€ina te€ne faze) ovo vreme je karakteristiéno za to jedinjenje i primenjenu
te€nu fazu. Po izlasku iz kolone, razdvojena jedinjenja, zajedno sa nosecim gasom, prolaze
kroz detektor gde se registruju kao elektrini signali. Ovako dobijena kriva zavisnosti, gasni
hromatogram, pruza podatke o broju komponenti u smeSi, njihovom kvantitativnom odnosu,
kao i o njihovoj prirodi (Cesto je moguéa potpuna identifikacija nepoznatog jedinjenja na
osnovu retencionog vremena) (Milosavljevi¢, 1994).

Ova metoda nalazi Siroku primenu u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi hrane
(Lehotay i HajSlova, 2002), hranljivih i bioaktivnih komponenti kao $to su ugljeni hidrati,
aminokiseline (Xie et al., 2010), fenolne kiseline (Ju et al., 2010), lipidi, lipofine komponente,
masne kiseline (Aluyor et al., 2009; Ratnayake i Galli, 2009; Ruiz-Rodriguez et al., 2010;
Stanisavljevi¢ et al, 2009b), etarska ulja (Pisseri et al., 2008; Veli¢kovi¢, 2003; Ye, 2009),
arome i mirisne komponente (Perez-Cacho i Rouseff, 2008; Sinhaet al., 2008), takode se
moze koristiti za utvrdivanje prisustva pesticida (Hercegova et al., 2007; Soler et al., 2008) i
vestackih zasladivaca u hrani (Zygler et al., 2009).

Na Siroku primenu ove metode u velikoj meri utie i relativno kratko vreme trajanja
analize (do desetak minuta), velika osetljivost detektora (10° — 10™ g), lako rukovanje

aparatom i jednostavnost u interpretaciji hromatograma (Milosavljevié, 1994).

4.2.2. Teéna hromatografija

Tecna hromatografija moze biti klasicna, gde se koriste velike kolone, duzine i do 60
cm, ispunjene adsorbensom kao stacionarnom fazom. Na vrh kolone nanosi se mala koli¢ina
analizirane smeSe, a zatim se kontinuirano propuSta mobilna faza &ime se postize
razdvajanje komponenti. NajéeSce se eluiranje vrSi slobodnim proticanjem rastvaraca kroz
kolonu, rede primenom vakuuma ili pod pritiskom, Sto kao rezultat ima mali protok mobilne
faze (za kolonu od 40 x 3 cm, 3-4 cm*/min) te ovu metodu &ini sporom i slabo efikasnom
(Markovi¢ et al., 1998).

Te¢na hromatografija visokih performansi, odnosno visoko pritisna tec¢na
hromatografija (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) je moderna analiticka
tehnika kod koje te&na (mobilna) faza pod pritiskom (do 10° Pa) nosi uzorak kroz porozni
medijum kolone (silikatni ili polimerni materijal veoma razudene povrSine). Uzorak nakon
razdvajanja na koloni podleze detekciji, najceSc¢e se koriste UV detektori.

U zavisnosti od interakcije analita sa povrSinom stacionarne faze zavisi vreme

zadrzavanja u koloni i razdvajanje komponenti smeSe. Vrsta stacionarne i mobilne faze, kao i
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uslovi analize razlikuju se u zavisnosti od komponenti smeSe (Kazakevich i LoBrutto, 2007).
Tako, na primer za analizu fenolnih jedinjenja vrlo Cesto koristi se reverzno fazna HPLC sa
kolonom C18 (Tsao i Yang, 2003) ili C8 (Escarpa i Gonzalez, 2001) “diode array” detektorom
i metanolni ili acetonitrilni vodeni rastvor kao mobina faza, pri éemu dodatak malih koli¢ina
mravlje, siréetne kiseline i fosfatnog pufera znatno poboljSavaju razdvajanje (Wang et al.,
2000). Ne retko, u ove svrhe koristi se binarni sistem rastvaraca, vodeni rastvor sir¢etne,
mravlje ili fosforne kiseline (mobilna faza A) i polarni organski rastvarag, uglavnom dist ili
zakiSeljeni metanol ili acetonitril (mobilna faza B). Separacija obi¢no traje do 1 h sa protokom
od 1,0-1,5 ml/min (Tsao i Yang, 2003).

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom pokazuje najvecu ta¢nost i linearnost u
Sirokom rasponu koncentracija, objedinjujuci prednosti simultane separacije i kvantifikacije Sto
je €ini jednom od naj¢eSce koris¢enih metoda. Termolabilna jedinjenja mogu biti analizirana
ovom metodom na sobnoj temperaturi.

Visokopritisna te€na hromatografija (HPLC) je izuzetno efikasna metoda razdvajanja i
kvantifikacije proteina, peptida, aminokiselina, lipida, ugljenih hidrata, steroida, vitamina
(Fallon et al., 1987), fenola, flavonoida (Biesaga et al., 2009; de Rijke et al., 2006; Pyrzynska i
Biesaga, 2009; Volpi i Bergonzini, 2006), biljnih proizvoda (Jiang et al., 2010; Marston i
Hostettmann, 2009; van Beek i Montoro, 2009; Wolfender, 2009).

4.2.3. Tankoslojna hromatografija

Tankoslojna hromatografija (TLC - Thin Layer Chromatography) jedna je od brzih i
pouzdanih metoda analize bioaktivnih komponenti biljnih materijala, koja se koristi za
dokazivanje njihovog prisustva i razdvajanje, najéesc¢e u preparativne svrhe (Reich i Schibli,
2007). Odvija se u zatvorenoj komori, na tankom sloju adsorbensa (0,1 do 0,25 mm)
naneSenom na &vrst nosac (staklene, aluminijumske, plasti¢ne plo€e), gde mobilnu fazu &ine
odabrani rastvaradi ili smeSa rastvaraa (najéeS¢ée organskih, niske polarnosti) i njihove
zasi¢ene pare (Wall, 2005).

Na osnovu jedno- i dvodimenzionalne tankoslojne hromatografske analize moguée je
utvrditi prisustvo razli¢itih bioaktivninh komponenti (Gocan i Cimpan, 2004; Ligor i Buszewski,
2007; Cetkovié et al., 2003) i sekundarnih metabolita (Cie$la i Waksmundzka-Hajnos, 2009) u
biljnim ekstraktima, kao i vitamina, lipida, aminokiselina i ugljenih hidrata u razli¢itim uzorcima
(Fried i Sherma, 1999).

Neke od prednosti TLC metode su jednostavnost, ekonomi¢nost, istovremena analiza
velikog broja uzoraka za relativno kratko vreme (Marston i Hostettmann, 2009; Reich i Schibli,
2007), mogucnost analize “prljavih” uzoraka bez preciS¢avanja i utvrdivanja prisustva
necistoéa u slozenim sistemima (farmaceutski i prehrambeni proizvodi) (Ferenczi-Fodor et al.,
2006), dok su nemoguc¢nost automatizacije i u pojedinim slu¢ajevima loSa reproducibilnosti,

neke od loSih strana (Marston, 2007).
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5. LOVOR VISNJA - Prunus laurocerasus L.

Vegetacija Srbije karakteriSe se visoko izrazenim diverzitetom, kao i znacajnim
brojem endemicnih i reliktnih biljnih zajednica koji nastanjuju specifi€éna staniSta, pre svega
kanjonske doline reka, planinske vrhove i enklave stepskih podrucja u Vojvodini. Jedan od
ugroZzenih relikata na Balkanskom poluostrvu je Prunus laurocerasus L. (lovor visnja,
zelenice), vrsta iz roda Prunus koja pripada familiji ruza - Rosaceae. To je zimzeleni zbun, ili
nisko drvo, visoko 6-8 metara. Cveta od aprila do maja meseca, a plodonosi u avgustu i
septembru na Sta utiCe viSe Cinilaca: osobine samog genotipa, klimatske prilike, zemljisni
uslovi, nadmorska visina, ekspozicija terena, insolacija, uslovi mikroklimata. Rasprostranjena
je u Zakavkazju, Kavkazu, Iranu, Maloj Aziji, Peloponezu, Bugarskoj i Srhiji (Agencija za
zastitu Zivotne sredine, 2004; Duke, 1992). U Srbiji, asocijacija Lauroceraso-Fagetum, retka i
specificna reliktna zajednica bukve sa zeleniCetom, nalazi se samo na planini Ostrozub
(jugoistocna Srbija, predeo Grdelice). Prostire se na svega nekoliko hektara, na 1200-1300 m
nadmorske visine, na vlaznom, vrlo hladnom, skeletnom, jako kiselom smedem zemljiStu, na
proredenim delovima &iste sastojine bukove Sume. Suma bukve sa zeleni¢etom, kao reliktna
tercijerna fitocenoza, ukazuje na proslost flore Grdelicke klisure i klimatske uslove koji su u
njoj vladali (Agencija za zaStitu Zivotne sredine, 2004). Kao tercijerni relikt na granici svog
danasnjeg prirodnog areala, lovor viSnja na Ostrozubu predstavija posebnu taksonomsku
kategoriju, Prunus laurocerasus L. var. serbica Panci¢. Prema Crvenoj knjizi flore Srbije lovor
viSnja je kategorisana kao krajnje ugroZen takson Srbiji (CR-Srb B1+2c). Takson nije uvrSten
u evropsku i svetsku crvenu listu flore, ali se u susednoj Rumuniji nalazi u kategoriji ranjivog
taksona (VU) (Stevanovi¢ et al., 1999). Vrsta je, kao prirodna retkost u Srbiji, zasti¢ena
zakonom (Sl.gl. R.Srbije br. 66/91, 83/92 i 50/93), dok je bukova Suma na planini Ostrozub, u
¢ijem jednom delu je i staniSte lovor viSnje, stavljena pod zastitu drzave joS 1950. godine.
Zasticena povrSina, strogi prirodni rezervat "Zeleni¢je", iznosi ukupno 41,7 ha i nalazi se na
podrucju opsStina Leskovac i Crna Trava (Agencija za zaStitu Zivotne sredine, 2004).

Svezi listovi ove bilike imaju antispazmati¢no, narkoti¢no i sedativno dejstvo, a koriste
se u terapiji kaSlja, astme i kod problema sa digestivnim traktom (Plants For A Future, 2004).
U Turskoj narodnoj medicini listovi lovor viSnje zagrejani iznad vatre stavljaju se na ¢elo kod
le¢enja glavobolje i povisene telesne temperature (Yesilada et al., 1999). Svi delovi biljke
sadrze amigdalin, prunasin i cijanovodonik, od kojih potic¢e karakteristi¢an miris i aroma, a koji
u reakciji sa vodom daju cijanovodoni¢nu kiselinu. U malim koli¢inama, u kojima je ovaj toksin
prisutan u svim delovima biljke, cijanovodonik stimuliSe disanje i poboljSava varenje (Plants
For A Future, 2004). U listu ima jo$ glukozida, tanina i benzaldehida, dok se u semenu mogu
nac¢i proteini i masne kiseline (miristinska, oleinska, stearinska, palmitinska, linolenska)
(Duke, 1992). Listovi su zeleni, sjajni, zimzeleni, a njihova zastitna kutikula (mase 280 mg/m?
i 830 mg/m?, za gornju i donju povrsinu lista, respektivno) se sastoji od sme&e alkana (70 - 80

%), ursolne i oleanolne kiseline, aldehida (Jetter et al., 2000), masnih kiselina, primarnih
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alkohola (Jetter et al., 2000; Stammitti et al., 1996). Bez obzira na identifikovane bioaktivne
komponente prisutne u listovima etanolni ekstrakt listova lovor viSnje dobijen ekstrakcijom po
Soxhlet-u ne pokazuje antimikrobno dejstvo ni na jedan od dvanaest testiranih
mikroorganizama, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus cereus, Mycobacterium smegmatis,
Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Candida albicans, Rhodotorula rubra i
Kluyveromyces fragilis (Dulger i Gonuz, 2004). U etarskom ulju lista i ploda lovor viSnje
identifikovano je oko 58 komponenti, pri ¢emu je najzastupljeniji u oba ulja benzaldehid, sa
oko 95 % (Mchedlidze i Kharebava, 1988). Od ostalih komponenti dokazano je prisustvo
heksanala, trans-2-heksenala, heksanola, cis-3-heksenola, furfurola, benzil hlorida, oktanola,
5-metilfurfurola, a-nerolidola, B-nerolidola, metilantranilata i benzoeve kiseline (Ciji se sadrzaj
povecava tokom c&uvanja). Uoceno je da su ulja lista i ploda lovor viSnje veoma sli¢nog
sastava, ali ima komponenti koje su bile prisutne samo u jednom ulju (Mchedlidze i
Kharebava, 1988). List i plod lovor viSnje koriste se u industriji boja i parfema (Akdeniz i
Gundogdu, 2007).

Slika 5.1 Lovor viSnja (Prunus laurocerasus L. var. serbica Pancic)

u svom prirodnom stanistu

Jestivi deo ploda lovor viSnje odli¢an je izvor fruktoze (23,6 %), glukoze (20,8 %),
sorbitola (13,4 %) (Var i Ayaz, 2004), manitola, askorbinske kiseline (Ayaz, 1997). On sadrZi
dijetetska vlakana (do 3 %), malo proteina (0,98-1,27 %), masti (oko 0,15 %), minerala (K,
Mg, Ca, Na, u tragovima su detektovani Mn, Fe, Zn i Cu) i antioksidanata (Kolayli et al., 2003;
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Rodriguez et al.,, 1992). Najzastupljenije fenolne kiseline u plodu su benzoeva, kafena i
vanilinska kiselina, dok su identifikovane i ferulinska, 4-hidroksibenzoeva, i 3,4-
dihidroksibenzoeva kiselina i p-kumarin (Ayaz, 2001). Zeleni plodovi lovor visnje su otrovni, ali
ne i u fazi zrelosti, koju dostizu nakon tri meseca od faze cvetanja, narastaju¢i do 8 mm (kod
pojedinih vrsta i do 12 mm) u prec¢niku kada postaju tamno ljubi¢aste boje. Zreo plod se
konzumira u svezem i osuSenom stanju, konzervisan ili zakiSeljen, u obliku dzema,
marmelade ili likera, kada pored svoje nutritivne vrednosti pokazuje hipotenzivno dejstvo i

pomaZze u le¢enju glavobolje (Islam, 2002; Kolayli et al., 2003; Pieroni, 2000).

Slika 5.2 Plod lovor viSnje Prunus laurocerasus L.

Seme lovor viSnje sadrzi oko 40 % ulja (Alasalvar et al., 2006), €iji je glavni sastojak
oleinska kiselina (Alasalvar et al., 2006; Erciyes et al., 2006), odnosno oleinska i linolna
kiselina (Ayaz et al., 1995). Spada u kategoriju nesusivih ulja (Erciyes et al., 2006). Kod divljih
formi ove bilike u ulju semena zastupljenija je linolna kiselina, dok je u ulju semena gajenih
formi viSe zastupljena oleinska kiselina (Ayaz et al., 1995). U Turskoj tradicionalnoj medicini
lovor viSnja se ve¢ godinama koristi u terapiji stomacnih Cireva, digestivninh smetniji, bronhitisa,
ekcema, hemoroida (seme), kao diuretik (ceo plod) (Ayaz et al., 1998; Liyana-Pathirana et al.,
2006; Yesilada et al., 1999).

Drvenasti deo ove bilike, sadrzi uglavhom celulozu (36 %) i lignin (29 %), a
procesima termohemijske konverzije, likvifikacijom, moZe se prevesti u sirovinu dobrih
energetskih osobina. U ruralnim predelima Tuske, ovaj deo biljke koristi se za ogrev (Akdeniz
i Gundogdu, 2007).
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6. EKSPERIMENTALNI DEO

6.1. Materijal

U eksperimentalnom delu ovog rada koriS¢eni su svez list i plod lovor viSnje (Prunus
laurocerasus L.) sa podrucja Grdelice (jugoisto€na Srbija, kraj avgusta 2007). Biljni materijal
je opran nakon ubiranja i koriS¢en za potrebe eksperimenta ne duze od 4 dana tokom kojih je
¢uvan u termostatu na temperaturi od +4 °C. SveZi listovi (odvojeni od dr3ki i grancica) i meso
ploda (odvojeno od koStica) mleveni su u elektricnom mlinu. Srce koStica je osu$eno na
promajnom mestu i neposredno pre ekstrakcije usitnjeno u elektri¢cnom mlinu. Sadrzaj viage u
listu, mesu ploda i srcu kostica je odredivan po standardnom postupku koji propisuje Ph. Jug.
V (2000). Mase ploda, kostica i srca kostica odredene su na uzorku od 50 plodova
pojedina&nim merenjem na analitickoj vagi, a dimenzije pomocu nonijusa.

Metanol, 2-propanol, n-heksan i hloroform (HPLC c¢istoée) su nabavljeni kod J.T.
Baker (Deventer, Holland), a 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), galna kiselina, rutin, troloks,
Folin Ciocalteu reagens, standardi metil estara masnih kiselina, hlorogena kiselina, luteolin,
luteolin-7-O-glukozid, luteolin-6-metoksid, kemferol, kvercetin, apigenin, apigenin-5-O-
glukozid kod Sigme (St. Louis, MO). Natrijum karbonat, natrijum sulfat, kalijum acetat,
aluminijum hlorid, orto-fosforna kiselina i apsolutni etanol kupljeni su od Merck-Alkaloid
(Skoplje). Svi uzorci i rastvaraci koris¢eni pri HPLC analizi filtrirani su pre analize kroz

membranske filtre sa veli¢inom pora 0,45 um (Millipore, Bedford, MA).

6.2. Dobijanje bioaktivnih proizvoda

Za ekstrakciju biljnog materijala primenjene su Cetiri tehnike ekstrakcije: mikrotalasna,
ultrazvuéna, klasi¢na i ekstrakcija po Soxhlet-u. Kao rastvaraci, za mikrotalasnu ekstrakciju
ekstraktivnih materija iz lista i mesa ploda koriSéeni su voda, metanol i 2-propanol, dok je
masno ulje iz srca kosStica ekstrahovano n-heksanom i sistemom n-heksan:voda-9:1.
Mikrotalasne karakteristike koriS¢éenih rastvaraa date su u tabeli 6.1. Klasi¢na i ultrazvuéna
ekstrakcija izvedene su sa rastvaraem koji je dao maksimalni prinos pri mikrotalasnoj

ekstrakciji, metanolom.

Tabela 6.1 Mikrotalasne fizicke konstante rastvara¢a (Eskilsson i Bjérklund, 2000; Meireles, 2008)

Rastvara ¢ Dielektri éna  Faktor Dipolni Disipacioni  Temperatura Temperatura
konstanata ® gubitaka  moment ®  faktor, tan klju éanja®, u zatvorenim
€ e" 5 (10 K mikrotalasnim

sistemima ¢, K

Voda 78,3 9,89 2,30 1570 373 -

Metanol 32,6 21,48 2,87 6400 338 424,2

2- 19,9 14,62 1,66 6700 355 418,2

propanol

n-Heksan 1,89 0,038 0,10 200 342 -

2 na 293K, ° na 298K, ° na 101,325 kPa, “ na 1207 kPa
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Za izvodenje mikrotalasne ekstrakcije, hidrodestilacije i suve destilacije pod dejstvom
mikrotalasa koriS¢ena je modifikovana mikrotalasna peénica (“SAMSUNG”, Tip M1712N,
Malaysia), dimenzija 485 x 275 x 379 mm, unutradnje zapremine 23 dm? (330 x 211 x 329
mm), snage 1200 W, koja radi pri frekvenci od 2450 MHz. Na gornjem zidu pec¢nice bio je
napravljen kruzni otvor (pre¢nika 55 mm), tako da se ne oStete magnetron (mikrotalasni
generator) i usmerivaé talasa, a da kroz njega moze da prode Slifovani stakleni nastavak, Cija
je svrha bila povezivanje suda koji se nalazi unutar mikrotalasne pecnice sa kondenzatorom
ili aparaturom po Clevenger-u. Regulatorom napona redno vezanim za izvor elektricne
energije omoguceno je dobijanje razli€itih izlaznih snaga magnetrona. Magnetron je radio bez
prekida, a njegova snaga pra¢ena digitalnim vatmetrom. Efektivha mikrotalasna snaga
odredena je klasiénom fizickom metodom koja se zasniva na merenju pocetne i krajnje
temperature sistema poznate zapremine i toplotnog kapaciteta izlozenog dejstvu mikrotalasa

u odredenom vremenskom intervalu pomocu sledece jednacdine:

T,-T

= =cpm°t7 (6.1)

gde je P — efektivna akusti¢na snaga, c, — toplotni kapacitet vode (4183 kJ/kgK), m — masa
vode (1 kg), To - pocetna temperatura (18 °C), T — krajnja temperatura i t — vreme izlaganja
sistema dejstvu mikrotalasa (5 minuta). Nezavisno od ulaznog napona (180 — 220 V)
utvrdeno je da je efektivha mikrotalasna snaga 78,2+2,3 % o itavanja na displeju vatmetra.
Elektricnom i mehani¢kom modifikacijom peénice omoguceno je izlaganje ekstrakcionog
sistema dejstvu mikrotalasa konstantne snage sve vreme trajanja procesa, kao i sklapanje
otvorenog ekstrakcionog sistema i vrSenje procesa pri atmosferskom pritisku. U smeSu biljnog
materijala i rastvaraCa izloZenu dejstvu mikrotalasa, sve vreme je, kroz silikonsko crevo na
¢ijem se kraju nalazio distributor gasa, uduvavan azot, u cilju meSanja, obezbedivanja

uniformnosti sastava i temperature sistema. Sema sistema prikazana je na slici 6.1.

Regulator
napona

— e

Slika 6.1 Sema sistema kori¢enog za mikrotalasnu ekstrakciju
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6.2.1. Mikrotalasna ekstrakcija

Erlenmajeri sa lifovanim zatvara¢em (500 cm®) u kome su se nalazili rastvara& (400
cm®) i usitnjeni biljni materijal mase 20, 40 i 80 g, u odnosu biljni materijal-rastvaraé 1:5, 1:10 i
1:20 glcm®, respektivno, postavljani su u modifikovanu mikrotalasnu peénicu i staklenim
nastavkom bili su spajani sa kondenzatorom, a ekstrakcija je vrSena u trajanju od 1, 2,5, 5,
10, 15, 20 i 30 minuta, pri razli¢itim mikrotalasnim snagama (300, 450 i 600 W). Po zavrSetku
ekstrakcije, teéni ekstrakt je odvajan od iscrplienog biljnog materijala pod vakuumom na
Biichner-ovom levku i uparavan do konstantne mase na rotacionom vakuum uparivacu na 40
°C. Prinos ekstraktivnih materija (u g/100 g biljnog materijala) je izraGunavan iz mase
izdvojenog ekstrakta i mase sveze biljne sirovine u slu€aju lista i mesa ploda, odnosno suve

biljne sirovine u slu€aju srca kostica plodova lovor visSnje.

6.2.2. Klasi ¢éna ekstrakcija

Erlenmajeri sa $lifovanim zatvaradem (500 cm®) u kojima se nalazio rastvara¢ (400
cm®) i 20 g usitnjenog bilinog materijala, u odnosu bilini materijal-rastvaraé¢ 1:5 glcm?®,
odnosno 40 g usitnjenog bilinog materijala (odnos biljini materijal-rastvarad 1:10 g/cm®) u
sluaju ekstrakcije srca kosStica ploda lovor viSnje, stavljeni su u vodeno kupatilo gde je
temperatura odrzavana konstantnom na nivou *0,1 °C. Ekstrakcija je vr§ena u trajanju od 15
minuta na temperaturi klju¢anja rastvaraca, 64,7 i 69 °C, za metanol i n-heksan, respektivno.
U cilju meSanja i obezbedivanja uniformnosti sastava i temperature ekstrakcionog sistema
sve vreme je, kroz silikonsko crevo na €ijem se kraju nalazio distributor gasa, u smesu biljnog
materijala i rastvarata uduvavan azot. Po zavrSetku ekstrakcije, te¢ni ekstrakt je odvajan od
iscrplienog biljnog materijala i dalje tretiran na identiCan nacin kao u slu¢aju mikrotalasne

ekstrakcije.

6.2.3. Ultrazvu éna ekstrakcija

Erlenmajeri sa $lifovanim zatvaradem (500 cm®) u kojima se nalazio rastvara¢ (400
cm®) i 20 g usitnjenog bilinog materijala, u odnosu bilini materijal-rastvaraé¢ 1:5 g/lcm?,
odnosno 40 g usitnjenog bilinog materijala (odnos biljini materijal-rastvarad 1:10 g/cm®) u
slu€aju ekstrakcije srca kostica ploda lovor visSnje, stavljani su na reSetku u ultrazvuénoj kadi
tipa “SONIC”, Ni§, snage 150 W, koja radi pri frekvenci od 40 kHz. Kada je bila napunjena
destilovanom vodom do 1/3 ukupne zapremine (oko 2,5 dm®. Voda je cirkulisala kroz
termostatirano kupatilo i kadu pomocu centrifugalne crpke, tako da je njena temperatura
odrzavana konstantnom na nivou + 0,1 °C. Ekstrakcija je vrSena u trajanju od 15 minuta na
temperaturi klju¢anja rastvaraca, 64,7 i 69 °C, za metanol i n-heksan, respektivno. U

ekstrakcioni sistem sve vreme trajanja ekstrakcije je uduvavan azot, a po zavrSetku
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ekstrakcije, te€ni ekstrakt je odvajan od iscrpljenog biljnog materijala i dalje tretiran na

identi¢an nacin kao u slu¢aju mikrotalasne ekstrakcije.

6.2.4. Ekstrakcija po Soxhlet-u

Usitnjeni biljni materijal (10 g) spakovan je u filter papir i postavljen u Soxhlet-ov
aparat. U ekstrakcioni sud sipano je 100 cm® odgovarajuéeg rastvarada koji je zagrevan do
temperature klju€anja. Ekstrakcija je u slu€aju svih biljnih materijala i rastvaraca trajala od 120
do 195 minuta. Nakon zavrSene ekstrakcije ekstrakt je uparavan na vakuum uparivacu do
konstantne mase. Prinos ekstraktivnih materija (u g/100 g biljnog materijala) je izraCunavan iz
mase izdvojenog ekstrakta i mase sveze biljne sirovine u sluc¢aju lista i mesa ploda, odnosno

suve biljne sirovine u slucaju srca kostica plodova lovor visnje.

6.2.5. Hidrodestilacija etarskog ulja

Usitnjeni svezi listovi lovor viSnje (100 g) podvrgnuti su hidrodestilaciji u balonu
aparata po Clevenger-u pri odnosu bilinog materijala i destilovane vode 1:10 g/cm?®.
Zagrevanije je vrSeno elektricnom grejnom oblogom 150 minuta (na temperaturi klju¢anja) pri
brzini destilacije od 6,9+0,05 cm*/min, a vreme je mereno od momenta kada je prva kap
etarskog ulja dospela u separator aparata. Dobijeno ulje je suSeno bezvodinim natrijum
sulfatom, filtrirano i ¢uvano na +4 C u dobro zatvorenim, tamnim staklenim bocicama do
GC-MS analize. Hidrosol, vodeni deo iz balona zaostao nakon hidrodestilacije, odvojen je od
iscrplienog biljnog materijala pod vakuumom na Biichner-ovom levku odmah podvrgnut daljim

analizama.

6.2.6. Hidrodestilacija etarskog ulja pod dejstvom mikrotalasa

Balon sa $lifovanim zatvaradem i ravnim dnom (2000 c¢cm® sa usitnjenim svezim
listovima lovor visnje (100 g) i destilovanom vodom (1000 ¢cm®) postavljen je u modifikovanu
mikrotalasnu peénicu i Slifovanim staklenim nastavkom spojen sa aparaturom po Clevenger-
u. Sistem je bio podvrgnut hidrodestilaciji pri razli¢itim mikrotalasnim snagama, 300, 450 i 600
W, pri éemu su brzine destilacije bile 6,4+1,0; 8,9+1,5 i 10,1+0,9 cm®min, respektivno.
Dobijeno ulje dalje je tretirano, Euvano i analizirano kao i ulje dobijeno hidrodestilacijom.
Hidrosolovi su odvajani od iscrplienog biljnog materijala pod vakuumom na Biichner-ovom

levku odmah podvrgnut daljim analizama.

6.2.7. Suva destilacija etarskog ulja pod dejstvom mikrotalasa

Balon sa $lifovanim zatvaradem i ravnim dnom (2000 cm®) sa usitnjenim svezim
listovima lovor viSnje (100 g) postavljen je u modifikovanu mikrotalasnu pecnicu i Slifovanim

staklenim nastavkom spojen sa aparaturom po Clevenger-u. Suva destilacija pod dejstvom
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mikrotalasa vrSena je pri razli¢itim mikrotalasnim snagama, 300, 450 i 600 W na
atmosferskom pritisku, pri brzinama destilacije od 6,2+0,1; 8,8+1,4 i 10,3+1,1 cm®min,
respektivno. Dobijeno ulje dalje je tretirano, ¢uvano i analizirano kao i ulije dobijeno

hidrodestilacijom.

6.2.8. Dobijanje soka ploda lovor viSnje

Svezi plodovi lovor visnje (50 g) ruéno su cedeni, a dobijeni sok (28,4+1,3 cm?)
filtriran je pod vakuumom na Bichner-ovom levku i odmah podvrgnut daljim analizama.
Sadrzaj suvog ostatka cedenog soka ploda lovor viSnje je odreden po standardnom postupku

koji propisuje Ph. Jug. V (2000) i iznosio je 12,4+0,0 mg suve materije/cm® soka.

6.3. Karakterizacija bioaktivnih proizvoda

6.3.1. Antioksidativna aktivnost, sadrzaj ukupnih f  enolnih jedinjenja i flavonoida u

ekstraktima lista i mesa ploda lovor visnje

6.3.1.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti - DPPH test

Antioksidativha aktivnost analiziranih metanolnih ekstrakata lista i mesa ploda,
hidrosolova dobijenih nakon hidrodestilacija i sveze cedenog soka plodova lovor viSnje
ispitana je DPPH testom (Choi et al., 2002). Serije ekstrakata razli¢itih koncentracija (1-0,01
mg/cm®, sedam razliitih koncentracija) kao i razblazenja hidrosolova i svezeg soka
(razblazenja od 5 do 50 puta) pripremljene su u metanolu. Zatim, su ekstrakti odredene
koncentracije, hidrosolovi i sveZ sok odredenog razblazenja (2,5 cm®) pomesani sa 1 cm®
rastvora DPPH radikala u metanolu (3x10™ mol/dm?®). Nakon 30 minuta inkubacije, na sobnoj
temperaturi u mraku, merena je absorbanca na talasnoj duZini od 517 nm spektrofotometrom
(VARIAN Cary-100). Kao blank rastvor koriéen je metanol (1 cm?®) i rastvori ekstrakta,
hidrosolova i svezeg soka (2,5 cm®), a kao kontrola rastvor DPPH u metanolu. Kapacitet

neutralisanja DPPH radikala izraCunat je koriS¢enjem formule:

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala (%) =100 - ﬁbAU - ABg GlAO—O& (6.2)

K

Ay = Apsorbancija ,uzorka“ na 517 nm (2,5 cm?® rastvora ekstrakata, razblazenja
hidrosolova i soka tretirano 1 cm? rastvora DPPH radikala)

Ag = Apsorbancija ,blank-a“ na 517 nm (2,5 cm® rastvora ekstrakata, razblazenja
hidrosolova i soka u 1 cm® metanola)

A« = Apsorbancija ,kontrole na 517 nm (1 cm® rastvora DPPH radikala koncentracije

3x10™ mol/dm® u 2,5 cm® metanola)
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Vrednost ECs, izraunavana je na osnovu eksperimentalnih podataka koriSéenjem
sigmoidne nelinearne metode pomodu programa SigmaPlot 2000Trial, a kao referentna
supstanca koriSéen je metanolni rastvor komercijalnog antioksidanta troloksa, koncentacija od
25 do 800 ug/cm? &ija je vrednost za ECs bila 82,9+1,7 ug/cm?® (Prilog, slika 11.1).

6.3.1.2. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja

Ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja odredivan je metodom sa Folin Ciocalteu
reagensom (Singelton i Rossi, 1965). Analizirani metanolni rastvori ekstrakta lista i mesa
ploda (0,2 cm® 20 pg/cm®), hidrosolova i sve?eg soka ploda lovor visnje (0,2 cm?,
desetostruko razblazenje) mesani su sa Folin Ciocalteu reagensom (1 cm® i vodenim
rastvorom Na,COj; (0,8 cm®; 7,5 %). Nakon inkubacije na tamnom mestu i sobnoj temperaturi
u trajanju od 30 minuta, merena je absorbanca reakcione smeSe na 765 nm na
spektrofotometru (VARIAN Cary-100). Snimanjem absorbanci serije standarnih rastvora galne

kiseline dobijene su kalibraciona kriva (Prilog, slika 11.2) i jednacina standardne krive:
Absorbanca na 765 nm = 12,722 Cyaina kiseina (H9/cM*)+0,0034, R*= 0,9994 (6.3)

SadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja je izrazen kao mg galne kiseline/g suvog

ekstrakta, odnosno mg galne kiseline/cm?® nerazblazenog hidrosola ili svezeg soka.

6.3.1.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u analiziranim metanolnim ekstrakima listova i mesa
ploda, hidrosolovima i sveze cedenom soku ploda lovor viSnje odreden je
spektrofotometrijskom metodom sa aluminijum hloridom, koja se bazira na stvaranju
kompleksa flavonoid-aluminijum (Chang et al., 2002). U metanolni rastvor ekstrakta (2 cm®, 5
pg/cm®), odnosno u desetostruko razblazeni hidrosol ili svezi sok (2 cm?®) dodato je 0,1 cm®
aluminijum hlorida (10 %), 0,1 cm® kalijum acetata (1 mol/dm®) i 2,8 cm>destilovane vode.
Posle inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta, merena je absorbanca
reakcione smeSe u odnosu na destilovanu vodu na 415 nm. Snimanjem absorbanci serije
standarnih rastvora rutina dobijene su kalibraciona kriva (Prilog, slika 11.3) i jednalina

standardne krive:

Absorbanca na 415 nm = 7,2328 Cyyin (Mg/cm®)— 0,2286, R* = 0,9919 (6.4)

Ukupan sarZaj flavonoida je izrazen kao mg rutina/g suvog ekstrakta, odnosno mg

rutina/cm?® nerazblaZzenog hidrosola ili svezeg soka.
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6.3.2. Teéna hromatografija pod visokim pritiskom ekstrakata lista i mesa ploda lovor

visSnje

Analiza fenolnih jedinjenja u ekstraktima lista i mesa ploda lovor viSnje izvrSena je
te€nom hromatografijom pod visokim pritiskom (High Perfomance Liquid Chromatography,
HPLC) na aparatu Agilent 1100 Series i UV-DAD (Diode Array Detector) detektorom po
originalnoj metodi (Veit et al., 1995). Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je Agilent
Eclipse XDB-C18 kolona, 5 ym, 150 x 4,6 mm, 80 A, zapremina injektiranja bila je 20 pl, a
hromatogrami su snimljeni na talasnoj duzini od 350 nm. Kao mobilna faza koris¢en je sistem
rastvaraca: A - 0,15 % fosforna kiselina u smesi voda:metanol (77:23, pH=2) i B — metanol,
pri protoku od 1 cm*/min i primenom sledeéeg elucionog profila: 0-3,6 min 100 % A; 3,6-24
min 80,5 % A; 24-30 min izokratski, 30-60 min. linearno 51,8 % A, 60-67,2 min 100 % B.

Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poredenjem njihovih
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku
komponentu. Potvrda identifikacije i odredivanje sadrzaja hlorogene kiseline, apigenin-7-O-
glukozida i luteolin-7-O-glukozida u ekstraktima odredena je metodom eksternih standarda.
Za svaki pojedinac¢ni standard je pripremljen osnovni rastvor standarda koncentracije 1,0
mg/cm®, rastvaranjem u metanolu, kao i serija razblaZenih rastvora koncentracija u opsegu
0,0001 — 0,200 mg/cm?®. Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu
dobijenih povrSina pikova u zavisnosti od koncentracije standarda (Prilog, slike 11.4-11.6). 1z

dobijene jednadine linearne zavisnosti izraCunate su koncentracije komponenti u uzorcima.

6.3.3. Gasno hromatografska analiza etarskog uljal istova lovor viSnje

Kvalitativna i kvantitativna analiza etarskih ulja listova lovor viSnje izvrSena je gasno
hromatografski, uz koris¢enje plameno jonizujuéeg (FID) i maseno spektrometrijskog
detektora (MS) pri slede¢im uslovima:

GC-FID: Koris¢en je Hewlett Packard 5890 Il Gas Chromatograph aparat sa
vodonikovim plameno-jonizacionim detektorom (FID), opremljen kapilarnom kolonom sa HP 5
stacionarnom fazom (25 mx0,32 mm, debljina filma 0,53 um). Temperatura kolone je linearno
povecavana od 40 do 280 °C (porast temperature 4 °C/min), dok je temperaura injektora
iznosila 250 T, a detektora 280 . Nose &i gas bio je helijum (1 cm*/min).

GC-MS: Analiza je sprovedena na Hewlett Packard aparatu, model G1800 C, GCD
System, GCD Series Il, sa kolonom MS (30 m x 250 um, debljina filma 0,25 pm), nosatem
HP-5, energijom jonizacije 70 eV i opsega masa 35-400 u ve¢ opisanom rezimu. Nosec¢i gas
bio je helijum (1 cm®min).

Rastvor etarskih ulja u apsolutnom etanolu (0,5 %, 1 pl) injektiran je u “split” odnosu
(1:30), a identifikacija individualnih komponenti izvrSena je uz koriS¢enje baze podataka Wiley
sa 275.000 spektara i literature (Adams, 2001).
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6.3.4. Analiza masnog ulja srca kostica ploda lovor visnje

Sastav masnog ulja srca kostica, posle prevodjenja triglicerida masnih kiselina u metil

estre masnih kiselina (Kandpal i Madan, 1995), odredivan je gasnom hromatografijom.
6.3.4.1. Dobijanje metil estara iz ulja srca kostica ploda lovor visnje

Masno ulje srca kostica (1 g) i rastvor natrijum metoksida u metanolu (10 cm®, 1
mol/dm?®) sipani su u balon (100 cm?®) i zagrevani uz refluks jedan sat na temperaturi kljuanja.
Nakon toga, balon sa reakcionom smeSom je hladen pod mlazom hladne vode, uz postepeno
dodavanje 10 c¢cm® destilovane vode u koju je prethodno dodato 3-4 kapi koncentrovane
sumporne kiseline. Metil estri su ekstrahovani hloroformom (3x5 cm®) u levku za odvajanje

(donja, hloroformska faza). Prisutna voda u uzorku je uklanjana bezvodnim natrijum sulfatom.

6.3.4.2. Gasno hromatografska analiza metil estara masnog ulja srca kostica ploda lovor

visSnje

Metil estri masnih kiselina ulja srca kostica ploda lovor viSnje su analizirani na
gasnom hromatografu Agilent 6850 sa kapilarnom kolonom (DB WAX, 30 m x 250 um x 0,25
um) i plameno jonizuju¢im detektorom. Temperaturni rezimi: kolone — 50 °C tokom jednog
minuta, 50 do 200 °C brzinom 25 °C/min i 200 do 230 °C brzinom 3 °C/min, injektora — 250
T i detektora — 280 <. Protoci azota (nose ¢i gas), vodonika i vazduha: 20, 30 i 400
cm®/min. Injektirana zapremina sme&e metil estara je bila 0,2 pl. Azot je koris¢en kao nosedi
gas, za razliku od originalne metode gde je koriséen helijjum (David et al., 2002). Metil estri
najvaznijih masnih kiselina identifikovani su uporedivanjem njihovih retencionih vremena sa
retencionim vremenima standarda tih metil estara i literaturnim podacima za primenjene
uslove. Vazno je naglasiti da je identifikacija metil estara masnih kiselina moguca i samo na

osnovu retencionih vremena (David et al., 2002).

6.4. Eksperimentalna i statisti ¢ka obrada podataka

Svi eksperimenti su izvedeni u tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao srednja
vrednost + standardna devijacija. Obrada eksperimentalnih podataka vrSena je primenom
programa Origin 6.1, Excell 2003 i SigmaPlot 2000Trial. Srednje vrednosti dobijenih rezultata

uporedivane su primenom Studentovog t-testa sa nivoom znacajnosti od 95 % (p < 0,05).
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7. Rezultati i diskusija
7.1. Osobine biljnog materijala

Plodovi lovor viSnje, Prunus laurocerasus L. var. serbica Panci¢, su okrugle koStunice
tamno ljubiCaste boje rasporedenih u grozd (prosecni broj plodova u grozdu 14,9+2 2),
pre¢nika 14,2+1,1 mm, Ciji srediSnji deo zauzima kostica dimenzija 6,7 x 5,7 mm (standardna
devijacija je u slu€aju merenja obe dimenzije iznosila £0,50 mm). Manje dimenzije u odnosu
na plodove ubrane 1999. i 2000. (Islam, 2002) i 2001. godine (Kolayli et al., 2003) u provinciji
Trabzon (Turska) (oko 20 mm) i neSto vecéi u odnosu dimenzije zabelezene od strane Ayaza i
saradnika (1997a) (od 8 do 12 mm) poti¢u najverovatnije od razli€itih klimatskih uslova, kao i
od vrste lovor viSnje. Mehani¢kom analizom sveZih plodova odredeni su prose¢na masa celog
ploda (2,4+0,2 g) i kostice (0,5+0,1 g), kao i maseni udeli mesa ploda, srca i opni kostica u

svezim plodovima €ije su srednje vrednosti date u tabeli 7.1.

Tabela 7.1 Maseni udeli mesa ploda, srca i opni kostica u svezim plodovima lovor visnje

Meso ploda, % Srce kostice, % Opna kostice, %

Srednja vrednost +
standardna 78,7+0,6 12,9+0,1 8,3+0,6
devijacija

Najzastupljeniji deo ploda lovor viSnje je meso ploda (pulpa ili mezokarp), dok na
kosticu (seme) koja se sastoji od opne (endokarp) i srca, otpada 21,3+0,6 %. Utvrdeno je da
je sadrzaj vlage u mesu ploda i srcu kostica neposredno pre koriséenja u eksperimentima
iznosio 77,4+3,2 i 4,0£0,6 %, respektivno. Sadrzaj vlage u mesu ploda lovor viSnje koriS¢ene
u ovom radu u skladu je sa rezultatima 77,3+0,6 i 81,2+0,7 objavljenim za plodove lovor visnji
varijateta Kiraz i Findik, respekstivno (Alasalvar et al., 2005).

Poredenjem sa plodovima lovor viSnje ubranih u Akgaabat-u (Turska) (Kolayli et al.,
2003) zapazeno je da je sadrzaj vlage, kao i masa koStica slicna kao u sluéaju plodova
ubranih u Srbiji i koriSéenih u ovom radu, dok je masa plodova gotovo duplo manja u
poredenju sa masom plodova ubranih u provinciji Trabzon u Turskoj (Bostan, 2001; Islam,
2002) a nalazi se blizu donje granice mase plodova ubranih u Riza oblasti, takode u Turskoj
(od 2,63 do 5,65 g) (Islam i Vardal, 2009).

Svezi listovi su tamno zelene boje, sjajne povrSine, prose¢ne duzine 13,9+0,8 cm i
Sirine 5,3+0,2 cm, sa sarzajem vilage 61,9+2,9 %. Sadrzaj vlage nalazi se u granicama
prosec¢nog sadrzaja vlage u listovima treSnje (od 58 do 75 %) i viSnje (od 59 do 71 %) (Rade
et al., 2008), koje takode pripadaju rodu Prunus.

Sadrzaj ekstraktivnih materija lista i mesa ploda lovor vidnje, kao i sadrzaj masnog

ulja srca kostica, odreden je ekstrakcijom po Soxhlet-u, sa metanolom, vodom i 2-propanolom
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u sluéaju lista i mesa ploda, odnosno n-heksanom u sluaju srca kosStica, a rezultati su

prikazani u tabeli 7.2.

Tabela 7.2 Prinosi ekstraktivnih materija lista, mesa ploda i masnog ulja iz srca koStica

plodova lovor viSnje dobijenih ekstrakcijom po Soxhlet-u

Prinos ekstraktivnih materija, g/100 g svezeg bilin  og materijala

Rastvara €

List Meso ploda Srce kostica ploda
Metanol 14,7+0,5 42,8+0,7 -
Voda 13,740,2 37,210,6 -
2-Propanol 10,6+0,8 19,8+0,4 -
n-Heksan - - 41,9+0,7°2

Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija ® g/100 g suvog biljinog materijala

Najveci prinos ekstraktivnih materija u slu€aju lista i mesa ploda dobija se
ekstrakcijom metanolom. Studentovim t-testom utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna
razlika (p<0,05) u prinosima ekstraktivnin materija dobijenih ekstrakcijom razli¢itim
rastvaraima u slu€aju istog biljnog materijala. Za list i meso ploda lovor viSnje je
karakteristicno da je sadrzaj ekstraktivnih materija rastvornih u polarnim rastvara¢ima (voda i
metanol) ve¢i u odnosu na sadrzaj ekstraktivnih materija rastvornih u manje polarnom
rastvaracu (2-propanol), pri ¢emu je ova razlika izrazenija kod mesa ploda.

Poredenjem sadrzaja masnog ulja srca kostica plodova lovor viSnje poreklom iz Srbije
i Turske (tabela 7.3), dobijenih razli¢itim tehnikama ekstrakcije n-heksanom utvrdeno je da je
ove vrste lovor viSnje sadrze slican udeo ulja u srcu kostica, dok je razlog velike razlike u
sadrzaju masnog ulja dobijenog od strane Ozgiil-Yiicel (2005) najverovatnije nedovoljno

vreme i niska temperatura ekstrakcije.

Tabela 7.3 Prinosi ulja iz srca koStica plodova lovor viSnje dobijenih ekstrakcijom n-heksanom

Srce kostica lovor visnje tipa Prinos ulja, g/100 g osuSenih srca kostica
var. serbica Pan éié 41,9+0,7°%
Kiraz 38,1+0,3"
Findik 41,6+0,0°
-° 18,3

Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija ® Ovaj rad, ekstrakcija po Soxhlet-u
® AOCS Method Am 2-93 (Alasalvar et al., 2006) © plod ubran u blizini Istambula (Turska) 2003 i 2004. godine 4 sobna
temperatura, 4h (Ozgiil-Yicel, 2005)

7.2. Ekstrakcija rastvara éem

7.2.1. Mehanizam mikrotalasne ekstrakcije biljnog m  aterijala

Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije lista i mesa
ploda lovor viSnje metanolom, vodom i 2-propanolom pri odnosima biljni materijal-rastvara¢
1:5, 1:10 i 1:20 g/cm?® i pri razli¢itim mikrotalasnim snagama (300, 450 i 600 W), prikazan je
na slikama 7.1 i 7.2. Eksperimentalni podaci dati su u Prilogu (tabele 10.3 - 10.8).
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Slika 7.1 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje pri razli€itim operativnim uslovima i
odnosima biljni materijal-rastvarag a) 1:5 g/cm®, b) 1:10 g/cm® i ¢) 1:20 g/cm®
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Slika 7.2 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije mesa ploda lovor viSnje pri razliitim operativnim
uslovima i odnosima biljni materijal-rastvarag a) 1:5 g/cm?®, b) 1:10 g/cm® i ¢) 1:20 g/cm?®
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Na slici 7.3 prikazana je promena prinosa masnog ulja iz srca kostica ploda lovor visnje n-
heksanom i sistemom n-heksan:voda — 9:1 pri razli¢itim mikrotalasnim snagama (300, 450 i 600 W) i

odnosu biljni materijal-rastvaraé¢ 1:10 g/cm?® (Tabela 10.9 u Prilogu).

Prinos masnog ulja
g/100 g suvog biljnog matrijala
Prinos masnog ulja
g/100 g suvog biljnog matrijala

300W 450 W 600 W 300W 450W 600 W
L] A [ ] o A [u]

0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Vreme, min Vreme, min

Slika 7.3 Prinos masnog ulja iz srca kostica ploda lovor viSnje u toku mikrotalasne ekstrakcije
a) n-heksanom i b) sistemom n-heksan:voda — 9:1 pri razli€itim mikrotalasnim snagama i
odnosu biljni materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm®

Oblik zavisnosti promene prinosa ekstraktivnin materija i masnog ulja tokom mikrotalasne
ekstrakcije pri razli¢itim operativnim uslovima sli¢an je sa oblikom krivih za mikrotalasnu ekstrakciju
mentola iz listova nane (Dai et al., 2010; Spiro i Chen, 1995), kao i ekstrakcije ulja iz presovanih
plodova masline (Amarni i Kadi, 2010), anthrahinona iz korena biljne vrste Morinda citrifolia
(Hemwimon et al., 2007), glicirizinske kiseline iz korena sladi¢a (Pan et al., 2000), polifenolnih
jedinjenja i kofeina iz zelenih listova €aja (Pan et al., 2003) i masnog ulja iz koStica plodova biljne
vrste Hylocereus undatus (Rui et al., 2009).

Mikrotalasna ekstrakcija, nezavisno od biljnog materijala, odvija se u dve faze. U prvoj fazi,
faza brze ekstrakcije (ispiranje), ekstrakcija je brz proces zbog rastvaranja ekstraktivnih materija sa
povrSine usitnjenog biljnog materijala i u okviru ove faze postize se prinos ekstraktivnih materija koji
se vrlo malo menja sa produzenjem procesa (ne viSe od 10 %). Trajanje ove faze zavisi od vrste
biljnog materijala, rastvaraca, snage mikrotalasa i raspolozive koli¢ine rastvarata. U slucaju
mikrotalasne ekstrakcije lista i mesa ploda lovor viSnje, bez obzira na koriS¢eni rastvarag, ova faza
trajala je oko 15 minuta. Nezavisno od biljnog materijala, za sva tri koriS¢ena rastvaraca, stepen
ekstrakcije (procentualno izraZen prinos ekstraktivnih materija od prinosa ostvarenog ekstrakcijom po
Soxhlet-u) u ovoj fazi nalazi se u granicama od 56,7+3,0 do 86,6+2,2 %. Njegova vrednost povecava
se sa porastom mikrotalasne snage, kao i sa smanjenjem odnosa biljni materijal-rastvara¢ u opsegu
od 1:5 do 1:20 g/cm®. Razlika u vrednostima stepena ekstrakcije izraZenija je pri manjim

mikrotalasnim snagama, a vrednosti se povecéavaju sa povecanjem polarnosti rastvaraca.
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Brza faza ekstrakcije (ispiranje) pri mikrotalasnoj ekstrakciji masnog ulja iz srca kostica traje
15 minuta, odnosno 10 minuta kod ekstrakcije n-heksanom, odnosno sistemom n-heksan:voda — 9:1.
Utvrdeno je da je stepen ekstrakcije veéi od 50 % ve¢ nakon 5 minuta ekstrakcije u oba slucaja, ali se

u pocetnoj fazi bolji rezultati dobijaju ekstrakcijom u prisustvu vode (slika 7.6).

100
[_In-Heksan
1 7] n-Heksan:voda - 9:1

H

80+

-

.

60

40

Stepen ekstrakcije, %

20

300 450 600
Mikrotalasna snaga, W

Slika 7.6 Stepen ekstrakcije ostvaren ekstrakciom pri razliitim mikrotalasnim snagama

n-heksanom i sistemom n-heksan:voda — 9:1

Heksan je transparentan za mikrotalase jer ne apsorbuje mikrotalasno zracenje, pa
temperatura celog ekstrakcionog sistema pod dejstvom mikrotalasa raste zahvaljujuci prisustvu
odredenog procenta vlage u biljinom materijalu (Degen et al., 1999; Pare et al.,, 1991) ili dodatku
veoma polarnog rastvaraca, u ovom slu€aju vode. Sredina koja je transparentna za mikrotalase
definiSe se kao sredina niskih vrednosti dielektricne konstante (heksan — 1,9; ugljentetrahlorid — 2,2;
te¢ni CO, — 1,6 na 0 € i 50 atm.) (Pare et al., 1991). Veom a je ¢esto dodavanje malih koli¢ina vode
(10 %) rastvaracima koji ne apsorbuju mikrotalase (heksan, ksilen ili toluen) u cilju povecéanja brzine
zagrevanja i korekcije polarnosti ekstrakcionog sistema (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Toplota
generisana od strane biljnog materijala ili dodatog veoma polarnog rastvaraca prenosi se na rastvarac
transparentan za mikrotalase. Ovaj proces se ubrzava intenzivnim meSanjem u sistemu za ekstrakciju
(Carro et al., 1997).

Nakon zavrSetka faze ispiranja, nastupa spora faza procesa ekstrakcije u kojoj prinos
ekstraktivnih materija, odnosno masnog ulja, blago raste sa vremenom na racun difuzije ekstraktivnih
materija, odnosno ulja iz unutrasnjosti nerazorenih ¢&elija bilinog materijala, do i kroz njihovu spoljnju
povrSinu u masu rastvora. Produzetkom ove faze postigao bi se veéi stepen ekstrakcije ali na racun
smanjenja ekonomiénosti celog procesa. Postojanje brze (ispiranje) i spore faze mikrotalasne

ekstrakcije zabeleZeno je u slu€aju ekstrakcije ulja iz plodova masline (Amarni i Kadi, 2010).
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Imajuci u vidu prinos ekstraktivnih materija i masnog ulja, odnosno stepene ekstrakcije,
optimalno vreme ekstrakcije u slu€aju sva tri biljina materijala i nezavisno od drugih operativnih uslova,
je oko 15 minuta pri éemu se postize koncentracija ekstrahovanih materija u te¢nim ekstraktima koja

se prakticno ne menja sa produzenjem procesa.
7.2.1.1. Uticaj operativnih uslova na prinos ekstra  ktivnih materija

Uticaj snage mikrotalasa. Nezavisno od vrste biljnog materijala, rastvaraca i odnosa biljni
materijal-rastvarac, najveci prinos ekstraktivnin materija je postignut pri najvec¢oj snazi mikrotalasa
(600 W), a najmanji pri najmanjoj snazi (300 W). NiZi prinos ekstraktivnih materija pri nizoj snazi
mikrotalasa je, verovatno, uzrokovano sporijim zagrevanjem ekstrakcionog sistema i nedovoljnim
razaranjima celijskih zidova biljnog materijala. Najizrazeniji uticaj snage mikrotalasa je u slucaju
ekstrakcije listova lovor viSnje vodom, gde sa porastom snage od 300 na 600 W prinos raste do 30 %,
dok se u ostalim slu¢ajevima, nevezano za biljni materijal, rastvara¢ i odnos biljni materijal-rastvarac,
prinos se povecava za oko 10 %. Dobijeni rezultati su u skladu sa objavljenim rezultatima da se vedi
prinosi dobijaju pri veéim mikrotalasnim snagama, sa napomenom da treba izbegavati dugotrajno
izlaganje mikrotalasima ekstremno visoke snhage jer moze dovesti do oSteCenja i curenja teflonskih
ekstraktora. Ovo je razlog Sto je za optimalnu mikrotalasnu snagu izabran nivo od 66 % nominalne
snage mikrotalasnog ekstraktora pri ekstrakciji organskih zagadiva¢a, ugljovodonika i pesticida iz
morskih sedimenata (Pastor et al., 1997). Pri mikrotalasnoj ekstrakciji askorbinske kiseline iz plodova
guave, Kkoriste¢i razli¢ite nivoe snage mikrotalasa (200, 400 i 600 W), nezavisno od ostalih
ekstrakcionih uslova, najvec¢a ekstrakciona efikasnost zabelezena je pri ekstrakciji na 400 W u trajanju
od 10 minuta (Yu et al., 2009).

Uticaj rastvara ¢a. Najveci prinos ekstraktivnin materija, u slu€aju ekstrakcije listova i mesa
plodova lovor viSnje, dobija se metanolom, a najnizi 2-propanolom. Generalno, polarniji rastvaradci
(metanol i voda) daju bolji prinos ekstraktivnih materija, Sto ukazuje da su ekstrahovani biljni materijali
bogatiji supstancama rastvorljivim u polarnim rastvara¢ima. Manji prinos ekstraktivnih materija dobijen
ekstrakcijom vodom u odnosu na prinos dobijen ekstrakcijom metanolom moze se objasniti ve¢om
vrednoS¢éu za tan & za metanol (0,64) nego za vodu (0,16) od koje direktno zavisi apsorpcija
mikrotalasa (Li et al., 2004). Metanol daje za oko 10 % vece prinose ekstraktivnih materija od vode u
sluéaju oba biljna materijala, dok oba rastvara¢a daju u proseku za oko 50 % vece prinose u odnosu
na 2-propanol u slu€aju lista i skoro duplo vece prinose u slu€aju ekstrakcije mesa ploda. Sistemom
n-heksan:voda dobijaju se neznatno veéi prinosi ulja nego ekstrakcijom Cdistim rastvaratem.
Studentovim t-testom pokazano je i da postoji statisticki znaCajna razlika izmedu ovih vrednosti
(p<0,05). Nakon 15 minuta ekstrakcije, pri veéim mikrotalasnim snagama ovaj porast je oko 3 %, a
ekstrakcijom na 300 W dodatak vode ekstrakcionom sistemu povecéava prinos tek za oko 1 %.

Uticaj odnosa biljni materijal-rastvara €. Generalno, nezavisno od drugih uslova ekstrakcije,
prinos ekstraktivnih materija se povec¢ava sa smanjenjem odnosa biljni materijal-rastvara¢ u opsegu

od 1:5 do 1:20 g/cm®. Smanjenjem odnosa biljni materijal-rastvara¢ od 1:5 na 1:20 g/cm®, prinos
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ekstraktivnih materija iz lista i mesa ploda lovor viSnje, poveéava se u proseku za oko 12 %, odnosno
15 %, respektivno. Uticaj odnosa biljni materijal-rastvara¢ je znacajniji kada se kao rastvarac koristi 2-
propanol nego polarniji rastvaragi. Zbog vece ekonomiénosti ekstrakcije pri manjem utroSku
rastvarata i male razlike u prinosima za Cetiri puta vece koli€¢ine upotrebljenog rastvaraca, za
optimalni odnos biljni materijal-rastvara¢ usvojen je odnos 1:5 g/cm?®.

Pozitivan efekat povecanja koli¢ine raspolozivog rastvaraca na prinos ekstraktivnih materija
tokom mikrotalasne ekstrakcije u ovom radu u skladu je sa ranije objavljenim rezultatima (Hao et al.,
2002; Spigno i de Faveri, 2009; Xiao et al., 2008). Ako se zapremina ekstrakcionog sistema odrzava
konstantnom, pri ostalim nepromenjenim uslovima i temperatura sistema ¢e biti skoro konstantna.
Medutim, ako je masa biljnog materijala konstantna a zapremina rastvarata se povecava u cilju
povec¢anja odnosa biljni materijal-rastvara¢ onda temperatura sistema nec¢e biti konstantna zbog
karakteristika mikrotalasnog zagrevanja, pri ¢emu je brzina grejanja odredena zapreminom sistema,
sposobnosSéu apsorpcije i dielektriénim svojstvima sistema (Spigno i Faveri, 2009).

Uticaj vrste biljnog materijala.  Bez obzira na operativne uslove, daleko viSe ekstraktivnih
materija moze se izolovati iz mesa plodova nego iz listova lovor viSnje. Dielektricne osobine, sadrzaj
vlage i fiziCka struktura biljnog materijala utiCu na mikrotalasne osobine ekstrakcionih sistema, a
samim tim i na prinos ukupnih ekstraktivnih materija. Chen i Spiro (1994) izmerili su vrednosti
dielektricne konstante, faktora gubitaka, tangens gubitaka i dubinu penetracije mikrotalasa za listove
nane i ruzmarina i utvrdili da listovi nane bolje apsorbuju mikrotalase Sto se poklapa sa veéim
sadrzajem vlage u ovom biljnom materijalu.

Na osnovu ostvarenog prinosa, ali vodeéi rauna o ekonomicnosti procesa, odabrani su
operativni uslovi mikrotalasne ekstrakcije za dalja istrazivanja, i to: za ekstrakciju ekstraktivnih
materija lista i mesa ploda lovor vi$nje metanol i odnos 1:5 g/cm®, a za masna ulja iz srca kostica n-
heksan pri odnosu 1:10 g/cm®. Ostvareni prinosi ulja mikrotalasnom ekstrakcijom srca kostica lovor
viSnje ukazuju na to da je sistem n-heksan:voda pogodniji za ekstrakciju, medutim za potrebe
poredenja sa ostalim tehnikama ekstrakcije dodavanje vode pri ekstrakciji hidrofobnog ulja nije bilo

opravdano.

7.2.2. Kinetika mikrotalasne ekstrakcije

Za modelovanje procesa mikrotalasne ekstrakcije ekstraktivnih materija iz listova i mesa
ploda kao i ulja iz srca kostica lovor viSnje koriS¢ena su tri dvoparametarska modela: model zasnovan

na teoriji nestacionarne difuzije kroz ¢vrst materijal, model zasnovan na teoriji filma i hiperbolni model.

7.2.2.1. Model zasnovan na nestacionrnoj difuziji u biljnoj sirovini

Za izraCunavanje parametara modela zasnovanog na teoriji nestacionarne difuzije kroz &vrst
materijal koris¢eni su samo eksperimentalni podaci iz perioda spore ekstrakcije, nakon 15-og minuta

ekstrakcije, a izraunavanje je vrSeno pomocu metode linearne regresije (slike 7.7 i 7.8 i 7.9).
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Slika 7.7 Linearizovan oblik kineti¢ke jednagine modela baziranog na teoriji nestacionarne difuzije mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje pri

mikrotalasnoj snazi a) 300 i b) 450 i ¢) 600 W i razli¢itim odnosima biljni materijal-rastvara¢ (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm® - A, 1:5 g/cm® - H)
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Slika 7.8 Linearizovan oblik kineti¢ke jednacgine modela baziranog na teoriji nestacionarne difuzije mikrotalasne ekstrakcije mesa ploda lovor visSnje pri

mikrotalasnoj snazi a) 300 i b) 450 i ¢) 600 W i razli¢itim odnosima biljni materijal-rastvara¢ (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm’ - A, 1:5 g/cm® - H)
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Slika 7.9 Linearizovan oblik kineticke jednacine modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji
mikrotalasne ekstrakcije srca kostica lovor viSnje pri razli€itim mikrotalasnim snagama i

odnosu biljni materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm®

Koeficijent linearne korelacije je bio ve¢i od 0,94 u sluc¢aju listova, mesa ploda i srca kostica
lovor viSnje. Model zasnovan na nestacionarnoj difuziji pokazuje dobro slaganje sa eksperimentalnim
podacima u periodu ekstrakcije od 15-og minuta u sluaju sva tri biljna materijala i sva tri koriS¢ena
rastvarata, sem u slucaju ekstrakcije masnog ulja iz srca koStica lovor viSnje sistemom n-
heksan:voda - 9:1 gde se dobro ,fitovanje" eksperimentalnih podataka zapaza ve¢ od 10-og minuta
ekstrakcije. Kineti¢ki parametri modela zasnovanog na nestacionarnoj difuziji mikrotalasne ekstrakcije
ekstraktivnih materija iz listova, mesa ploda i ulja iz srca koStica lovor viSnje zavise od mikrotalasne
shage, vrste rastvarac¢a, odnosa biljni materijal-rastvara¢ i vrste biljnog materijala (slike 7.10, 7.11 i
7.12). Vrednosti parametara date su u Prilogu (tabele 10.10 — 10.16).

Vrednost koeficijenta ispiranja poveéava se i do 95 % sa porastom snage od 300 do 600 W.
Veée vrednosti mikrotalasne snage dovode do brzeg rasta temperature sistema i povecanja
rastvorljivosti ekstraktivnin materija i masnih ulja u rastvara¢ima. NajizraZeniji uticaj promene snhage
na koeficijent ispiranja zapaza se u slu€aju lista, a najmanji u slu¢aju mesa ploda. Koeficijenti ispiranja
u slu¢aju oba koris¢ena rastvaraca pri mikrotalasnoj ekstrakciji srca kostica lovor viSnje sa porastom
shage od 300 do 600 W rastu u proseku za oko 20 %. Uticaj promene mikrotalasne snage na
koeficijent ispiranja zavisi od tipa rastvaraca, ali i vrste biljnog materijala. Tako se u slu€aju ekstrakcije
lista najvedi koeficijenti dobijaju pri ekstrakciji metanolom, sem u slu€aju veéih odnosa biljni materijal-
rastvarac i pri ve¢im snagama (600 W), gde je koeficijent ispiranja veci za vodu (oko 2 do 20 %). Kod

ekstrakcije mesa ploda vrednost koeficijenta ispiranja opada u nizu 2-propanol - voda - metanol.
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odnosa biljni materijal-rastvara¢ za mikrotalasnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz

mesa ploda lovor viSnje koriséenjem razli€itin rastvaraca
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Slika 7.12 Zavisnost kinetiCkih parametara modela nestacionarne difuzije od snage
mikrotalasa pri odnosu biljni materijal-rastvarag 1:10 g/cm? za mikrotalasnu

ekstrakciju masnog ulja iz srca koStica lovor viSnje

Generalno, sa smanjenjem odnosa biljni materijal-rastvara¢ od 1:5 do 1:20 g/cm®, povedava
se vrednost koeficijenta ispiranja nezavisno od ostalih uslova, verovatno kao rezultat povecéanja
raspolozive zapremine rastvaraca po jedinici mase biljnog materijala i porasta pogonske sile prenosa
mase od povrSine Cestica biljnog materijala u masu te¢nog ekstrakta. U sluaju ekstrakcije srca
koStica lovor viSnje sistemom n-heksan:voda dobija se koeficijent ispiranja vec¢i nego u slucaju
ekstrakcije €istim rastvaracem. Pri mikrotalasnoj snazi od 600 W koeficijent ispiranja je veci (oko 5 %)
u slu€aju Cistog rastvaraca, jer se pri vecim snagama vlaga prisutna u biljinom materijalu (4,0+0,6 %)
veoma brzo zagreva i prenosi toplotu na Citav sistem, zbog €ega se povecéava rastvorljivost ulja i
smanijuje viskoznost rastvaraca. U sluaju ekstrakcije masnog ulja iz srca kostica lovor viSnje porast
mikrotalasne snage ima izraZeniji uticaj na koeficijent spore ekstrakcije pri ekstrakciji Cistim
rastvaraem nego pri ekstrakciji sistemom rastvara¢:voda, u prvom slucaju koeficijet raste tri, a u
drugom oko dva puta. Dodatak vode pri ekstrakciji na viSim snagama, kao i u slu€aju koeficijenta
ispiranja, daje manji koeficijent spore ekstrakcije za oko 17 %. Manji koeficijent spore difuzije
verovatno poti¢e od smanjene rastvorljivosti hidrofobnog ulja u sistemu koji sadrzi vodu u odnosu na
Cist n-heksan. Najizrazeniji uticaj porasta snage na koeficijent spore ekstrakcije, u slu¢aju ekstrakcije
lista i mesa ploda lovor viSnje, zapaZen je u slu€aju vode, a najmanji u slucaju ekstrakcije 2-
propanolom. Sa smanjenjem odnosa bilini materijal-rastvaraé od 1:5 do 1:20 g/cm®, poveéava se
vrednost koeficijenta spore ekstrakcije, pri ¢emu je ovaj porast izrazeniji pri veéim snagama
mikrotalasa.

7.2.2.2. Model zasnovan na teoriji flma

Za izraCunavanje parametara modela zasnovanog na teoriji filma pomocu metode linearne

regresije koriS¢eni su eksperimentalni podaci iz celokupnog perioda ekstrakcije (slike 7.13 - 7.15).
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Slika 7.13 Linearizovan oblik kineti¢ke jednacine modela baziranog na teoriji flma mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje pri mikrotalasnoj snazi
a) 300 i b) 450 i ¢) 600 W i razli¢itim odnosima biljni materijal-rastvarag (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm® - A, 1:5 g/cm® - W)
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Slika 7.14 Linearizovan oblik kineticke jednacine modela baziranog na teoriji filma mikrotalasne ekstrakcije mesa ploda lovor viSnje pri mikrotalasnoj

shazi a) 300 i b) 450 i ¢) 600 W i razli¢itim odnosima biljni materijal-rastvaraé (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm® - A, 1:5 g/cm® - H)
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Slika 7.15 Linearizovan oblik kineti¢ke jednacine modela zasnovanog na teoriji filma mikrotalasne

ekstrakcije srca kostica lovor visnje pri razli¢itim mikrotalasnim snagama i

odnosu biljini materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm?®

Model zasnovan na teoriji filma pokazuje dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima u
toku celog perioda ekstrakcije u slu€aju sva tri biljna materijala i sva tri koriS¢ena rastvaraca, sa
koeficijentom linearne Kkorelacije ve¢im od 0,97. Utvrdeno je da kinetiCki parametri ovog modela
zavise od mikrotalasne snage, vrste rastvaraa, odnosa bilini materijal-rastvaraC i vrste biljnog
materijala (slike 7.16 - 7.18), a vrednosti parametara dati su u Prilogu (tabele 10.17 — 10.23).

Vrednost koeficijenta ispiranja po modelu zasnovanom na teoriji filma, u sluaju ekstrakcije
lista i mesa ploda lovor viSnje, poveéava se sa porastom snage od 300 do 600 W. Efekat porasta
shage na vrednost koeficijenta ispiranja izrazeniji su kod polarnijih rastvara¢a, u slu¢aju ekstrakcije
lista vodom vrednost koeficijenta veéa je kod veéih odnosa biljni material-rastvara¢ i do 100 %. Za
razliku od lista i mesa ploda, kod ekstrakcije srca koStica zapaZa se smanjenje vrednosti koeficijenta
ispiranja sa porastom snage i to u sluaju oba koriS¢ena rastvara¢a. Uticaj promene snage na
vrednosti koeficijenta ispiranja najviSe zavisi od vrste i strukture biljnog materijala, odnosno
najverovatnije od sadrzaja vlage u biljinom materijalu. Sadrzaj vlage u mesu ploda je veéi za oko 20
%, odnosno za oko dvadeset puta u odnosu na sadrzaj vlage u listu i srcu kostica, respektivno. U
proseku, dva puta manje vrednosti koeficijenta ispiranja dobijaju se ekstrakcijom 2-propanolom, u
odnosu na vrednosti dobijene za ekstrakciju lista lovor viSnje metanolom i vodom. Pokazano je da
dodatak etanola heksanu (10 mol%) desetostruko poveéava sposobnost apsorpcije mikrotalasa
novonastalog ekstrakcionog sistema (Chen i Spiro, 1994). Dodatak vode heksanu, u ovom radu,
pozitivno utiCe na vrednost koeficijenta ispiranja kod ekstrakcije masnih ulja, koja raste sa porastom
polarnosti rastvaraa. Odstupanje od ovog pravila u sluaju ekstrakcije mesa ploda lovor viSnje, gde
su najvece vrednosti koeficijenta kod ekstrakcije vodom a najmanje kod ekstrakcije metanolom,

verovatno poti¢e od velikog sadrzaja vode u biljnom materijalu (oko 77 %).
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Slika 7.16 Zavisnost kineti¢kih parametara modela zasnovanog na teoriji filma od snage mikrotalasa i

odnosa biljni materijal-rastvarac¢ za mikrotalasnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz

lista lovor viSnje koriS¢enjem razli€itih rastvaraca
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Slika 7.17 Zavisnost kineti¢kih parametara modela zasnovanog na teoriji flma od snage mikrotalasa i

odnosa biljni materijal-rastvara¢ za mikrotalasnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz

mesa ploda lovor viSnje koriS¢enjem razliCitih rastvaraca
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Slika 7.18 Zavisnost kineti¢kih parametara modela zasnovanog na teoriji filma od snage
mikrotalasa pri odnosu biljni materijal-rastvarag 1:10 g/cm? za mikrotalasnu

ekstrakciju masnog ulja iz srca koStica lovor viSnje

Sa smanjenjem odnosa bilini materijal-rastvara¢ od 1:5 do 1:20 g/cm® kod mikrotalasne
ekstrakcije lista i mesa ploda lovor visnje smanjuje se vrednost koeficijenta ispiranja i spore
ekstrakcije nezavisno od ostalih uslova. Vrednost koeficilenta spore ekstrakcije po modelu
zasnovanom na teoriji filma, u slu€aju sva tri biljna materijala (list, meso ploda i srce kostica),
povecava se sa porastom snage od 300 do 600 W. Veée vrednosti mikrotalasne snage dovode do
brzeg rasta temperature sistema i poveéanja koeficijenta difuzije, poboljSanja rastvorljivosti
ekstraktivnih materija i masnih ulja u rastvara¢ima, a i do razaranja ¢elijskih zidova i olakSavanja
ekstraktivnim materijama i masnim uljima da dospeju do mase rastvarac¢a (Chen i Spiro, 1994). Ovaj
efekat je najizraZeniji kod veéih odnosa biljni materijal-rastvarag (1:5 g/cm®). Nezavisno od ostalih
operativnih uslova, manji odnosi biljni materijal-rastvara¢ daju vrednosti koeficijenta spore ekstrakcije
koje su i do 20 puta veée u odnosu na vrednosti dobijene za ekstrakcije pri odnosima 1:10 i 1:20
g/lcm®. Ovakav rezultat je oéekivan jer je zapremina rastvarada u svim sluéajevima bila ista dok je
masa biljnog materijala varirala zavisno od odnosa biljni material-rastvarac, te je u slu€aju najmanjeg
odnosa bilo prisutno najvise biljnog materijala. Dodatak vode pri ekstrakciji srca koStica lovor visnje,
ne utiCe na koeficijent spore ekstrakcije. Studentovim t-testom utvrdeno je da nema statisticki

znacajne razlike (p<0,05) u vrednostima dobijenim koris¢enjem oba ekstrakciona sistema.

7.2.2.3. Hiperbolni model

Za izraCunavanje parametara empirijskog modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini
koriS¢éeni su eksperimentalni podaci iz celokupnog perioda ekstrakcije, a izraCunavanje je vrSeno

pomoc¢u metode linearne regresije (slike 7.19 - 7.21).
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Slika 7.19 Linearizovan oblik kineti¢ke jednacine hiperbolnog modela mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje pri mikrotalasnoj snazi

a) 300 i b) 450 i c) 600 W i razligitim odnosima biljni materijal-rastvaraé (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm® - A, 1:5 g/cm® - W)
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Slika 7.20 Linearizovan oblik kineti¢ke jednadine hiperbolnog modela mikrotalasne ekstrakcije mesa ploda lovor viSnje pri mikrotalasnoj snazi

a) 300 i b) 450 i c) 600 W i razligitim odnosima biljni materijal-rastvaraé (1:20 g/cm® - @, 1:10 g/cm® - A, 1:5 g/cm® - W)
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Slika 7.21 Linearizovan oblik kineti¢ke jednac¢ine modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini
mikrotalasne ekstrakcije srca kostica lovor viSnje pri razlicitim mikrotalasnim snagama i

odnosu biljini materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm?®

Koeficijent linearne korelacije je bio veci od 0,96 u slu€aju svih operativnih uslova. Ovaj model
pokazuje dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima u toku celog perioda ekstrakcije u slu€aju
sva tri biljna materijala i sva tri koriS¢ena rastvaraca. Kineti¢ki parametri modela zasnovanog na
hiperbolnoj jednacini mikrotalasne ekstrakcije ekstraktivnih materija iz listova, mesa ploda i ulja iz srca
kostica lovor viSnje zavise od mikrotalasne snage, vrste rastvara¢a, odnosa biljni materijal-rastvarac i
vrste biljinog materijala (slike 7.22 - 7.24). Vrednosti parametara date su u Prilogu (tabele 10.24 —
10.30).

Maksimalna koncentracija ekstraktivnih materija iz lista (27,2+0,7 g/dm® i mesa ploda
(88,622,7 g/dm®) izradunatih prema modelu zasnovanom na hiperbolnoj jednagini dobijena je pri
ekstrakciji metanolom, pri najveéoj mikrotalasnoj snazi (600 W) i najmanjem koriS¢enom odnosu biljni
materijal-rastvaraé (1:5 g/cm®), dok se maksimalna koncentracija masnog ulja iz srca kostica
(44,2+1,4 g/dm?) dobija pri ekstrakciji gistim rastvaradem (n-heksan) i pri najveéoj mikrotalasnoj snazi
(600 W). Dodatkom vode, odnosno ekstrakcijom srca kostica sistemom n-heksan:voda — 9:1, nesto
maniji prinos (oko 3 %) dobija se za u proseku 35 % kraée vreme. Generalno porastom snage 300 na
600 W, u sluCaju ekstrakcije sva tri biljna materijala i nezavisno od ostalih operativnih uslova,
maksimalna koncentracija ekstraktivnih materija i ulja izraunata pomocu hiperbolnog modela raste u
proseku do 10 %, dok se vreme potrebno da koncentracija ekstrahovanih materija dostigne polovinu
svoje maksimalne vrednosti skracuje. NajveCe skracenje vremena potrebnog da koncentracija
ekstrahovanih materija dostigne polovinu svoje maksimalne vrednosti, u proseku do 50 %,
zabelezeno je u slu€aju ekstrakcije 2-propanolom. Uticaj promene snage na parametre hiperbolnog
modela izraZeniji je pri veéim odnosima biljni materijal-rastvara¢ (1:5 g/cm®) zbog prisustva vece
koli¢ine bilinog materijala u ekstrakcionim sistemima. Skra¢enje vremena potrebnog da koncentracija
1,8 cineola dostigne polovinu svoje maksimalne vrednosti sa porastom snage mikrotalasa zabelezena

je u slu€aju ekstrakcije ulja iz listova ruzmarina i nane (Chen i Spiro, 1994).
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Slika 7.22 Zavisnost kineti¢kih parametara modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacéini od snage

mikrotalasa i odnosa biljni materijal-rastvara¢ za mikrotalasnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz

lista lovor viSnje koriS¢enjem razli€itih rastvaraca
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Slika 7.23 Zavisnost kineti¢kih parametara modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacéini od snage

mikrotalasa i odnosa biljni materijal-rastvara¢ za mikrotalasnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz

mesa ploda lovor viSnje koriséenjem razli€itin rastvaraca
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Slika 7.24 Zavisnost kinetiCkih parametara modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini od snage
mikrotalasa pri odnosu biljni materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm® za mikrotalasnu

ekstrakciju masnog ulja iz srca koStica lovor visnje

Najvec¢e vrednosti maksimalne koncentracije ekstraktivnin materija dobijene su u sluéaju
ekstrakcije metanolom. Kod ekstrakcije lista lovor viSnje izracunati parametar ¢, VeCi je u proseku
od izraCunatih vrednosti za ekstrakciju vodom i 2-propanolom za 4 i 17,8 %, respektivno, dok se u
sluaju ekstrakcije mesa ploda ekstrakcijom metanolom dobijaju vrednosti vece u proseku za 25,6 i
62,1 % od vrednosti dobijenih vodom i 2-propanolom, respektivno. Koris¢enje sistema n-heksan:voda
pri ekstrakciji ulja iz srca kostica lovor viSnje ne uti€e znacajnije na izra¢unatu vrednost maksimalne
koncentracije masnog ulja pomocu hiperbolnog modela (manje od 5 % u proseku), ali skracuje vreme
potrebno da koncentracija ulja dostigne polovinu svoje maksimalne vrednosti za 34 % u proseku,
nezavisno od ostalih operativnih uslova. Dodatak vode ekstrakcionom sistemu koji se sastoji od
rastvaraCa transparentnog za mikrotalase i biljnog materijala koji sadrzi neznatnu koli¢inu viage
pozitivno utiCe na brzinu zagrevanja sistema Sto dovodi do smanjenja viskoznosti rastvaraca i
olakSavanja penetracije u biljni materijal. Generalno, veée vrednosti oba parametra hiperbolnog
modela dobijaju se pri ekstrakciji mesa ploda lovor viSnje, nezavisno od ostalih operativnih uslova.
Velika razlika u prinosu moze se pripisati veéem sadrzaju ekstraktivnin materija ali i prisustvu
ekstraktivnih materija bolje rastvornih u koriSéenim rastvarac¢ima kod mesa ploda u odnosu na list

lovor visnje.
7.2.2.4. Poredenje modela kori§ éenih za modelovanje kinetike ekstrakcije
Modeli zasnovani na teorijama nestacionarne difuzije kroz ¢vrst material i teoriji filma su fizicki

zasnovani na pojednostavljenim opisima difuzije ekstraktivnih materija iz biljinog materijala, dok

hiperbolni model nema fizicku osnovu i predstavlja matematiCki opis promene koncentracije
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ekstraktivnin materija sa vremenom. Vrednosti izraCunatih kinetiCkin parametara zavise od viSe
faktora (snaga mikrotalasa, vrsta rastvaraca, biljni materijal, odnos biljni materijal-rastvarac) i njihovog
modusobnog odnosa koji se ne moze lako uociti zbog kompleksnosti procesa ekstrakcije.

Poredenjem parametara izraCunatih za modele zasnovane na teorijama nestacionarne
difuzije kroz ¢vrst material i teoriji filma, u slu€aju sva tri ekstrahovana biljna materijala i bez obzira na
ostale operativne uslove, utvrdeno je da se vece vrednosti koeficijenta ispiranja dobijaju kod modela
zasnovanog na teoriji nestacionarne difuzije. Koeficijenti spore ekstrakcije izraCunati po modelu
zasnovanom na teoriji filma vecdi su od koeficijenata izraCunatih po modelu zasnovanom na teoriji
nestacionarne difuzije, bez obzira na ostale operativne uslove, u slu€aju ekstrakcije masnog ulja dok
je u slu€aju ekstrakcije lista i mesa poloda veci samo u slu€ajevima manjih odnosa biljni materijal-
rastvaraé (1:10 i 1:20 g/lcm®).

Rezultati dobijeni na osnovu hiperbolnog modela dobro se slazu sa eksperimentalnim
podacima. Najve¢e maksimalne koncentracije ekstraktivnih materija izraunate po ovom modelu,
nezavisno od biljnog materijala postizu se pri ve¢im mikrotalasnim snagama (600 W) i odnosu biljni
materijal-rastvaraé (1:5 g/cm®), a ujedno su za te uslove dobijene uglavnom najvece vrednosti
koeficijenata spore ekstrakcije po modelu zasnovanom na teoriji filma.

Prihvatljivost kinetickog modela je ocenjivana na osnovu slaganja kineti¢kih jednacina sa
eksperimentalnim podacima, odnosno na osnovu vrednosti koeficijenata linearne korelacije i vrednosti
korena kvadrata srednjeg odstupanja izracunatih od eksperimentalnih vrednosti prinosa ekstraktivnih
materija. Usvojeno je da je model prihvatljiv za inzenjerske svrhe ukoliko je srednja vrednost
odstupanja izracunatih od eksperimentalnih vrednosti prinosa ekstraktivnih supstanci manja od + 10
%. Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 7.4 moze se zaklju€iti da su model zasnovan na teoriji
filma i jednacina hiperbolnog modela primenljivi za opisivanje kinetike celog perioda ekstrakcije, dok
je model zasnovan na nestacionarnoj difuziji primenljiv samo u periodu spore ekstrakcije.

Imajuéi ovo u vidu, kao i zbog svoje relativne jednostavnosti i fiziCke zasnovanosti, model
zasnovan na teoriji flma moze se preporuditi za matematicko opisivanje kinetike mikrotalasne

ekstrakcije ekstraktivnih materija iz listova i mesa ploda, kao i masnih ulja iz srca koStica lovor visnje.

Tabela 7.4 Vrednosti korena kvadrata srednjeg odstupanja izracunatih od eksperimentalnih vrednosti

prinosa ekstraktivnin materija, %

Biljni materijal  Broj eksperimentalnih Kineti¢ki model
podataka Hiperbolni Teorija filma Nestacionarna
difuzija®
List 162 1,6 2,1 53
Plod 162 1,8 2,6 4,8
Srce koStica 30 2,0 4,7 2,5

Period spore ekstrakcije

Analiza primenljivosti modela kinetike ekstrakcije iz razli€itih delova (nadzemni delovi, suvi i

svezi listovi, koren, cvet i seme) deset biljnih vrsta (kantarion, obi¢na Zalfija, lepljiva Zalfija, ehinacea,
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bokvica, Cuvarkuéa, lincura, neven, duvan i perSun) nezavisno od biline vrste i tehnike i operativnih
uslova ekstrakcije pokazala je da su Weibull-ova i modifikovana Elovich-ova jednacina optimalni (sa
odstupanjem manjim od * 10 %) empirijski modeli kinetike, dok je od fizickih modela optimalan model
zasnovan na teoriji filma koji daje najmanju srednju vrednost relativnog odstupanja (+3,20 %)
(Kitanovi¢, 2009).

7.2.3. Poredenije tehnika ekstrakcije prema prinosu ekstrakta i ulja

U cilju poredenja sa drugim tehnikama ekstrakcije, u slu€aju sva tri biljna materijala,
mikrotalasna ekstrakcija izvodena je na tri nivoa snage (300, 450 i 600 W) u trajanju od po 15 minuta.
Ekstrakti i masna ulja dobijeni pod ovim uslovima poredeni su po prinosu i hemijskom sastavu sa
onim dobijenim drugim tehnikama ekstrakcije (ekstrakcija po Soxhlet-u, klasi¢na ekstrakcija i
indirektna ultrazvuéna ekstrakcija). Zavisnost prinosa ukupnih ekstraktivnin materija lista i mesa
ploda, kao i masnog ulja srca koStica lovor viSnje od primenjene tehnike ekstrakcije prikazana je na
slikama 7.25i 7.26.

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da primenjena tehnika ekstrakcije znatno utiCe na
prinos, kako ukupnih ekstraktivnih materija, tako i masnog ulja. U slu€aju sva tri biljna materijala
najveci prinos dobija se ekstrakcijom po Soxhlet-u, pri ¢emu treba uzeti u obzir da je proces trajao
120, 130 i 180 minuta pri ekstrakciji mesa ploda, lista i srca kostica ploda lovor viSnje, respektivno.
Prinosi ostvareni ekstrakcijom po Soxhlet-u ujedno predstavljaju maksimalni prinos ekstraktivnih

materija, odnosno masnih ulja.
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Slika 7.25 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija dobijen razli¢itim tehnikama ekstrakcije
a) lista i b) mesa ploda lovor vi$nje metanolom, pri odnosu biljni materijal-rastvarag 1:5 g/cm® i

u trajanju od 15 minuta (UZ - ultrazvuéna ekstrakcija, KE - klasi¢na ekstrakcija)
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Slika 7.26 Prinos masnog ulja iz srca kostica ploda lovor viSnje dobijen razli¢itim tehnikama
ekstrakcije n-heksanom pri odnosu biljni materijal-rastvaraé 1:10 g/cm® i u trajanju

od 15 minuta (UZ - ultrazvuéna ekstrakcija, KE - klasi¢na ekstrakcija)

Poredenjem ostalih tehnika ekstrakcija, za isto vreme (15 minuta), isti rastvara¢ i biljni
materijal, najveci prinosi ostvaruju se mikrotalasnom ekstrakcijom pri ve¢im snagama, a najmaniji
klasiénom ekstrakcijom na temperaturi klju€anja. Pozitivan uticaj dejstva mikrotalasa izrazeniji je kod
ekstrakcije masnog ulja iz srca kostica lovor viSnje u odnosu na ostale biljne materijale. Generalno, u
slu¢aju masnog ulja, primenom mikrotalasa dobija se u proseku oko 80 % prinosa ostvarneg
ekstrakcijom po Soxhletu, dok je u slu€aju ultrazvuéne i klasi¢ne ekstrakcije ovaj procenat manji i
iznosi oko 50 i 43 %, respektivno. Primenom mikrotalasa u procesu ekstrakcije lista i mesa ploda
lovor visnje dobija se u proseku oko 72 % prinosa ostvarneg ekstrakcijom po Soxhlet-u, dok su prinosi
ostvareni ultrazvué¢nom i klasi€¢nom ekstrakcijom 62 % i 53 % prinosa ostvarneg ekstrakcijom po
Soxhlet-u, respektivno. Sli¢ni rezultati zabeleZzeni su kod ekstrakcije semena, lista i mesa ploda
pasjeg trna (Hippophae rhamnoides) (Sharma et al., 2008), anthrahinona iz korena biljne vrste
Morinda citrifolia, gde je najveéi prinos zabelezen kod ekstrakcije po Soxhlet-u, zatim kod
mikrotalasne, ultrazvuéne ekstrakcije, dok je najmanji prinos dobijen klasi¢nom ekstrakcijom. | pored
toga Sto je temperatura pri kojoj je vrSena ekstrakcija bila u slu€aju svih tehnika ekstrakcije ista,
temperatura klju¢anja rastvaraca, zagrevanje pod dejstvom mikrotalasa se pokazalo kao najbrze, te je
sinergistickim dejstvom morfoloSkih promena unutar biljnog materijala i vece brzine prenosa mase
nastalih pod dejstvom poviSene temperature ova tehnika dala najbolje prinose za najkrace vreme
(Hemwimon et al., 2007). U istom radu, poredenjem mikrotalasne i ultrazvuéne ekstrakcije, gde na
brzinu ekstrakcije utie kavitacioni efekat i akusti¢ne osobine rastvaraca, pokazalo se da je inicijalno
brzi porast temperature i veci prinos usled dejstva mikrotalasa, ali da se nakon osamnaestog minuta

prinosi izjednacavaju.
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Primenom mikrotalasa najmanje snage (300 W) u odnosu na ekstrakciju pod dejstvom
ultrazvuénih talasa dobijaju se prinosi veéi u proseku za oko 50 %, odnosno za oko 12 % u slucaju
ekstrakcije masnog ulja, odnosno ukupnih ekstraktivnih materija, respektivno. Ova razlika u prinosu u
korist mikrotalasne ekstrakcije joS je izrazenija poredenjem sa klasi€nom ekstrakcijom, gde je prinos
masnog ulja veci za 76 %, a prinosi ukupnih ekstraktivnih materija lista i mesa ploda u proseku za oko
30 %. Na efikasnost razliitih tehnika ekstrakcije veoma utiCu mikrotalasne i akustiéne osobine
koris¢enih rastvaraa, kao i sadrzaj vlage i struktura biljnog materijala.

Ranija istraZivanja pokazuju da se postupkom dvostepene maceracije listova lovor vidnje na
sobnoj temperaturi, vodom i 96 % etanolom, dobija 38,1 i 29,3 g ekstraktivnih materija/100 g biljnog
materijala, Sto je 2,8 puta veci prinos (u slu€aju ekstrakcije vodom) u odnosu na rezultat dobijen u
ovom radu (ekstrakcija po Soxhlet-u, voda, list lovor viSnje), mada nema pouzdanih podataka o
trajanju ekstrakcije, usitnjenosti materijala, kao i prisustvu vlage u biljnom materijalu (Erdemoglu et al.,
2003).

7.3. Destilacija etarskog ulja listova lovor viSnje

Promena prinosa etarskog ulja tokom klasi¢ne hidrodestilacije, mikrotalasne hidrodestilacije i
suve destilacije (destilacija bez prisustva rastvaraa pri atmosferskom pritisku) pod dejstvom
mikrotalasa iz usitnjenih sveZih listova lovor viSnje prikazana je na slici 7.27.

Utvrdeno je da je zavisnost promene prinosa etarskog ulja tokom klasi¢ne hidrodestilacije,
mikrotalasne hidrodestilacije i suve destilacije pri razlicitim snagama ista sa oblikom krivih dobijenih u
slu¢aju klasi¢ne hidrodestilacije i suve destilacije suvih listova origana (Bayramoglu et al., 2008),
suvih nadzemnih delova iranske lekovite biljne vrste Zataria multifiora Boiss (Golmakani i Rezaei,
2008a) i svezih nadzemnih delova timijana (Golmakani i Rezaei, 2008; Lucchesi et al., 2004b).

Ukupni sadrzaj etarskog ulja u svezim listovima lovor visnje je 0,38+0,01 cm®/100 g sveZeg
biljnog materijala, nezavisno od primenjene tehnike destilacije. U svim eksperimentima racunanje
vremena je pocelo od momenta uklju€enja izvora mikrotalasa, odnosno izvora toplote i trajalo je do
prestanka izdvajanja ulja, pri éemu su beleZzena vremena pojave prve kapi ulja i ukupnog trajanja

procesa destilacije (tabela 7.5).

Tabela 7.5 Vreme trajanja destilacije ulja iz svezih listova lovor viSnje razli¢itim tehnikama (min)

Hidrodestilacija pod Suva destilacija pod Klasiéna hidrodestilaciia
_Snaga dejstvom mikrotalasa dejstvom mikrotalasa )
mikrotalasa
1 ta tuk t ta tuk ty t2 tuk

600 W 10,5+0,7 7,5+£0,7 18,0+1,4 2,5+0,0 5,2+0,1 7,8+0,2
450 W 19,5+0,7 9,1+0,3 28,6+0,5 4,0+0,0 8,4+0,2 12,4+0,1
300 W 31,0+1,4 13,6+£3,4 44,6+2,4 7,5+0,7 11,4+0,1 18,9+0,4

35+0,0 66,1+2,1 101,1+1,1
Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija t; - Vreme od momenta uklju¢enja izvora
toplote ili mikrotalasa do pojave prve kapi etarskog ulja, min; t, - Vreme potrebno da svo ulje predestiluje, min; t, - Ukupno
vreme trajanja procesa destilacije t;+ t;, min
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Slika 7.27 Kinetika destilacije etarskog ulja sveZzih listova lovor viSnje hidrodestilacijom pod dejstvom

mikrotalasa (a), suvom destilacijom pod dejstvom mikrotalasa (b) i klasi€nom hidrodestilacijom (c) pri
razli¢itim snagama (300 W - @, 450 W - A, 600 W - H)
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Primenom mikrotalasa, uz dobijanje istog prinosa, ukupno vreme trajanja procesa destilacije
se skraéuje, kao i u ranijim istrazivanjima (Chemat et al., 2006; Lucchesi et al., 2004b; Rezvanpanah
et al., 2008). Primenom mikrotalasa male snage (220 W) u slu¢aju dobijanja etarskih ulja biljnih vrsta
Satureja hortensis i Satureja montana vreme do pojave prve kapi etarskog ulja je duze u odnosu na
isto vreme kod postupka klasi¢ne hidrodestilacije, ali se ukupno vreme procesa ipak skracuje
(Rezvanpanah et al., 2008). Najizrazenije skra¢enje vremena trajanja procesa je u slu¢aju najvece
primenjene snage mikrotalasa (600 W) do 3 puta do pojave prve kapi ulja odnosno do 9 puta za
vreme potrebno da svo ulje predestiluje, kao i u eksperimentima izvedenim bez prisustva vode (suva
destilacija), do 14 puta do pojave prve kapi ulja odnosno do 12 puta za vreme potrebno da svo ulje
predestiluje. U slu€aju suve destilacije pod dejstvom mikrotalasa 80 % od ukupno prisutnog etarskog
ulja destiluje za 5, 3,5 odnosno 3 minuta (ra¢unato od momenta izdvajanja prve kapi etarskog ulja),
pri snazi mikrotalasa od 300, 450 i 600 W, respektivnho. U prisustvu vode (hidrodestilacija pod
dejstvom mikrotalasa) pri istim snagama mikrotalasa za postizanje identi€nog prinosa potrebno je
nesto viSe vremena (za 17 % viSe vremena u proseku). Vreme potrebno da se izdvoji 80 % etarskog
ulja postupkom klasi¢ne hidrodestilacije iznosi 20 minuta, nakon ¢ega se za sledecih 20 minuta,

izdvaja joS oko 15 % etarskog ulja od ukupne koli€ine.
7.4. Analiza bioaktivnih komponenti iz lovor viSnje

Postupcima ekstrakcije i destilacije, pod dejstvom mikrotalasa kao i klasi€nim metodama,
dobijeni su ekstrakti i masna i etarska ulja d&ija je analiza izvrSena hromatografskim i

spektrofotometrijskim metodama.

7.4.1. Analiza ukupnih ekstraktivnih materija lista i mesa ploda lovor visSnje
7.4.1.1. SadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flav  onoida u ekstraktima

Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida, prikazani u tabelama
7.6 i 7.7 ukazuju da su ekstrakti lista bogatiji fenolnim jedinjenjima i flavonoidima u odnosu na
ekstrakte mesa ploda lovor viSnje, kao i da tehnika ekstrakcije ima uticaja na sadrZaj ovih bioaktivnih
jedinjenja u analiziranim ekstraktima.

Povecanjem snage mikrotalasa u opsegu od 300 do 600 W povecava se sadrzaj ukupnih
fenola u ekstraktima lista i mesa ploda, za 9 %, odnosno 4 %, respektivno. Pri istoj promeni snage
mikrotalasa sadrzaj flavonoida se neznatno povec¢ava u ekstraktima lista (za oko 3 %), dok ne postoji
statistiCki znaCajna razlika u sadrzaju flavonoida u ekstraktima mesa ploda lovor viSnje dobijenih pri

dejstvu mikrotalasa razli¢itih snaga.
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Tabela 7.6 Ukupni sadrZaj fenolnih jedinjenja

Ukupni fenoli,
mg galne kiseline/g suvog ekstrakta
Ekstrakt mesa

Tehnika ekstrakcije

Ekstrakt lista ploda Hidrosol Sok

. 300 W 119,4+1,1 46,3+1,4 12,7+0,4

gﬂk"s‘:trf;ﬁ'cf‘;”% 450 W 128,042,2 47,1413 13,00,2
600 W 130,5+2,1 48,1+0,5 13,5+0,3

Ultrazvu €na ekstrakcija 114,7+1,7 42,2+1.,8
Klasi éna ekstrakcija 116,0+2,2 41,3+1,3
Ekstrakcija po Soxhlet-u 85,4+1,4 36,2+0,6
Klasi €éna hidrodestilacija 12,240,2
Cedenje 3,8+0,1

Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija (MeOH, 15 min., 1:5 g/cm®, 65 °C)
& Mikrotalasna hidrodestilacija u slu¢aju hidrosola

Tabela 7.7 Ukupni sadrZaj flavonoida

Ukupni flavonoidi,
mg rutina/g suvog ekstrakta

Ekstrakt mesa

Tehnika ekstrakcije

Ekstrakt lista Hidrosol Sok
ploda
wrotal 300 W 66,6+0,2 13,7+0,5 9,10,2
Mikrotalasna
9,640,1
ekstrakcija ® 450 W 66,8+0,3 13,8+0,3
600 W 68,8+0,4 13,740,5 9,640,2
Ultrazvu €na ekstrakcija 64,4+0,3 13,5+0,4
Klasi €éna ekstrakcija 63,5+0,9 13,540,2
Ekstrakcija po Soxhlet-u 61,3+1,6 12,940,2
Klasi €éna hidrodestilacija 8,8+0,2
Cedenje 1,840,0

Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija (MeOH, 15 min., 1:5 g/cm3, 65 °C)
#Mikrotalasna hidrodestilacija u slu¢aju hidrosola

Ranija istrazivanja mikrotalasne ekstrakcije biljine vrste Buddleia officinalis pokazala su da
povecanje mikrotalasne snage u opsegu od 300 do 900 W znacajo povecava udeo flavonoida u
etanolnim ekstraktima (za oko 20 %), kao i da sa produzetkom vremena trajanja ekstrakcije sadrzaj
flavnoida pokazuje trend rasta do dvadesetpetog minuta, a nakon tog vremena lagano pocinje da
opada (Pan et al., 2010). Sli¢ni rezultati zapazeni su i u slu¢aju flavonoida ekstrakata korena biljne
vrste Astragalus mongolicus (Xiao et al., 2008), fenola u ekstraktima opne kikirikija (Yu et al., 2005) i
popularnog benda crnog &aja (Spigno i De Faveri, 2009) dobijenim pod dejsvom mikrotalasa razli¢ite
shage. Li i sar. (2004) su pokazali da se sa porastom snhage od 10 do 90 % nominalne snage
mikrotalasa modifikovane mikrotalasne pecnice, pri mikrotalasnoj ekstrakciji polifenolnih kiselina iz
biline vrste Eucommia ulmodies najbolji prinosi dobijaju sa snagom od 50 do 70 % nominalne
vrednosti. Daljim porastom snage dolazi do blagog smanjenja sadrzaja ovih jedinjenja u ekstraktima.

Vecdi sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima dobijenim primenom mikrotalasa vece snage rezultat
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su prisustva vece koli¢ine elektromagnetne energije koja se brze prenosi sistemu za ekstrakciju pri
veéim mikrotalasnim snagama i poveéava efikasnost ekstrakcije (Xiao et al., 2008). Uocene razlike u
uticaju promene snage mikrotalasa na sadrZaj bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima najverovatnije su
posledica razliCite strukture biljnih materijalai sadrzaja vlage, kako lista i mesa ploda lovor visnje
koriS¢enih u ovom radu, tako i u poredenju sa ranijim istrazivanjima.

Uticaj tehnike ekstrakcije na prinos bioaktivnih komponenti u ekstraktima je izrazeniji u slu¢aju
ekstrakcije lista lovor viSnje. Nezavisno od biljnog materijala, veci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i
flavonoida zabeleZzen je kod ekstrakata dobijenih pod dejstvom mikrotalasa, a najniZi udeo ovih
bioaktivnih jedinjenja je prisutan u ekstraktu dobijenom ekstrakcijom po Soxhlet-u. Manji sadrZaj
ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom po Soxhlet-u u odnosu
na ekstrakte dobijene drugim tehnikama ekstrakcije u skladu je sa ranijim istrazivanjima (Pan et al.,
2010; StojiCevi¢ et al., 2008), dok je u sluaju ekstrakcije korena biljne vrste Astragalus mongolicus
najveci prinos flavonoida u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom po Soxhlet-u (Xiao et al., 2008).
Studentovim t-testom utvrdeno je da ne postoji statisticki zna€ajna razlika (p < 0,05) u sadrzaju
fenolnih jedinjenja i flavonoida u ekstraktima lista i mesa ploda lovor viSnje dobijenim klasi¢nom i
ultrazvuénom ekstrakcijom. DosadaSnja istrazivanja pokazala su da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja i flavonoida u ekstraktima Cuvarkuce (Stoji€evic et al., 2008), ehinacee (Stanisavljevic et al.,
2009a) i bokvice (Stanisavljevi¢ et al., 2008) dobijenim klasi€¢nom ekstrakcijom veci u odnosu na
njihov sadrzaj u ekstraktima dobijenim pod dejstvom ultrazvuka, dok je u vodenim ekstraktima
semenki bora sadrzaj ukupnih fenola bio najveéi u ekstraktu dobijenom pod dejstvom ultrazvuka u
poredenju sa ekstraktima dobijenim klasi€chom ekstrakcijom sa meSanjem i mikrotalasnom
ekstrakcijom (Liazid et al., 2010). Najveéi udeo polifenola i kofeina pri ekstrakciji listova zelenog €aja
zabelezZen je u ekstraktima dobijenim pod dejstvom mikrotalasa u poredenju sa njihovim sadrzajem u
ekstraktima dobijenim ekstrakcijom pod dejstvom ultrazvuka i zagrevanjem sa refluksom (Pan et al.,
2003). U ranijim istraZivanjima dokazano je da je primena mikrotalasa podesna za ekstrakciju fenolnih
jedinjenja i pored postizanja relativno visokih temperatura koje bi mogle dovesti do njihove
degradacije (110-150 C) (Casazza et al., 2010), kao i da se ovom tehnikom, u poredenju sa
konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, dobija vecéi prinos polifenolnih jedinjenja (Spigno i De Faveri,
2009). Poredenjem ovih rezultata moZe se zakljuCiti da uticaj tehnike ekstrakcije na sadrzaj
bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima zavisi u mnogome od vrste i strukture biljnog materijala.

NerazblaZeni hidrosol moZe biti dobar izvor fenolnih jedinjenja i flavonoida. U hidrosolu
dobijenom u procesu klasiéne hidrodestilacije prisutno je najmanje fenolnih jedinjenja i flavonoida u
poredenju sa hidrosolovima dobijenim u postupcima hidrodestilacije pod dejstvom mikrotalasa. Kada
se mikrotalasna snaga kojoj je izlagan sistem tokom hidrodestilacije poveéa u opsegu od 300 do 600
W sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u hidrosolu raste za 6,2, odnosno 5,5 %, respektivno, 5to znadi
da promena mikrotalasne snage ne uti¢e znacajno na sadrzaj ovih komponenti. Prisustvo fenolinih
jedinjenja i flavonoida dokazano je i u nerazblazenom sveze cedenom soku ploda lovor visnje.

Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida odreden standardnim spektrofotometrijskim

metodama ne pruza pravu sliku o kvantitetu i kvalitetu fenolnih jedinjenja u ekstraktima, zbog
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mogucéeg prisustva interferirajucih jedinjenja (redukujuéi Seceri, aromati¢ni amini, sumpor-dioksid,
vitamin C, organske kiseline, Fe(ll) i ostale supstance koje nisu polifenolnog porekla) koja utiCu na
nerealno povecanje rezultata (Georgé et al., 2007; Padda i Picha, 2007; Stalikas, 2007). Zbog toga je
kvalitativna i kvantitativha analiza ekstrakata lista i mesa ploda lovor viSnje izvrSena primenom HPLC

tehnike.

7.4.1.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakata

Antioksidativna aktivnost ekstrakata lista i mesa ploda, hidrosolova zaostalih nakon destilacija
i soka ploda lovor viSnje, utvrdena merenjem njihove sposobnosti da neutraliSu DPPH radikale,

prikazana je na slikama 7.30 — 7.32.
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Slika 7.31 Antioksidativna aktivnost ekstrakata lista i mesa ploda dobijenih ultrazvuénom (UE),
klasiénom (KE) i ekstrakciom po Soxhlet-u (SE)
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Slika 7.32 Antioksidativna aktivnost hidrosolova dobijenih klasi€¢nom hidrodestilacijom (KHD) i

hidrodestilacijama pri razli¢itim snagama listova i soka ploda lovor viSnje

Procenat neutralisanja DPPH radikala iskazuje se vredno$¢u ECs,, odnosno koncentracijom

ekstrakta koja je potrebna za neutralizaciju 50 % DPPH radikala (Villafio et al., 2007). Vrednosti ECs,

izraGunate na osnovu eksperimentalnih podataka prikazane su u tabeli 7.8.

Tabela 7.8 Antioksidativna aktivnost

Tehnika ekstrakcije

ECso, pg/cm®

Ekstrakt mesa

Ekstrakt lista ploda Hidrosol Sok
_ 300 W 108,1+7,7 236,9+3,1 681,9+10,9

gﬂk"s‘trf;i"c‘iznaa 450 W 104,1+1,9  225345,2 630,4+4,9

600 W 102,145,1 206,8+6,5 589,946,3
Ultrazvu éna ekstrakcija 117,943,5 245,7+3,4
Klasi €na ekstrakcija 115,44+2,8 237,2+4,6
Ekstrakcija po Soxhlet-u 124,5+1,9 271,2+7,6
Klasi éna hidrodestilacija 762,1+33,9
Cedenje 1645,0£15,6

Vrednosti u tebeli date su kao srednja vrednost tri merenjatstandardna devijacija (MeOH, 15 min., 1:5 g/cm®, 65 °C)
#Mikrotalasna hidrodestilacija u sluéaju hidrosola

Nezavisno od biljnog materijala, porast mikrotalasne snage dovodi do blagog povecanja

antioksidativhog kapaciteta ekstrakata i hidrosolova. Studentovim t-testom utvrdeno je da jedino

razlika izmedu antioksidativne aktivnosti u slucaju ekstrakata lista dobijenih primenom mikrotalasa

razliCite snage nije statisti¢ki zna¢ajna (p<0,05). Ovi rezultati su u skladu sa ranijim istraZivanjima koja
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su pokazala da sa porastom snage mikrotalasa raste antioksidativna aktivnost ekstrakata na racun
olakSanog oslobadanja nevezanih fenolnih kiselina. Medutim, dugotrajno izlaganje mikrotalasima
velike snage dovodi do degradacije flavonoida u ekstraktima plodova mandarine (Hayat et al. 2010).
Spigno i de Faveri (2009) utvrdili su da promena snage mikrotalasa i vreme izlaganja njihovom
dejstvu ne uti¢u na antioksidativnu aktivnost crnog ¢aja pripremlienog u mikrotalasnoj pecnici.

Ekstrakti dobijeni ultrazvu¢nom ekstrakcijom lista i mesa ploda lovor viSnje pokazuju nesto
veéu antioksidativhu aktivhost u odnosu na ekstrakte dobijene klasi€nom ekstrakcijom, medutim
Studentovim t-testom pokazano je da ne postoji statisticki znaCajna razlika izmedu ovih vrednosti
(p<0,05). Najmanju antioksidativhu aktivnost, u slu€aju oba biljna materijala, pokazuju ekstrakati
dobijeni ekstrakcijom po Soxhlet-u. Najverovatnije je razlog najmanje antioksidativne aktivnosti
ekstrakta dobijenog ekstrakcijom po Soxhlet-u oksidacija ili degradacija bioaktivnih jedinjenja nastala
pri dugotrajnom dejstvu visoke temperature.

U ranijim istrazivanjima, utvrdeno je da je u slu€aju ekstrakata korena biljne vrste Morinda
citrifolia najvec¢a antioksidativna aktivnost kod ekstrakta dobijenog ekstrakcijom po Soxhlet-u, nesto
manja kod ekstrakta dobijenih pod dejstvom mikrotalasa, a znaajno manja kod ekstrakata dobijenih
ultrazvuénom i klasi€énom ekstrakcijom. Klasi¢na ekstrakcija trajala je 3 dana, pa je degradacija
komponenti sa antioksidativnim dejstvom pripisana dugotajnom delovanju kiseonika i izloZenosti
svetlosti, a u slu€aju ultrazvu€ne ekstrakcije dejstvu slobodnih radikala formiranih u teénoj sredini.
Pretpostavlja se da je smanjena antioksidativha aktivnost ekstrakata dobijenih pod dejstvom
mikrotalasa u odnosu na ekstrakte dobijene ekstrakcijom po Soxhlet-u rezultat mikrotalasnog zra¢enja
(Hemwimon et al., 2007). Za razliku od ekstrakata korena biljne vrste Morinda citrifolia, a u skladu sa
rezultatima dobijenim u ovom radu, etanolni ekstrakti biljne vrste Buddleia officinalis Maxim (Pan et
al., 2010) i kore tropskog voéa (Dimocarpus Longan Lour.) (Pan et al., 2010) dobijeni ekstrakcijom po
Soxhlet-u pokazuju manju antioksidativhu aktivnost u odnosu na ekstrakte dobijene pod dejstvom
mikrotalasa.

Troloks, komercijalni referentni antioksidant, pokazuje najveéu sposobnost neutralizacije
DPPH radikala u odnosu na ostale ispitivane uzorke, sa vrednodéu ECs, od 82,9+1,7 pg/cm®. Ranijom
analizom vodenog, etanolnog i acetonskog ekstrakta ploda lovor viSnje utvrdeno je da najvecu
antioksidativnhu aktivnost ima vodeni ekstrakt, kao i da je to zna¢ajno manja vrednost u odnosu na
referentnu komponentu, troloks (Kolayli et al., 2003), 5to je u skladu sa rezultatima u ovom radu.

Analizom rezultata dobijenih u ovom radu utvrdeno je da postoje dobre korelacije ukupnog
sadrZaja fenola u ekstraktima lista (R=0,92), mesa ploda (R=0,96) i hidrosolovima (R=0,99), kao i
ukupnog sadrZaja flavonoida u ekstraktima lista (R= 0,96), mesa ploda (R=0,95) i hidrosolovima
(R=0,95) dobijenih pri razli¢itim uslovima sa antioksidativnom aktivnoS¢u, Sto je prikazano na slici
7.33.
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Slika 7.33 Korelacija sadrZaja ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima i hidrosolovima lovor viSnje sa

antioksidativnom aktivnoScéu

Dobra korelacija ukupnog sarzaja bioaktivnih komponenti (fenola i flavonoida) i
antioksidativnhog dejstva pokazana je u sluajevima ekstrakata nadzemnog dela biljne vrste Potentilla
atrosanguinea (Kalia et al., 2008), ekstrakata semena, lista i ploda pasjeg trna (Hippophae
rhamnoides) (Sharma et al., 2008), ekstrakta lanenog semena (Velioglu et al., 1998) i zobi (Emmons
et al., 1999).

7.4.1.3. Karakterizacija ekstakata lista i mesa plo  da lovor viSnje

Analizom metanolnih ekstrakta lista i mesa ploda lovor viSnje dokazano je u proseku prisustvo
38, odnosno 25 komponenti, respektivno, od kojih su identifikovane hlorogena kiselina, apigenin-5-O-
glukozid i luteolin-7-O-glukozid. SadrzZaj identifikovanih komponenti prikazan je u tabelama 7.9 i 7.10,

a neki od hromatograma na slikama 7.34 — 7.36.

Tablea 7.9 SadrZaj identifikovanih komponenti (g/100 g suvog ekstrakta) u metanolnim ekstrakatima

lista lovor visnje*

Mikrotalasna

. Ultrazvuéna  Klasiéna Ekstrakciia
Komponenta ekstrakcija |

ekstrakcija  ekstrakcija  po Soxhlet-u
300W 150W 500W

Hlorogena kiselina 28,56 30,44 27,83 15,57 18,70 14,87
Apigenin-5-O-glukozid 0,69 0,65 0,56 0,75 0,73 0,59
Luteolin-7-O-glukozid 1,74 1,73 1,75 0,63 0,65 1,04

* MeOH, 15 min., 1:5 g/cm®, 65 °C
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Tabela 7.10 SadrzZaj identifikovanih komponenti (g/100 g suvog ekstrakta) u metanolnim ekstrakatima

mesa ploda lovor viSnje*

Mikrotalasna ekstrakcija Ultrazvuéna Klasi¢na Ekstrakcija
Komponenta

300W 150 W 300W  ekstrakcija  ekstrakcija ~ po Soxhlet-u
Hlorogena kiselina 35,21 40,03 35,17 40,83 36,49 30,39
Apigenin-5-O-glukozid 0,03 0,05 0,13 0,12 0,11 0,06
Luteolin-7-O-glukozid 0,23 0,98 0,81 1,12 0,40 0,69

* MeOH, 15 min., 1:5 g/cm®, 65 °C

Uporedivanjem hromatograma ekstrakata lista i mesa ploda lovor viSnje utvrdeno je da se oni

razlikuju kvantitativno i kvalitativno, ali je poredenjem retencionih vremena utvrdeno da je vecina

komponenti prisutnih u ekstraktima mesa ploda prisutna i u ekstraktima lista. Nezavisno od biljnog

materijala, tehnike i uslova ekstrakcije najzastuplienija komponenta u analiziranim ekstraktima je

hlorogena kiselina. Ovakvi rezultati su u skladu sa ranijim istrazivanjima koja su analizom ekstrakata i

pekmeza ploda lovor viSnje pokazala da je zastupljenost hlorogene kiseline 52,8; 51,2 i 65,3 % u

odnosu na ukupne identifikovane slobodne fenolne kiseline u Kiraz i Findik varijatetu i pekmezu,

respektivno (Alasalvar et al., 2005).
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Slika 7.34 HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta lista lovor viSnje dobijenog mikrotalasnom

ekstrakcijom pri mikrotalasnoj snazi od 300 W
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Slika 7.35 HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta lista lovor visnje dobijenog mikrotalasnom
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Slika 7.36 HPLC hromatogram metanolnog ekstrakta ploda lovor viSnje dobijenog mikrotalasnom

ekstrakcijom pri mikrotalasnoj snazi od 450 W
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Ostale identifikovane komponente u plodovima lovor viSnji ispitivanih varijateta u ovom radu
su: vanilinska, kafena, p-kumarinska kiselina i derivati hidroksibenzoeve kiseline (Alasalvar et al.,
2005). Analizom fenolnih kiselina ploda lovor viSnje (Laurocerasus officinalis 'Oxygemmis') utvrdeno
je da su najzastupljenije kiseline benzoeva, kafena i vanilinska sa 2,53, 1,05 i 0,86 mg/100g suve
materije, respektivno, dok je detektovano i prisustvo p-kumarinske, ferulinske, 4-hidroksi benzoeve i
3,4-dihidroksi benzoeve kiseline (Ayaz, 2001). Ayaz i sar. (1997a) su u svojim istrazivanjima pokazali
da je najzastupljenija komponenta u plodovima lovor viSnje, divlje i uzgajane vrste, vanilinska kiselina,
kao i da njen udeo varira i zavisi od vrste ali i naina uzgajanja lovor visnje.

Hlorogena kiselina je Siroko rasprostranjena u biljnom svetu, a veliki udeo ove komponente u
odnosu na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja zabeleZen je i u ekstraktima ploda domace visSnje
(Nakatani et al., 2000), listova vreska (Silva et al., 2009), korena i nadzemnog dela zecije lobode
(Stanojevic¢ et al., 2007), u krtoli krompira (De la Rosa et al., 2010), zrnu kafe (Jaiswal et al., 2010),
borovnici, grozdu, krusci, jabuci (Kasai et al., 2000). U slu¢aju lista lovor viSnje najveéi sadrzaj
hlorogene kiseline prisutan je u ekstraktima dobijenim pod dejstvom mikrotalasa, dok je u slu¢aju
mesa ploda lovor visnje ekstrakt dobijen pod dejstvom ultrazvuka najbogatiji ovom kiselinom.
Identi¢na situacija je i sa sadrzajem luteolin-7-O-glukozida. U sluaju oba biljna materijala najmaniji
sadrZaj hlorogene kiseline prisutan je u ekstraktima dobijenim ekstrakcijom po Soxhlet-u. Udeo
apigenin 5-O-glukozida u ekstraktima dobijenim pod dejstvom mikrotalasa opada sa porastom snage
kod ekstrakta lista, dok kod ekstrakta mesa ploda lovor viSnje pri istim uslovima raste. Razliit uticaj
mikro i ultrazvuénih talasa kako na sadrZaj hlorogene kiseline, tako i na sadrzaj derivata apigenina i
luteolina u ekstraktima lista i mesa ploda lovor viSnje verovatno poti¢e od razlika u prirodi i strukturi

biljnog materijala, kao i od razli¢itog sadrzaja vode.

7.4.2. Sastav ulja srca kostica lovor viSnje

Gasno-hromatografskom analizom metil estara masnih kiselina ulja srca kostica lovor viSnje
utvrdeno je da je, nezavisno od ekstrakcione tehnike i rastvarata, najzastupljenija oleinska kiselina
(62,42-76,46 %), a zatim palmitinska (11,85-14,77 %), linolna (5,28-16,96 %) i stearinska (1,47-6,71 %).
Ostale identifikovane masne kiseline ukupno uéestvuju u sastavu ulja sa manje od 4 %, Sto je prikazano

u tabeli 7.11, dok se primeri nekih gasnih hromatograma mogu videti na slikama 7.37 - 7.39.

Nezavisno od tehnike ekstrakcije, ulja srca kostica lovor viSnje sadrZe najviSe oleinske kiseline,
Ciji je udeo najveci u uljima koja su podvrgnuta kratkotrajnom tretmanu na temperaturi klju¢anja
rastvarata (klasiCna ekstrakcija), a smanjuje se dugotrajnim tretmanom na temperaturi klju¢anja
rastvaraCa (Soxhlet) i pod dejstvom mikrotalasa za oko 8 % u proseku, dok tretman ultrazvukom dovodi
do smanjenja udela oleinske kiseline u ulju za oko 20 %. Sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina najveci je
kod ulja dobijenih pod dejstvom mikrotalasa, dok ulja dobijena pod dejstvom ultrazvuka sadrZe najvise

polinezasi¢enih, a najmanje mononezasi¢enih masnih kiselina.
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Slika 7.39 GC hromatogram metil estara masnog ulja srca koStica lovor viSnje dobijenog

mikrotalasnom ekstrakcijom sistemom n-heksan:voda — 9:1 pri mikrotalasnoj snazi od 300 W

Ukupan udeo nezasi¢enih masnih kiselina u svim uljima je sli¢an i iznosi od 79 do 84 %, ali se
udeo poli i mono nezasi¢enih kiselina razlikuje. U uljima koja sadrze viSe poli-nezasi¢enih kiselina,
manji je udeo mono-nezasi¢enih i obrnuto, pri ¢emu postoji i dobra korelacija izmedu ukupnog
sadrzaja ovih kiselina u uljima srca kostica lovor viSnje dobijenih razli¢itim tehnikama ekstrakcije

(koeficijent korelacije R>0,92).

Uoceno je da ulja dobijena ekstrakcijom pod dejstvom mikrotalasa imaju veci sadrzaj
stearinske kiseline, za oko dva puta odnosno za oko Cetiri puta u proseku u poredenju sa udelom ove
kiseline u ulju dobijenom ultrazvuénom i ekstrakcijom po Soxhlet-u. Karakteristicno za ova ulja je i da
porast mikrotalasne snage nema vecéeg uticaja na sastav ulja, kao i da nezavisno od mikrotalasne
shage, ulja dobijena pri ekstrakciji sistemom n-heksan:voda ne sadrZze u svom sastavu margarinsku
kiselinu. Takode, u uljima dobijenim ekstrakcijama pod djestvom mikrotalasa identifikovano je dva
puta viSe lignocerinske kiseline, pri éemu prisustvo vode u sistemu za ekstrakciju, kao i promena

shage mikrotalasa hema nikakvog uticaja ha udeo ove kiseline.

Kod biljnih ulja podvrgnutih dejstvu mikrotalasa dolazi do stvaranja reaktivnih slobodnih
radikala koji dovode do stvaranja hidroperoksida, primarnih i sekundarnih oksidacionih proizvoda,
nastanka dimera i polimera, kao i smanjenja koliine tokoferola (Chiavaro et al., 2010; Tan et al.,
2001). Mikrotalasnim tretmanom biljnih ulja, sa vremenom, raste udeo slobodnih masnih kiselina
(izrazen u % oleinske kiseline) i peroksidni broj ulja (Chiavaro et al., 2010). Izvodenje ekstrakcija u
atmosferi azota u ovom radu onemogucéava ili usporava oksidativne procese. Kao i u ovom radu,
primenom razliitih tehnika ekstrakcije (mikrotalasna, ultrazvu¢na ekstrakcija i ekstrakcija po Soxhlet-
u) ulja iz semena Sipka (Rosa canina L.) dobijaju se ulja veoma sli¢nog sastava, dok je najveci prinos

zabelezZen pri ekstrakciji pod dejstvom mikrotalasa (Szentmihalyi et al., 2002).
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Tabela 7.11 Sastav ulja srca kostica lovor visSnje

Mikrotalasna ekstrakcija

Metil estri masne Ultrazvu éna Klasi éna Ekstrakcija
kiseline Heksan n-heksan:voda - 9:1 ekstrakcija ekstrakcija  po Soxhlet-u
300W  450W  600W  300W 450 W 600 W
Miristinska (C14:0) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,08 0,07 0,05
Palmitinska (C16:0) 11,98 12,79 12,11 11,85 12,17 12,77 14,03 14,77 13,74
Palmitoleinska (C16:1) 1,70 1,82 1,70 1,63 1,65 1,75 2,40 1,28 1,47
Margarinska (C17:0) 0,11 0,10 0,16 - - - 0,07 0,04 0,04
Stearinska (C18:0) 5,63 6,03 6,71 6,43 5,74 5,98 2,76 1,47 1,93
Oleinska (C18:1) 70,71 70,03 70,9 70,99 71,4 71,75 62,42 76,46 70,06
Linolna (C18:2) 8,74 7,11 7,31 7,79 8,02 6,63 16,96 5,28 12,11
Arahidonska (C20:4) 0,68 0,63 0,60 0,55 0,56 0,61 0,51 0,29 0,33
Behenska (C22:0) 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,08 0,05 0,05
Lignocerinska (C24:0) 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,08 0,05 0,05
Cerotinska (C26:0) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 - - -
Skvalen 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,06 0,06
Sitosterol - - 0,14 0,14 0,09 0,12 - - -

Ukupno 99,85 98,83 99,95 99,7 99,96 99,93 99,45 99,82 99,83
Zasiéene masne kiseline 17,98 19,2 19,26 18,56 18,2 19,03 17,1 16,45 15,86
Nezaslifseerl‘; é“asne 81,83 79,59 80,51 80,96 81,63 80,74 82,29 83,31 83,97
MO”O'”eigjﬁﬁge masne 7547 71,85 72,6 72,62 73,05 73,5 64,82 77,74 71,53
Polinezasi¢ene masne 9,42 7.74 7,91 8,34 8,58 7,24 17,47 5,57 12,44

kiseline
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Primena mikrotalasa u slu€aju ekstrakcije koStica plodova biljne vrste Hylocereus
undatus, daje ulja koja u poredenju sa uljem dobijenim ekstrakciom po Soxhlet-u imaju dva puta
manje pamitinske i oleinske, dva i po puta manje stearinske i tri odnosno Cetiri puta viSe
arahidonske i eikosenske kiseline, respektivno (Rui et al., 2009). Ovakvi rezultati su u suprotnosti
sa rezultatima ovog rada gde u uljima dobijenim pod dejstvom mikrotalasa ima tri puta viSe
stearinske, do duplo manije linolne i skoro isto oleinske kiseline. Poredenjem ulja ekstrahovanih iz
klica soje i morske trave dobijenih ekstrakcijom po Soxhlet-u i primenom ultrazvuka utvrdeno je
da su dobijena ulja gotovo identi¢nog sastava (Cravotto et al., 2008), dok se u slu€aju ovog rada
ulja dobijena primenom ove dve tehnike znatno razlikuju u pogledu sadrZzaja palmitoleinske,
stearinske, oleinske i linolne kiseline. Ovo upuc€uje na zaklju€¢ak da sastav ulja prvenstveno zavisi
od biljnog materijala, a zatim od tehnike i uslova ekstrakcije.

Ulja dobijena ekstrakcijom srca kostica ploda lovor viSnje dobar su izvor mono-nezasicenih
masnih kiselina (pogotovo oleinske kiseline) koje imaju zastitno dejstvo, snizavaju nivo LDL
holesterola, usporavaju proces arteroskleroze, povoljno deluju na cirkulaciju i centralni nervni
sistem (Covas , 2007; Funari et al., 2003; Lopez-Huertas, 2010; Terés et al., 2008). Visok sadrzaj
oleinske kiseline je u saglasnosti sa dosadasnjim ispitivanjima ulja srca koStica plodova lovor viSnje
poreklom iz Turske (Alasalvar et al., 2006), a utvrdeno je da masnokiselinski sastav kao i udeo
pojednih masnih kiselina u ulju varira tokom sazrevanja ploda (Ayaz i Kadioglu, 2000). Poredenjem
sa drugim biljnim uljima, ulja dobijena ekstrakcijom srca kosStica lovor viSnje svojim
masnokiselinskim sastavom veoma pode¢aju na maslinovo ulje, koje sadrzi najviSe oleinske
kiseline (65-78 %), palmitinsku (10-15 %), linolnu (6-13 %) i stearinsku (3-5 %) u zavisnosti od sorte
i uslova gajenja (Aparicio i Harwood, 2000; D’'Imperio et al., 2007; Manai et al., 2008).

7.4.3. Sastav etarskog ulja listova lovor viSnje

Etarsko ulje dobijeno iz svezih listova lovor viSnje je bistra, bezbojna te€nost,
karakteristicnog oStrog mirisa na gorki badem koji potiCe od benzaldehida. Teze je od vode,
rastvara se u toluenu, a gotovo je nerastvorno u vodi.

Prema gasno-hromatografskoj analizi etarskih ulja svezih listova lovor viSnje utvrdeno je
da je, nezavisno od tehnike dobijanja, najzastupljenija komponenta ulja benzaldehid, sa ukupnim
procentualnim udelom u svim dobijenim etarskim uljima od preko 77 %. Benzoeva kiselina i
mandelonitril, sa udelima manjim od 14 % i 6 %, respektivho kao i neznatne koli¢ine 2-heksanala
sastavni su deo etarskih ulja dobijenih razli€itim tehnikama destilacije sveZzih listova lovor viSnje.

Sastav etarskih ulja u zavisnosti od tehnike desilacije i primer gasnih hromatograma dati
su u tabeli 7.12 i na slikama 7.40 — 7.42.

Najduzim ukupnim vremenom izlaganja sistema dejstvu mikrotalasa, u slucaju

mikrotalasne hidrodestilacije pri snazi od 300 W, dobija se ulje sa najmanjim sadrZzajem
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benzaldehida. Generalno, udeo benzaldehida se, kod obe tehnike destilacije pod dejstvom
mikrotalasa, poveéava sa porastom snage mikrotalasa. Velike koli¢ine benzaldehida u etarskom
ulju listova lovor visnje, kao i prisustvo mandelonitrila najverovatnije poti€u od amigdalina koji se
u prisustvu vode i enzima lista (B-glukozidaze) razgraduje najpre do mandelonitrila, a zatim do
benzaldehida i cijanovodoni¢ne kiseline (Hui, 2006; Strugala et al., 1986). Amigdalin, disaharid
koji se sastoji iz dve jedinice glukoze i cijano grupe vezane za benzenov prsten, jedinjenje je koje
je karakteristi¢no i nalazi se u listovima (Santamour, 1998) i svim tkivima biljnih vrsta Prunus, ali
je najzastupljeniji u kostici (Haisman i Knight, 1967). Benzaldehid se u prisustvu vazduha
oksiduje do benzoeve kiseline (Guo et al., 2005), Sto objaSnjava prisustvo benzoeve kiseline u
svim uljima, kao i najveé¢i udeo u ulju dobijenom najdugotrajniem postupkom (klasi¢na
hidrodestilacija; 101,1 min). Sa porastom snage povecava se udeo benzoeve kiseline, a smanjuje
udeo mandelonitrila u uljima nezavisno od tehnike destilacije, Sto najverovatnije potie od

ubrzanja razgradnje mandelonitrila i oksidacije benzaldehida pri ve¢im snagama mikrotalasa.

Tabela 7.12 Sastav etarskih ulja svezih listova lovor visnje dobijenih razli¢itim tehnikama destilacije
(u %)

Tehnika destilacije

n Mikrotalasna Suva mikrotalasna
Komponenta Re\t/(ragrtrtllgno hidrodestilacija destilacija
Hidrodestilacija
300 450 600 300 450 600
W W W W W W
2-Heksanal 2,905 0,82 0,59 0,81 1,15 1,19 1,10 0,46
Benzaldehid 4,456 77,83 83,09 84,29 81,64 82,95 8357 80,66
Benzoeva 9,110 6,65 11,80 12,35 456 587 13,67 14,83
kiselina
Mandelonitril 12,399 3,78 2,72 2,55 5,31 2,82 1,44 4,15
Ukupno identifikovano 89,08 98,20 100 92,66 92,83 99,78 96,80

Sastav etarskih ulja dobijenih u ovom radu sli€an je po velikom procentualnom udelu
benzaldehida etarskom ulju lista i ploda lovor visnje sa procentnim udelom benzaldehida od 95 i
94,6 %, respektivno. U ovim uljima identifikovano je joS oko 58 komponenata, koje su se razlikovale

u slu¢aju ulja dobijenog iz lista i ploda (Mchedlidze i Kharebava, 1988).
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Zaklju€ak da su nezavisno od primenjene tehnike destilacije, sva etarska ulja dobijena u
ovom radu sli€nog sastava u skladu je sa ve¢ objavljenim istraZivanjima po kojima su etarska ulja
dobijena primenom klasi¢ne hidrodestilacije i tehnika pod dejstvom mikrotalasa kvantitativno i
kvalitativno sli¢na (Chemat et al., 2006; Golmakania i Rezaei, 2008; Lucchesi et al., 2004b; Ozek
et al., 2010; Stashenko et al., 20044, b).

Primena mikrotalasa drasti¢no skracuje i ubrzava proces destilacije bez uzrokovanja
znacCajnijih promena u sastavu dobijenih etarskih ulja, dok se primenom suve destilacije pod
dejstvom mikrotalasa, pored uStede u vremenu, ostvaruje i zna€ajna uSteda energije i vode, Sto je

ranije ve¢ opisano u literaturi (Lucchesi et al., 2004; Okoh et al., 2010).
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8. Zaklju €éak

Na osnovu ispitivanja sprovedenih u okviru ovog rada mogu se izvesti zakljucci koji se
odnose na kinetiku i mehanizam mikrotalasne ekstrakcije, odredivanje optimalnih operativnih
uslova na osnovu ostvarenih prinosa, uporednu analizu sa drugim tehnikama ekstrakcije, kao i

karakterizaciju biljnog materijala i bioaktivnih komponenti lovor visnje.

e Svezi listovi lovor viSnje, Prunus laurocerasus L. var. serbica Panci¢, su tamno zelene
boje, sjajne povrSine, sa prose¢nim sadrzajem vlage u granicama objavljenim za druge
biline vrste koje pripadaju rodu Prunus, dok su plodovi okrugle koStunice, tamno
ljubiCaste boje, dimenzija, mase i sadrZzaja vlage koji je u skladu je sa ranije objavljenim
rezultatima.

 Ukupan sadrZaj ekstraktivnih materija odreden je ekstrakcijom usitnjenog biljnog
materijala rastvaraCima razliite polarnosti metodom po Soxhlet-u. Najveci prinos u
slu€aju lista (14,740,5 g/100 g svezeg biljnog materijala) i mesa ploda (42,8+0,7 g/100 g
svezeg bilinog materijala) ostvaren je ekstrakcijom metanolom.

» Ukupan sadrzaj ulja, odreden ekstrakcijom po Soxhlet-u sa n-heksanom iznosi 41,9+0,7
0/100 g semena (racunato na suvu masu semena).

* Nezavisno od biljnog materijala i operativnih uslova, utvrdeno je da se mikrotalasna
ekstrakcija odvija u dve faze: faza brze ekstrakcije (ispiranje) i faza spore ekstrakcije
(difuzija) ¢ije vreme trajanja zavisi od vrste biljnog materijala, rastvaraa, snage
mikrotalasa i raspolozive koli¢ine rastvaraca.

 Nezavisno od biljnog materijala stepen ekstrakcije u brzoj fazi ekstrakcije nalazi se u
granicama od 56,7+3,0 do 86,6+2,2 % od prinosa ostvarenog ekstrakcijom po Soxhlet-u.
U okviru ove faze postize se prinos ekstraktivnih materija koji se vrlo malo menja sa
produzenjem procesa (ne viSe od 10 %).

» Najuticajniji faktor na prinos tokom ekstrakcije ima vrsta biljnog materijala, kao i njegove
dielektricne osobine, sadrzaj vlage i fizicka struktura.

» U slu€aju sva tri bilina materijala primenom vecih snaga mikrotalasa, polarnijih rastvaraca
i manjeg odnosa biljnog materijala i rastvaraca dobijaju se bolji prinosi.

* Na bolji prinos ekstraktivnih materija polarnijim rastvaraCima (metanol i voda) uti¢u
njihove mikrotalasne karakteristike, ali i Cinjenica da se u ekstrahovanim biljnim
materijalima nalazi viSe supstanci rastvornih u polarnim rastvaragima.

« Koris¢enjem modela zasnovanih na teoriji nestacionarne difuzije kroz &vrst materijal,
teoriji filma i hiperbolnog modela za modelovanje procesa mikrotalasne ekstrakcije

utvrdeno je da vrednosti izracunatih kinetickih parametara prema svim modelima zavise
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od snage mikrotalasa, rastvaraca, biljnog materijala, odnosa biljni materijal-rastvarac, ali i
kombinovanog odnosa svih ovih faktora koji se ne moze lako uo€iti zbog kompleksnosti
procesa ekstrakcije.

« Dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima u celom periodu ekstrakcije zapazeno je
kod modela zasnovanog na teoriji filma i jednacine hiperbolnog modela, dok model
zasnovan na nestacionarnoj difuziji dobro ,fituje* eksperimentalne podatke samo u sporoj
fazi procesa ekstrakcije, od 15 minuta.

* Zbog svoje relativne jednostavnosti, fiziCke zasnovanosti i dobrog slaganja kineticke
jednacine sa eksperimentalnim podacima (srednja vrednost odstupanja izraunatih od
eksperimentalnih vrednosti prinosa ekstraktivnih supstanci manja od +5 %) model
zasnovan na teoriji filma moZe se preporuciti za matematiCko opisivanje kinetike
mikrotalasne ekstrakcije ekstraktivnih materija iz listova i mesa ploda, kao i masnih ulja iz
srca kostica lovor visnje.

» Kiriterjum za izbor optimalnih uslova ekstrakcije bio je najveéi prinos ukupnih
ekstraktivnih materija iz lista i mesa ploda, masnih ulja iz srca kostica, pri ¢emu su
izabrani metanol i n-heksan za ekstrakciju ekstraktivnih materija i masnih ulja,
respektivno, dok su za optimalno veme trajanja procesa mikrotalasne ekstrakcije i odnos
biljni materijal-rastvara¢, uzimajuéi u obzir stepen ekstrakcije, ekonomicnost i isplativost
procesa, odabrani 15 minuta i 1:5 g/cm3.

» Ekstrakti i masna ulja dobijeni pod optimalnim uslovima na tri nivoa snage (300, 450 i 600
W) i za sva tri koriS¢ena biljna materijala poredeni su po prinosu i hemijskom sastavu sa
onim dobijenim ekstrakcijom po Soxhlet-u, klasi¢hom i ultrazvuénom ekstrakcijom, pri
¢emu je dokazano da se najveci prinos dobija ekstrakcijom po Soxhlet-u, ali za zan¢ajno
duze vreme. Poredenjem ostalih tehnika ekstrakcija, za isto vreme (15 minuta) i
operativhe uslove, najveéi prinosi ostvaruju se mikrotalasnom ekstrakcijom pri veéim
snagama, a najmanji klasicnom ekstrakcijom na temperaturi klju¢anja, pri ¢emu na
efikasnost razli¢itih tehnika ekstrakcije veoma utiCu mikrotalasne i akusticne osobine
koriS¢enih rastvaraca, sadrzaj vlage i struktura biljnog materijala.

e Ukupni sadrzaj etarskog ulja u svezim listovima lovor visnje je 0,38+0,01 cm?100 g
svezeg biljnog materijala, nezavisno od primenjene tehnike destilacije, ali se primenom
mikrotalasa kao i izvodenjem destilacije bez prisustva vode vreme trajanja celokupnog
procesa drasti€no smanjuje.

« Ekstrakti lista bogatiji su fenolnim jedinjenjima i flavonoidima u odnosu na ekstrakte mesa
ploda lovor viSnje.

* Nezavisno od biljnog materijala, najveci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida

dobijen je ekstrakcijom pod dejstvom mikrotalasa.
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» Porast snage mikrotalasa u opsegu od 300 do 600 W pozitivho se odrazava na
antioksidativnu aktivnost i sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima lista i mesa ploda, dok ne
uti¢e u znacajnioj meri na sadrzaj flavonoida, Sto je najverovatnije posledica razli€itosti
strukture biljnih materijala i sadrZaja viage.

« Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida i najslabiju antioksidativnu
aktivnost u slu€aju oba biljna materijala, pokazuju ekstrakati dobijeni ekstrakcijom po
Soxhlet-u, za Sta je najverovatnije odgovorna degradacija bioaktivnih jedinjenja nastala
pri dugotrajnom dejstvu visoke temperature.

* Analizom nerazblaZzenog sveZe cedenog soka ploda i hidrosolova dobijenih u postupcima
klasi¢ne i mikrotalasne hidrodestilacije utvrdeno je da ovi materijali mogu biti dobar izvor
fenolnih jedinjenja i flavonoida.

* Na primeru svih analiziranih bioaktivnih proizvoda dokazano je da postoji dobra korelacija
sarzaja ukupnih fenola i flavonoida sa antioksidativnim dejstvom.

e« HPLC analizom metanolnih ekstrakta lista i mesa ploda lovor visnje identifikovano je
prisustvo hlorogene kiseline, apigenin-5-O-glukozida i luteolin-7-O-glukozida.

* Nezavisno od biljnog materijala, tehnike i uslova ekstrakcije najzastupljenija komponenta
u ekstraktima lista i mesa ploda lovor viSnje je hlorogena kiselina.

* Najveci sadrzaj hlorogene kiseline i luteolin-7-O-glukozida prisutan je u ekstraktima lista
dobijenim pod dejstvom mikrotalasa, dok je u slu¢aju mesa ploda ekstrakt dobijen pod
dejstvom ultrazvuka najbogatiji ovom kiselinom, oba ekstrakta dobijena ekstrakcijom po
Soxhlet-u sadrZe najmanje hlorogene kiseline. Utvrdeno je da sa porastom snhage
mikrotalasa udeo apigenin-5-O-glukozida u ekstraktima lista smanjuje, dok kod ekstrakta
mesa ploda pri istim uslovima raste. Ovakvi zaklju€ci objaSnjavaju se razli¢itoS¢u u prirodi
i strukturi biljnog materijala i sadrzaju viage.

* Analizom metil estara masnih kiselina ulja srca kostica lovor viSnje utvrdeno je da je,
nezavisno od ekstrakcione tehnike i rastvara€a, najzastupljenija kiselina oleinska, zatim
palmitinska, linolna i stearinska, dok miristinska, plamitoleinska, margarinska,
arahidonska, behenska, lignocerinska, cerotinska kiselina, skvalen i sitosterol zajedno
ucestvuju u sastavu ulja sa manje od 4 %.

« UocCeno je da ulja dobijena ekstrakcijom pod dejstvom mikrotalasa imaju veéi sadrZaj
stearinske kiseline, kao i da porast mikrotalasne snage nema veéeg uticaja na sastav
ulja.

» Udeo oleinske kiseline najveéi je u uljima koja su podvrgnuta kratkotrajnhom tretmanu na
temperaturi klju€anja rastvaraca (klasi¢na ekstrakcija), a smanjuje se dugotrajnim
tretmanim na tempemeraturi klju¢anja rastvaraca (Soxhlet), pod dejstvom mikro i

ultrazvuénih talasa.
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* Udeo nezasi¢enih masnih kiselina u svim uljima je sli€an dok se udeo poli i mono
nezasicenih kiselina razlikuje.

» Utvrdeno je da postoji dobra korelacija izmedu ukupnog sadrzaja poli- i mono-
nezasi¢enih masnih kiselina

« U etarskom ulju svezih listova lovor visnje, nezavisno od tehnike dobijanja,
najzastupljenija koponenta je benzaldehid (preko 77 %), dok su u svim analiziranim
uljima prisutne benzoeva kiselina, mandelonitril i neznatne koli¢ine 2-heksanala.

» Udeo benzaldehida u uljima dobijenim tehnikama destilacije pod dejstvom mikrotalasa,
poveéava sa porastom snage mikrotalasa.

* Sa porastom snage poveCava se udeo benzoeve kiseline u ulju, a smanjuje udeo
mandelonitrila u uljima nezavisno od tehnike destilacije, Sto najverovatnije poti¢e od
ubrzanja razgradnje mandelonitrila i oksidacije benzaldehida pri veéim snagama
mikrotalasa.

* Primena mikrotalasa drasticno skracuje i ubrzava proces destilacije bez uzrokovanja
znacajnijih promena u sastavu dobijenih etarskih ulja, dok se primenom suve destilacije
pod dejstvom mikrotalasa, pored ustede u vremenu, ostvaruje i zna¢ajna usSteda energije

i vode.
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Sazetak

U okviru ovog rada ispitani su kinetika i mehanizam mikrotalasne ekstrakcije lista, mesa
ploda i srca kostica lovor viSnje (Prunus laurocerasus L. var. serbica Panci¢) pri razli¢itim
operativhim uslovima, kao i mehanizam dobijanja etarskog ulja iz listova lovor viSnje (klasi¢na
hidrodestilacija, hidrodestilacija i suve destilacija pod dejstvom mikrotalasa). List i meso ploda
ekstrahovani su rastvaraima razli€ite polarnosti (voda, metanol, 2-propanol), dok su za
ekstrakciju srca kostica koriS¢eni n-heksan i sistem n-heksan:voda.

Utvrdeno je da se mikrotalasna ekstrakcija odvija kroz fazu brze (ispiranje) i spore
(difuzija) ekstrakcije. Najpogodniji model za opisivanje kinetike mikrotalasne ekstrakcije je model
zasnovan na teoriji filma. Vrednosti izraunatih kineti¢kih parametara koriS¢enih modelia zavise
od snhage mikrotalasa, rastvara¢a, biljnog materijala i odnosa biljni materijal-rastvara¢. Nezavisno
od biljnog materijala, bolji prinosi dobijaju se primenom mikrotalasa vec¢ih snaga, polarnijih
rastvaraCa i manjeg odnosa biljnog materijala i rastvaraca.

IzvrSeno je poredenje prinosa i hemijskog sastava ekstrakata i masnih ulja dobijenih pod
optimalnim uslovima mikrotalasne ekstrakcije i ekstrakcije po Soxhlet-u, klasi¢ne i ultrazvuéne
ekstrakcije. Najveci prinos dobija se ekstrakcijom po Soxhlet-u, ali za znacajno duze vreme, a
zatim mikrotalasnom ekstrakcijom pri ve¢im snagama. Najmanji prinos ostvaruje se klasichom
ekstrakcijom na temperaturi klju€anja. Tehnika dobijanja etarskog ulja nema uticaja na prinos,
dok se pod dejstvom mikrotalasa i izvodenjem suve destilacije vreme trajanja celokupnog
procesa smanjuje.

Analizom ekstrakata lista i mesa ploda, nerazblazenog soka ploda i hidrosolova dobijenih
u postupcima klasi¢ne i mikrotalasne hidrodestilacije utvrdeno je da ovi materijali mogu biti dobar
izvor fenolnih jedinjenja i flavonoida i da pokazuju znadajnu antioksidativnu aktivnost.

HPLC analizom metanolnih ekstrakta lista i mesa ploda lovor viSnje identifikovano je
prisustvo hlorogene kiseline, apigenin-5-O-glukozida i luteolin-7-O-glukozida. Nezavisno od
biljnog materijala, tehnike i uslova ekstrakcije najzastupljenija je hlorogena kiselina.

GC analizom metil estara masnih kiselina ulja srca kostica lovor viSnje utvrdeno je da je
nezavisno od uslova ekstrakcije, najzastupljenija oleinska kiselina, zatim palmitinska, linolna i
stearinska. Najzastupljenija komponenta etarskog ulja listova lovor visSnje je benzaldehid (preko

77 %), uz prisustvo benzoeve kiseline, mandelonitrila i neznatnih koli¢ina 2-heksanala.
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Summary

THE KINETICS OF THE MICROWAVE EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF
BIOACTIVE COMPOUND FROM CHERRY LAUREL (PRUNUS LAUROCERASUS L.)

The subject of the doctoral dissertation was the kinetics and the mechanism of the
microwave extraction of the cherry laurel (Prunus laurocerasus L.) leaves, fruits and seeds under
different operating conditions, as well as the mechanisms of isolating the essential oil from the
leaves (classical hydrodistillation, hydrodistillation and solvent free distillation under the influence
of the microwaves). Solvents of different polarity (water, methanol, 2-propanol) were used for the
extraction of the leaves and fruits, whereas n-hexane and system n-hexane:water for the
extraction of the seeds.

It was determined that the microwave extraction went through the phase of fast (washing
out) and slow (diffusion) extraction. The most suitable model for describing the kinetics of the
microwave extraction was the one based on the film theory. The values of the calculated
parameters of the models used depended on the microwave power, solvents, plant material and
plant material-to-solvent ratio. Independently of the plant material, better yields were obtained
using the microwaves of the higher power, more polar solvents and lower plant material-to-
solvent ratio.

The comparison between the yields and the chemical composition of the extracts and
seed oils, that were isolated under the optimal conditions of the microwave and Soxhelt
extraction, classical and ultrasound extraction, was made. The highest yield was obtained using
Soxhelt extraction, that took more time, and then by the microwave extraction of the higher
power. The lowest yield was obtained using the classical extraction at the boiling point. The
technique of isolating the essential oil had no effect on the yield, while the amount of time used
for the whole process is reduced under the influence of the microwaves and solvent free
distillation.

The analysis of the leaves and fruits extracts, undiluted fruit juice and hydrosols obtained
in the procedures of classical and microwave hydrodistillation showed that these materials could
be a good source of phenol compounds and flavonoids and that they had shown an important
antioxidant activity. HPLC analysis of the methanol extracts of the cherry laurel leaves and fruit
identified the presence of chlorogenic acid, apigenin-5-O-glucoside and luteolin-7-O-glucoside.
Independently of the plant material, techniques and the extraction conditions, the most frequent
compound was chlorogenic acid. GC analysis of the fatty acid methyl esters of the cherry laurel
seed oils showed that independently of the extraction conditions, the most frequent acid was
oleic, then palmitic, linoleic and stearic acid. The most frequent component of the cherry laurel
leaves™ essential oil was benzaldehyde (over 77 %), along with benzo acid, mandelonitrile and

the minor amounts of 2-hexenal.
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PRILOG

Tabela 10.1 Vrednosti dielektri¢ne konstante (¢), tan & i dielektri¢nih gubitaka (¢”) za neke od
najcesce koris¢enih rastvaraca merenih na sobnoj temperaturi i na 2450 MHz (Hayes, 2002)

Solvent (bp °C) Cgﬁéﬁ"i‘;} Solvent Tan 3 | Solvent gf;escg";
Water (100) 80.4 Ethylene Glycol {1.350 | Ethylene Glycol 49.950
Formic Acid (100) 58.5 Ethanol .941 | Formic Acid 42,237
DMSO (189) 45.0 DMSO 825 | DMSO 37.125
DMF (153) 377 2-Propanol .799 | Ethanol 22.866
Acetonitrile (82) 375 1-Propanol 757 | Methanol 21.483
Ethylene Glycol (197) 37.0 Formic Acid .722 | Nitrobenzene 20.497
Nitromethane (101) 36.0 Methanol .659 | 1-Propanol 15.216
Nitrobenzene (202) 34.8 Nitrobenzene .589 | 2-Propanol 14.622
Methanol (65) 32.6 1-Butanol 571 | Water 9.889
NMP (215) 322 {sobutanol 522 | 1-Butanol 9.764
Ethanol (78) 24.3 2-Butanol 447 | NMP 8.855
Acetone (56) 20.7 2-Methoxyethanol | .410 ] Isobutanol 8.248
1-Propanol (97) 20.1 o-Dichlorobenzene | .280 | 2-Butanol 7.063
MEK (80) 18.5 NMP .275 | 2-Methoxyethanol 6.929
2-Propanol (82) 18.3 Acetic Acid 174 | DMF 6.070
1-Butanol (118) 174 DMF .161 ] o-Dichlorobenzene 21772
2-Methoxyethanol (124) 16.9 1,2-Dichloroethane | .127 | Acetonitrile 2.325
2-Butanol (100) 15.8 Water .123 | Nitromethane 2.304
Isobutanol (108) 15.8 Chlorobenzene .101 | MEK 1.462
1,2-Dichloroethane (83) 104 Chloroform .091 | 1,2-Dichloroethane | 1.321
o-Dichlorobenzene (180) 9.9 MEK .079 | Acetone 1.118
Dichloromethane (40) 9.1 Nitromethane .064 | Acetic Acid 1.079
THF (66) 7.4 Acetonitrile .062 | Chloroform 0.437
Acetic Acid (113) 6.2 Ethyl Acetate .059 | Dichloromethane | 0.382
Ethyl Acetate (77) 6.0 Acetone .054 | Ethyl Acetate 0.354
Chloroform (61) 4.8 THF .047 | THF 0.348
Chlorobenzene (132) 26 Dichloromethane | .042 | Chlorobenzene 0.263
o-Xylene (144) 2.6 Toluene .040 |} Toluene 0.096
Toluene (111) 2.4 Hexane .020 | o-Xylene 0.047
Hexane (69) 1.9 o-Xylene .018 | Hexane 0.038
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Tabela 10.2 Podela rastvaraca prema sposobnosti da apsorbuju mikrotalase

Nivo apsorbancije Rastvara Ci

. Dimetil sulfoksid (DMSO), etanol, metanol,
Visok

nitrobenzen, mravlja kiselina, etilen glikol

Voda, dimetilformamid (DMF),
metilpirilidon (NMP), butanol, acetonitril,
. heksametilfosforamid, metiletil keton,
Srednji
aceton i drugi ketoni, nitrometan, o-dihlor
benzen, 1,2-dihlor etan, 2-metoksietanol,

siréetna kiselina, trihlor siréetna kiselina

Hloroform, dihlor metan, karbontetrahlorid,
1,4-dioksan, tetrahidrofuran, etilacetat,

Nizak piridin, trietilamin, etil acetat, benzen,

hlorbenzen, ksilen, pentan, heksan i drugi

ugljovodonici.

Nazivi biljne vrste  Prunus laurocerasus L. na drugim jezicima
Nemacki naziv:
Kirschlorbeer, Kirschlorbeerbaum, Lorbeerkirsche, Gemeine Kirschlorbeer, Gemeine
Lorbeerkirsche
Engleski naziv:
Cherry laurel, English Laurel, Laurel, Laurel-cherry, Cherry-bay, Zabel's cherry laurel
Francuski naziv:
Laurier-amande, Laurier-cerise
Italijanski naziv:
Lauro ceraso, Lauroceraso, Lauro regio
Spanski naziv:
Laurela, Laurel cerezo, Laurel liso, Laurel real, Laurel romano, Lauroceraso, Lauro. Lauro-
cerezo, Lauro real, Loro.
Ruski naziv:
EBponeiickuin BULLHEBbI Nasp, J1aBpoBULLHA, JlaBpoBULIHA anTeyHasi, llaBpoBULLIHA

NeKapcTBeHHasa
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Tabela 11.3 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje metanolom

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
1 4,0+0,15 4,2+0,25 4,4+0,13 4,3+0,25 4,7+0,15 4,9+0,35 4,6+0,35 4,9+0,31 5,2+0,40
2.5 5,2+0,14 5,5+0,15 5,7+0,28 5,7+0,06 6,5+0,20 6,7+0,36 6,1+0,31 6,9+0,64 7,2+0,53
5 6,6+0,06 7,2+0,28 7,6+0,28 7,5+0,10 8,6+0,21 9,0+0,56 7,4+0,53 8,1+0,58 9,7+0,95
10 8,8+0,13 | 9,6+0,30 | 10,2+0,23 | 9,8+0,15 | 10,2+0,12 | 11,1+0,47 | 10,3+0,61 | 10,5+0,50 | 11,3+0,61
15 10,2+0,13 | 10,5+0,08 | 10,9+0,15 | 10,7+0,12 | 11,4+0,17 | 11,9+0,26 | 11,1+0,23 | 11,7+0,31 | 12,4+0,72
20 10,4+0,09 | 11,4+0,15 | 11,8+0,17 | 11,6+0,12 | 12,5+0,21 | 12,9+0,30 | 11,5+0,12 | 12,6+0,20 | 13,0+0,53
30 11,1+0,21 | 11,8+0,34 | 12,3+0,13 | 12,0+0,10 | 12,9+0,30 | 13,5+0,40 | 12,1+0,12 | 13,0+0,40 | 13,3+0,46
Tabela 10.4 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje vodom

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
1 3,5+0,08 3,8+0,05 4,0+0,13 3,9+0,21 4,2+0,25 4,4+0,38 4,2+0,69 4,3+0,31 4,5+0,76
2.5 4,8+0,08 4,9+0,23 6,2+0,19 5,4+0,51 5,7+0,15 6,5+0,31 5,8+0,53 6,2+0,35 6,7+0,50
5 6,8+0,18 7,9+0,13 8,6+0,15 7,7+0,47 8,7+0,26 8,9+0,21 8,1+0,31 8,9+0,42 9,1+0,31
10 7,8+0,13 9,1+0,26 9,9+0,33 8,7+0,12 9,8+0,30 | 10,3+0,20 | 9,2+0,20 | 10,0+0,53 | 10,5+0,31
15 8,3+0,18 10,0+0,21 | 10,7+0,18 9,4+0,31 | 10,9+0,26 | 11,3+0,31 | 9,7+0,42 | 11,2+0,60 | 11,9+0,31
20 9,3+0,10 11,3+0,16 | 11,4+0,14 | 10,1+0,25 | 11,6+0,15 | 11,9+0,20 | 10,6+0,40 | 12,1+0,42 | 12,3+0,12
30 10,3+0,23 | 11,7+0,13 | 12,1+0,26 | 10,8+0,55 | 12,0+0,15 | 12,4+0,40 | 11,2+0,53 | 12,3+0,31 | 12,8+0,20
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Tabela 10.5 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije lista lovor viSnje 2-propanolom

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W

2.5 1,6+0,06 2,2+0,26 2,6+0,13 1,8+0,10 2,5+£0,17 2,8+0,23 1,9+0,50 3,0+0,53 3,3+0,31
5 2,5+0,08 3,3+0,20 3,8+0,10 2,9+0,25 4,0+0,32 4,2+0,06 3,1+0,95 3,7+0,23 4,5+0,12
10 5,1+0,19 4,9+0,23 5,0+0,28 5,3+0,32 6,0+0,46 5,8+0,46 5,5+0,31 5,9+0,58 6,1+0,50
15 6,0+0,32 6,3+0,17 6,7+0,45 6,8+0,15 7,1+0,38 7,3+0,49 7,3+0,23 7,3+0,31 7,9+0,83
20 6,9+0,31 7,9+0,35 8,3+0,16 7,8+0,31 8,0+0,15 8,5+0,26 8,1+0,31 8,3+0,23 8,6+0,20
30 7,6+0,06 8,2+0,25 8,7+0,36 8,4+0,21 8,6+0,26 9,0+0,29 8,8+0,40 9,0+0,20 9,2+0,53

Tabela 10.6 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije ploda lovor viSnje metanolom

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
1 5,7+0,32 5,8+0,15 6,0+0,23 6,0+0,20 6,2+0,40 6,4+0,64 6,5+0,31 6,9+0,42 7,0+0,80
25 8,7+0,28 9,1+0,43 9,4+0,15 9,1+0,50 9,4+0,42 | 10,1+0,64 9,9+0,31 | 10,0+0,53 | 10,9+1,15
5 16,1+0,36 | 16,7+0,36 17,1+0,45 | 16,8+0,67 | 17,2+0,44 | 17,8+0,61 | 17,2+0,53 | 18,6+0,80 | 19,2+1,06
10 22,6+0,43 | 23,3+0,25 23,9+0,30 | 23,9+0,65 | 24,5+0,56 | 25,1+0,40 | 24,7+0,64 | 25,2+0,92 | 28,1+0,76
15 29,9+0,15 | 31,8+0,30 32,3+0,74 | 32,2+0,55 | 33,8+0,61 | 34,5+0,67 | 33,5+0,83 | 35,0+0,20 | 36,2+0,40
20 34,3+0,18 | 35,4+0,30 36,7+0,95 | 36,3+0,36 | 37,9+0,85 | 38,5+1,40 | 37,3+0,12 | 38,6+0,20 | 39,5+0,42
30 36,2+0,33 | 37,8+0,29 38,8+0,46 | 37,8+0,85 | 38,9+0,67 | 39,7+1,02 | 38,2+0,35 | 39,3+0,23 | 40,8+0,40
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Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
1 8,5+0,13 8,7+0,23 9,3+0,20 9,0+0,36 9,3+0,32 | 10,2+0,61 9,3+0,81 9,9+0,42 | 10,9+1,22
25 12,1+0,30 | 12,5+0,80 13,1+0,32 | 13,2+0,64 | 13,5+0,58 | 13,9+0,25 | 14,1+0,12 | 14,3+0,81 | 15,3+0,83
5 17,6+0,26 | 18,1+0,12 18,5+0,25 | 18,7+0,71 | 19,2+0,81 | 19,7+0,71 | 19,3+0,70 | 20,3+0,61 | 20,9+0,31
10 21,9+1,19 | 22,7+0,46 24,3+0,41 | 23,2+0,85 | 24,3+0,85 | 25,5+0,32 | 24,0+0,92 | 25,1+1,17 | 26,3+0,70
15 27,0+0,35 | 28,2+0,38 29,7+0,23 | 29,2+0,84 | 29,9+0,15 | 31,3+0,80 | 30,4+1,06 | 31,1+1,62 | 32,1+1,55
20 28,9+0,56 | 30,3+0,69 31,2+0,53 | 30,8+0,38 | 31,5+0,59 | 32,6+0,74 | 31,2+0,20 | 32,7+1,30 | 33,7+0,81
30 30,2+0,43 | 31,6+0,23 32,9+0,23 | 31,6+0,40 | 33,3+0,47 | 34,2+0,25 | 33,7+0,50 | 34,6+0,80 | 35,9+0,12

Tabela 10.8 Prinos ukupnih ekstraktivnih materija u toku mikrotalasne ekstrakcije ploda lovor viSnje 2-propanolom

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara €

Vreme, min 1:5 g/cm® 1:10 g/cm® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
1 2,7+0,18 2,8+0,18 3,0+0,10 3,2+0,31 3,6+0,25 3,8+0,17 3,3+0,23 3,9+0,64 4,1+0,31
2.5 5,7+0,29 6,4+0,25 7,6+0,25 6,5+0,32 7,7+0,44 8,7+0,25 7,3+0,81 8,1+0,64 9,7+0,64
5 8,1+0,33 8,9+0,50 10,9+0,38 9,0+0,64 | 10,9+0,93 | 12,4+0,42 | 10,7+0,50 | 11,8+0,87 | 13,4+0,60
10 11,6+0,30 | 12,0+0,34 | 12,7+0,25 | 12,4+0,30 | 13,6+0,30 | 14,3+0,45 | 13,1+0,70 | 14,2+1,25 | 15,4+0,40
15 13,7+0,38 | 14,4+0,25 | 14,9+0,38 | 14,8+0,35 | 15,5+0,31 | 16,4+0,56 | 15,8+0,20 | 16,5+0,46 | 17,0+0,20
20 14,6+0,31 | 15,2+0,30 | 15,7+0,18 | 15,7+0,31 | 16,4+0,45 | 16,9+0,21 | 16,4+0,20 | 17,3+0,42 | 17,6+0,20
30 15,3+0,14 | 15,9+0,33 | 16,4+0,10 | 16,3+0,21 | 17,0+0,57 | 17,5+0,06 | 17,4+0,20 | 17,8+0,40 | 18,1+0,31
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Tabela 10.9 Prinos masnog ulja iz srca kostica ploda lovor vidnje u toku mikrotalasne ekstrakcije n-heksanom i sistemom n-heksan:voda — 9:1

] n-Heksan Sistem n-heksan:voda — 9:1
Vreme, min
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
5 21,9+1,01 24,0+0,57 25,6+1,06 23,9+0,97 27,1+0,60 29,0+0,42
10 26,1+1,10 28,1+0,61 31,7+0,40 30,1+0,45 31,2+0,29 33,7+0,12
15 31,9+0,10 32,4+0,21 35,0+0,98 32,2+0,17 33,7+0,81 36,2+0,86
20 32,5+0,30 34,2+0,20 38,8+0,35 33,6+0,38 34,8+0,17 38,0+0,40
30 33,0+0,64 35,0+0,40 39,3+0,17 34,2+0,26 35,2+0,35 38,7+0,15

Tabela 10.10 Vrednosti koeficijenata b’ i kK’ modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije

listova lovor viSnje metanolom

Odnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

rastvara ¢ 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,52+0,022 | 0,57+0,015 | 0,59+40,016 | 0,57+0,025 | 0,56+0,015 | 0,63+0,039 | 0,62+0,063 | 0,64+0,047 | 0,64+0,056
7 -3
km]i'r?.l' 23,3+1,54 28,0+1,37 31,6+£2,31 29,7+2,73 42,742,44 44,0+£3,97 32,2+2,22 50,1+0,79 51,4+2,74

Tabela 10.11 Vrednosti koeficijenata b’ i kK’ modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije

listova lovor viSnje vodom

QOdnos biljni materijal-

QOdnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara ¢ 1:5 g/cm ° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,41+0,035 | 0,51+0,059 | 0,58+0,022 | 0,52+0,036 | 0,59+0,040 | 0,65+0,034 | 0,55+0,043 | 0,65+0,022 | 0,80+0,065
7 -3
km]i'r?.l' 25,6+1,09 35,3+2,19 38,8+1,92 28,0+0,94 38,3+2,61 49,5+2,90 35,7+2,54 39,3+2,10 61,5+1,52
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QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,34+0,053 | 0,38+0,036 | 0,39+0,013 | 0,41+0,034 | 0,47+0,026 | 0,48+0,030 | 0,48+0,015 | 0,48+0,045 | 0,54+0,037
Ta 3
km]i-r?.l' 28,0+2,54 34,6+1,18 41,842,17 31,0+0,34 36,9+0,95 44,442 44 35,0+1,81 41,241,25 44,6+1,81

Tabela 10.13 Vrednosti koeficijenata b’ i k modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije

plodova lovor viSnje metanolom

Odnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

rastvara é 1:5 g/cm ° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,48+0,030 | 0,49+0,043 | 0,50+0,007 | 0,56+0,054 | 0,60+0,046 | 0,63+0,058 | 0,630,064 | 0,67+0,037 | 0,68+0,040
Ta 3
km]i-r?.l' 35,9+2,04 43,5+2,41 59,2+1,44 36,6+2,19 45,442,15 61,2+3,59 47,4+1,87 54,1+1,61 65,4+2,08

Tabela 10.14 Vrednosti koeficijenata b’ i kK’ modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije
plodova lovor viSnje vodom

Odnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,61+0,015 | 0,63+0,025 | 0,65+0,034 | 0,63+0,024 | 0,64+0,043 | 0,69+0,034 | 0,64+0,016 | 0,65+0,042 | 0,70+0,027
a3
km]i-r?.l' 24,2+1,79 30,4+1,88 38,4+1,78 25,6+1,24 41,2+1,76 45,6+1,56 36,3+2,50 53,4+1,59 75,4+£1,76
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Tabela 10.15 Vrednosti koeficijenata b’ i k’ modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije
plodova lovor viSnje 2-propanolom

QOdnos biljni materijal- Odnos biljni materijal-rastvara € | Odnos biljni materijal-rastvara ¢
rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,59+0,050 | 0,62+0,049 | 0,65+0,029 | 0,64+0,031 | 0,67+0,042 | 0,74+0,061 | 0,66+0,031 | 0,75+0,024 | 0,77+0,061
A N3
km]i-r?'l, 19,0+2,77 21,7+#1,81 23,9+1,57 26,9+1,97 33,3+0,46 34,0+2,67 30,9+0,97 31,5+2,64 | 40,1+0,67

Tabela 10.16 Vrednosti koeficijenata b’ i k modela nestacionarne difuzije kroz biljni materijal mikrotalasne ekstrakcije srca kostica lovor visnje pri
odnosu biljni materijal-rastvaraé 1:10 g/cm®

n-Heksan Sistem n-heksan:voda — 9:1
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b 0,720,009 0,700,013 0,89+0,045 0,72+0,016 0,760,030 0,850,030
7 -3
km]i.r?'ly 10,4+1,40 19,4+2,18 29,5+2,86 14,3+2,57 16,1+3,74 24,5+2,16

Tabela 10.17 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova lovor visnje

metanolom

QOdnos biljni materijal- Odnos biljni materijal-rastvara € | Odnos biljni materijal-rastvara ¢
rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,29+0,007 | 0,31+0,019 | 0,32+0,012 | 0,230,003 | 0,25+0,015 | 0,27+0,007 | 0,12+0,001 | 0,130,001 | 0,14+0,006
A3
km]i.r?'l’ 67,2+4,96 84,3+3,73 143,34£3,71 16,3+0,16 17,7+0,49 18,9+0,87 6,2+0,06 6,7+0,22 6,5+0,53
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Tabela 10.18 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova lovor visnje

lvana Karabegovic

vodom
QOdnos biljni materijal- Odnos biljni materijal-rastvara € | Odnos biljni materijal-rastvara ¢
rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,30+0,018 | 0,33+0,030 | 0,39+0,018 | 0,21+0,011 | 0,24+0,061 | 0,26+0,009 | 0,12+0,002 | 0,13+0,005 | 0,14+0,009
km::-r?i 48,2+3,36 88,7+6,69 101,448,20 12,8+1,61 15,7+0,34 16,1+0,64 5,3+0,38 6,31+0,59 6,5+0,48

Tabela 10.19 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova lovor visnje

2-propanolom

Odnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,14+0,053 | 0,16+0,013 | 0,17+0,013 | 0,10+0,004 | 0,14+0,007 | 0,16+0,009 | 0,07+0,002 | 0,08+0,001 | 0,10+0,004
Ta 3
km]i'r?.l' 28,0+2,54 82,1+5,76 92,2+3,38 19,8+0,40 18,3+0,71 |19,56+0,82 7,6+0,47 7,4+0,43 8,1+0,47

Tabela 10.20 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije plodova lovor

viSnje metanolom

Odnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

Odnos biljni materijal-rastvara €

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,13+0,005 | 0,16+0,006 | 0,1740,005 | 0,11+0,043 | 0,12+0,004 | 0,12+0,009 | 0,06+0,043 | 0,07+0,002 | 0,070,005
7 -3
km]i'r?.l' 78,9+1,32 | 108,4+4,51 | 135,2+1,32 21,3+0,60 22,4+0,50 22,9+0,67 8,7+0,18 9,0+0,10 9,2+0,22
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Tabela 10.21 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije plodova lovor

viSnje vodom

lvana Karabegovic

QOdnos biljni materijal- Odnos biljni materijal-rastvara € | Odnos biljni materijal-rastvara ¢
rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,14+0,010 | 0,23+0,031 | 0,28+0,007 | 0,19+0,007 | 0,20+0,004 | 0,21+0,005 | 0,1+0,001 | 0,11+0,001 | 0,12+0,002
A N3
km]i-r?'l, 77,1+4,94 | 99,6+3,46 131,842,72 17,740,26 19,0+0,49 20,0+0,58 7,47+0,13 | 7,91+0,30 | 8,01+0,28

Tabela 10.22 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije plodova lovor

viSnje 2-propanolom

Odnos biljni materijal- Odnos biljni materijal-rastvara € Odnos biljni materijal-rastvara €
rastvara é 1:5 g/cm ° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b’ 0,22+0,024 | 0,24+0,013 | 0,26+0,003 | 0,16+0,026 | 0,22+0,011 | 0,24+0,004 | 0,10+0,001 | 0,12+0,003 | 0,14+0,002
TAn3
km]i-r?'l, 85,8+0,70 | 112,74#5,04 | 133,0+3,14 19,7+0,35 19,9+1,41 22,5+1,89 8,1+0,13 8,0+0,46 7,4+0,17

Tabela 10.23 Vrednosti koeficijenata b i k modela zasnovanog na teoriji filma za razli€ite uslove mikrotalasne ekstrakcije srca kostica lovor

viénje pri odnosu biljni materijal-rastvarag 1:10 g/cm?®

n-Heksan Sistem n-heksan:voda — 9:1
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
b 0,47+0,007 0,380,006 0,30+0,064 0,51+0,030 0,49+0, 008 0,45+0,048
-3
Km:lLr?l 11,8+0,24 12,7+1,36 14,2+1,67 11,84+0,54 12,2+1,62 15,4+1,27
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Tabela 10.24 Vrednosti parametara cnax i Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova

lovor viSnje metanolom

lvana Karabegovic

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 24,0+0,21 25,9+0,87 27,2+0,69 13,1+0,13 13,6+0,06 14,5+0,59 6,5+0,18 6,9+0,16 7,2+0,48
Ks, min 3,4+0,16 3,5+0,27 3,4+0,12 3,3+0,11 2,8+0,18 3,040, 21 3,0+0,25 2,7+0,47 2,7+0,16

Tabela 10.25 Vrednosti parametara cnax i Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razliite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova

lovor viSnje vodom

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 22,1+0,77 26,7+0,78 25,7+0,25 12,2+0,16 13,4+0,08 13,3+0,03 6,0+0,47 6,9+0,17 6,8+0,19
Ks, min 3,2+0,03 4,440,22 2,610,20 3,3+0,18 3,2+0,18 2,60, 23 2,6+0,80 3,2+0,22 2,7+0,46

Tabela 10.26 Vrednosti parametara Cnax | Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razliite uslove mikrotalasne ekstrakcije listova

lovor viSnje 2-propanolom

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 24,8+1,15 19,8+0,41 20,3+0,46 13,62+0,37 | 11,2+0,68 10,6+0,02 5,28+0,20 5,0+0,17 5,2+0,32
Ks, min 17,1+1,37 8,4+0,52 7,63+0,75 16,75+1,60 8,8+1,51 7,0+0,62 10,14+0,37 7,3+0,28 5,96+0,39
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Tabela 10.27 Vrednosti parametara cnax i Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije

plodova lovor viSnje metanolom

lvana Karabegovic

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 84,5+6,42 84,3+2,84 88,6+2,67 59,5+5,40 45,4+0,84 51,3+1,68 28,4+0,82 28,3+1,14 28,5+0,40
Ks, min 10,0+0,69 7,31+0,34 9,4+0,60 12,3+1,13 10,2+0,56 10,0+0,74 11,8+0,84 10,7+1,27 10,2+0,40

Tabela 10.28 Vrednosti parametara cnax i Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije
plodova lovor viSnje vodom

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 68,7+1,58 72,0+2,08 75,1+1,26 36,0+0,30 37,4+0,41 39,0+0,67 18,3+0,26 18,5+0,29 19,7+0,4
Ks, min 4,68+0,21 5,0+0,18 4,8+0,26 4,4+0,27 4,5+0,26 4,610 ,25 4,1+0,17 4,3+0,19 4,1+0,41

Tabela 10.29 Vrednosti parametara Cnax | Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije

plodova lovor viSnje 2-propanolom

QOdnos biljni materijal-

Odnos biljni materijal-rastvara €

QOdnos biljni materijal-rastvara ¢

rastvara é 1:5 g/cm° 1:10 g/cm ® 1:20 g/cm ®
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX!
g/dm 3 34,1+0,55 36,4+0,39 36,1+0,47 18,6+0,28 18,9+0,61 19,4+0,16 9,7+0,43 10,4+0,50 9,9+0,32
Ks, min 5,2+0,48 4,740,34 3,5+0,28 4,7+0,04 3,6+0,31 3,140, 11 4,8+0,26 4,240,24 2,6+0,43
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Tabela 11,30 Vrednosti parametara cna i Ks, modela zasnovanog na hiperbolnoj jednacini za razli¢ite uslove mikrotalasne ekstrakcije srca kostica

lovor visnje pri odnosu biljni materijal-rastvarag 1:10 g/cm?®

lvana Karabegovic

n-Heksan Sistem n-heksan:voda — 9:1
300 W 450 W 600 W 300 W 450 W 600 W
CmaX13
g/dm 36,9+0,89 38,6+0,58 44,2+1,40 36,9+0,51 37,60,24 41,2+0,71
Ks, min 3,41+0,051 3,12+0,116 3,41+0,242 2,42+0,208 2,0740, 046 2,08+0,165
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