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1. UVOD

Lekovito bilje i proizvodi dobijeni iz prirodnih sirovina imaju sve veéu primenu kao
supstitucija za sintetske lekove. Interesovanje za razvoj proizvoda na bazi lekovitog bilja se
javilo usled brojnih nedostataka konvencionalnih lekova (neZeljena dejstva i njihova
zloupotreba), kao i ogromanog uticaja na zagadenje Zivotne sirovine koji izaziva sintetska
hemijska industrija. Prema tome, veliki udeo svetske populacije se vraéa tradicionalnoj
medicini i prirodnim proizvodima. Kao polazni materijal za dobijanje prirodnih bioaktivnih
jedinjenja se najviSe koristi lekovito bilje. Medutim, poznato je da prirodni resursi, koji se
koriste kao polazni meterijal u proizvodnji, nisu dovoljno iskoris¢éeni od savremene
prehrambene, kozmeticke i farmaceutske industrije. Zalfija se komercijalno najvise koristi u
obliku biljnog ¢aja, ali i za dobijanje etarskog ulja postupkom destilacije vodenom parom.
Sadrzi veliki udeo bioaktivnih jedinjenja koja mogu biti izolovana iz biljnog materijala i

iskoriS¢ena za proizvodnju visoko-vrednih proizvoda.

Sto se prehrambene industrije tice, izraZen negativan uticaj na Zivotnu sredinu ima
generisanje velikih koli¢ina sporednih proizvoda i otpada, kako u svetu, tako i u Srbiji. To
direktno uti¢e na smanjenje isplativosti samog procesa proizvodnje usled slabog iskoriséenja
potencijala prirodne sirovine, ali i na zagadivanje Zivotne sredine. S obzirom da
poljoprivredni otpad ili sporedni proizvodi iz prehrambene industrije sadrie odredene
koli¢ine vrednih bioaktivnih jedinjenja, postoji tendencija za njihovo dalje iskoris¢avanje kao
polaznog materijala za ekstrakciju. Prema tome, sporedni proizvod koji se generiSe u fabrici
filter ¢aja, tj. fini biljni prah, ima veliki potencijal da bude valorizovan za dobijanje velikog

broja bioaktivnih jedinjenja, u zavisnosti od same vrste biljne sirovine.

Nedovoljno iskoriséenje prirodnih resursa je, takode, posledica primene
tradicionalnih postupaka ekstrakcije koji ne mogu da odgovore na ekonomske aspekte
procesa proizvodnje u pogledu potrosnje vremena, energije i rastvaraca. S tim u vezi, tezi se
razvoju savremenih ekstrakcionih postupaka koji ¢e smanijiti potrosnju u samom procesu
proizvodnje i istovremeno povecati prinos i kvalitet proivoda koji se dobija. Takve
tehnologije su upravo ultrazvuéna ekstrakcija, mikrotalasna ekstrakcija i visoko-pritisne

ekstrakcione tehnologije, kao Sto su ekstrakcija subkritic(nom vodom i superkritiénim



gasovima, pre svega ugljendioksidom. Prema toma, iskoriS¢enje sporednih proizvoda
prehrambene industrije kao polaznog materijala za ekstrakciju savremenim ekstrakcionim
tehnikama predstavlja izazov koji je potrebno resiti u pogledu optimizacije parametara

samog procesa i dobijanja visoko-vrednog proizvoda Zeljenih osobina.

Glavni cilj istraZzivanja ove doktorske disertacije je valorizacija sporednog proizvoda
Zalfije iz fabrike ¢aja koris¢enjem savremenih ekstrakcionih tehnika. Krajnji rezultat bi bio
dobijanje ekstrakata Zeljenih osobina koji bi imali primenu u gotovim proizvodima

prehrambene, kozmeticke i farmaceutske industrije.

Odabranim savremenim ekstrakcionim tehnikama (ultrazvu¢na ekstrakcija,
mikrotalasna ekstrakcija, ekstrakcija subkriticnom vodom i ekstrakcija superkritiénim
ugljendioksidom) ¢e biti ekstrahovane dve glavne grupe bioaktivnih jedinjenja Zalfije
(polifenolna jedinjenja i etarsko ulje). Svaka ekstrakciona tehnika ¢ée biti posebno
optimizovana u smislu definisanja glavnih parametara ekstrakcije u cilju dobijanja
maksimalnog prinosa ekstrakcije, ciljanih grupa jedinjenja i bioloskih osobina ekstrakata (in
vitro antioksidativna aktivnost). To ¢e omoguditi medusobno poredenje ispitivanih tehnika i

definisanje najbolje ekstrakcione tehnike za ciljnu grupu jedinjenja.

TecCni ekstrakti dobijeni na optimalnim uslovima ¢ée biti osuSeni suSenjem
rasprSivanjem (spray drying) i suvim ekstraktima ce biti definisane najvaznije fizicke i
hemijske osobine, kao i bioloska aktivnost. Krajniji cilj je dobijanje kvalitetnih suvih ekstrakata

koji mogu biti direktno dodati u hranu, dijetetske suplemente i farmaceutske formulacije.



2. OPSTI DEO

2.1. Zalfija

Zalfija (Salvia officinalis L.) predstavlja jednu od komercijalno najvaznijih biljnih vrsta
iz porodice Lamiaceae. Predstavlja visSegodisnji, razgranat grm visine od 50 do 90 cm.
Stabljika je drvenasta, viSegodiSnja i Cetvorouglasta, dok su listovi srebrenozeleni zbog
velikog broja dlacica. Cvetovi su plavo-ljubicasti, ponekad ruzi¢asto-belicasti (Slika 1). Cela
biljka je vrlo aromati¢nog i karakteristiénog mirisa (Tucakov, 1984). Zalfija zauzima znaéajno
mesto u tradicionalnoj medicini za tretman razli¢itih oboljenja, a to govori i poreklo njenog
imena (salvere) sto na latisnkom znaci spasiti. Najcesée je bila koriS¢ena za le¢enje oboljenja
usne duplje i upale grla, a Rimljani su je zvali sveta biljka. Kao homeostatski lek i diuretik su je
koristili Hipokrat (460 — 370 god. pre n.e.), Galen (130 — 210 god.) i Paracelzus (1493 — 1541

god.), a u XVIl veku je donesena u Severnu Ameriku (Grdisa i sar., 2015).

Slika 1. Salvia officinalis L.

Ova droga je i danas veoma cenjenja usled sve veée upotrebe prirodnih proizvoda i
bioaktivnih jedinjenja u modernoj medicini. Kao droga se propisuje lis¢e zalfije (Salviae
folium), etarsko ulje (Salviae aetheroleum) i tinktura, koji su oficinalni po evropskoj
farmagopeji (Ph. Eur. 6). Do danas je dokazano da Zalfija i preparati ili bioaktivna jedinjenja

izolovana iz ove biljke poseduju Sirok spektar bioloske aktivnosti kao Sto su antidiabeticka,



antioksidativna, gastroprotektivna, antiimflamatorna, antivirusna, fungicidna, baktericidna,

spazmoliticka i antikancerogena aktivnost (Grdisa i sar., 2015).
2.1.1. Taksonomija i rasprostranjenost

U Tabeli 1 je prikazana taksonomija Zalfije. Pripada familiji Lamiaceae koju ¢ine oko
240 rodova, a rod Salvia je najve¢i medu njima sa oko 1000 vrsta koje karakteriSe izrazen
aromatican miris. Vrste ovog roda su rasprostranjene po celom svetu, a pogotovo u Evropi,
oko mediteranskog pojasa. Pored toga su rasprostranjene u jugoistocnoj Aziji i JuZnoj
Americi (Ulubelen, 2000). S officinalis je posebno karakteristicna za zemlje Zapadnog Balkana
(Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Hrvatska, Albanija i sever Grcke). Usled visoke trzisne
vrednosti njeog etarskog ulja, ova biljna vrsta se danas uzgaja i u drugim mediteranskim

drzavama (Malta, Spanija i Portugal).

Tabela 1. Taksonomija Zalfije (Salvia officinalis L.)

Regnum Plantae

Divisio Magnoliphyta
Clasis Magnoliopsida
Ordo Lamiales

Familia Lamiaceae
Genus Salvia

Species Salvia officinalis

2.1.2. Bioaktivna jedinjenja Zalfije
2.1.2.1. Polifenolna jedinjenja

Fenolne kiseline predstavljaju dominantna bioaktivha jedinjenja u polarnim
ekstraktima Zalfije, a medu njima se posebno izdvajaju derivati kafene kiseline. Kafena
kiselina ima klju¢nu ulogu u biohemijskim procesima biljaka iz familije Lamiaceae, i obi¢no se
nalazi u formi dimera (rozmarinska kiselina). Kafena kiselina u Zalfiji predstavlja gradivnu
jedinicu za veliki broj sekundarnih metabolita, od jednostavnih monomera, do razlicitih
proizvoda kondenzacije (Lu i Foo, 2002). Trimeri i tetrameri kafene kiseline su od posebnog

interesa jer poseduju izrazenu biolosku aktivnost. Monomerni derivati kafene kiseline koji su



prisutni u Zalfiji su p-hidroksibenzoeva, vanilinska, ferulna i siringinska kiselina (Dent i sar.,

2013), ¢ije su strukture prikazane na Slici 2.
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OCH,
kafena kiselina p-hidroksibenzoeva kiselina vanilinska kiselina
COOH
OCH,4
ferulna kiselina siringinska kiselina

Slika 2. Monomeri kafene kiseline prisutni u Zalfiji

Sto se oligomera kafene kiseline ti¢e, rozmarinska kiselina predstavlja daleko nazastupljenije
jedinjenje u Zalfiji, i predstavlja jedno od glavnih jedinjenja odgovornih za izrazenu
antioksidativnu aktivnost (Cuvelier i sar., 1996). Trimeri kafene kiseline prisutni u Zalfiji
obuhvataju salvinoinsku kiselinu J i K, koje su pored zalfije detektovani i u 10 drugih vrsta
roda Salvia (Lu i Foo, 2002; Dent i sar., 2013). U zalfiji su zastupljeni joS i tetrameri kafene
kiseline koji predstavljaju kondenzate rozmarinske kiseline, medutim, njihov sadrzaj u

odnosu na ostale derivate je dosta maniji.
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Slika 3. Dimeri i trimeri kafene kiseline prisutni u Zalfiji



Flavnoidi se u biljkama roda Salvia uglavnom nalaze u obliku flavona, flavonola i
njihovih glikozida, a za ovaj rod su posebno karakteristi¢ni 6-hidroksilovani flavoni (Lu i Foo,
2002). Dominantni flavonoidi u S. officinalis su metoksi derivati apigenina i luteolina, a pored
njih se nalaze i 6-hidroksiflavoni kao §to su skutelarein i hispidulin. Sto se flavonola ti¢e, oni
su uglavnom metoksi derivati kemferola i kvercetina. Flavnoidni glikozidi Zalfije su derivati
apigenina i luteolina kod kojih je hidroksi grupa u C7 poloZaju supstituisana Sec¢ernom
komponentom (glukoza, rutinoza i glukuronska kiselina) (Lu i Foo, 2002). Hemijske strukture
glavnih flavonoidnih aglikona od kojih je izgradena vecina flavonoida Zalfije su prikazani na

Slici 4.

OH
kemferol kwercetin

Slika 4. Flavonoidni aglikoni Zalfije
2.1.2.2. Etarsko ulje

Zalfija je posebno cenjena zbog svog etarskog ulja koje sadrii niz bioaktivnih
jedinjenja. S. officinalis ima najvedi sadrzaj etarskog ulja od svih vrsta roda Salvia (Newall i
sar., 1996). Glavni konstituenti etarskog ulja su monoterpenska jedinjenja kao $to su a-tujon,
B-tujon, kamfor i eukaliptol, dok se u manjem procentu nalaze seskviterpeni (a-humulen, B-
kariofilen i njihovi derivati) (Grdisa i sar., 2015). U etarskom ulju se nalaze i diterpenski
polifenoli kao Sto su karnozol, rosmanol, epirosmanol, karnozinska kiselina, itd. Ova
jedinjenja se odlikuju posebno visokom antioksidativnom aktivnoS¢u (Babovié i sar., 2010).
Sadrzaj etarskog ulja i jedinjenja prisutnih u njemu moZe da varira u zavisnosti od

geografskog porekla. Zalfija sadrii od 0,7 do 5,2% (v/m) etarskog ulja, ¢iji prinos u velikoj



meri zavisi i od primenjene ekstrakcione tehnike (GliSi¢ i sar., 2010). Hemijske strukture

glavnih konstituenata etarskog ulja Zalfije su prikazane na Slici 5.
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Slika 5. Terpenoidna jedinjenja prisutna u etarskom ulju zalfije
2.2. Filter ¢aj

Danas se lekovito bilje na trZistu najéesée nalazi u obliku biljnog ¢aja, koji je postao
jedno od omiljenih pi¢a, kako u svetu, tako i u Srbiji (Vidovié¢ i sar., 2013). Sema tehnoloskog
procesa proizvodnje filter ¢aja je prikazana na Slici 6, odakle se moZe uociti da se u
prozvodnji Caja koriste razliCite tehnoloSke operacije kao $to su susenje, usitnjavanje,
prosejavanje, mesanje, itd. Medutim, tokom proizvodnje filter ¢aja, odnosno tokom
operacije usitnjavanja, nastaje odredena koli¢ina finog biljnog praha (oko 20%) (Ramic i sar.,
2015). Ova frakcija ne moze da se koristi za pakovanje filter ¢aja s obzirom da je njen precnik

Cestica (<0,315 mm) manji od veli¢ine pora filter kesice. Prema tome, ova frakcija se



odbacuje iz proizvodnje kao sporedni proizvod. lako u proizvodnji filter ¢aja dolazi do
odredene degradacije bioaktivnih jedinjenja u odnosu na polazni biljni materijal (Vidovi¢ i
sar., 2013), ovaj sporedni proizvod i dalje sadrzi znacajnu koli¢inu visoko-vrednih jedinjenja.
Pored toga, ovakav materijal predstavlja i pogodnu sirovinu za évrsto-teénu (C/T) ekstrakciju
s obzirom na relativno mali prec¢nik éestica koji smanjuje ogranicenja za prenos mase iz
¢vrste u tec¢nu fazu. S obzirom na navedene Cinjenice, postoji sve veci interes za upotrebu
biljnog praha kao polazne sirovine za ekstrakciju bioloski vaznih jedinjenja. Tokom
proizvodnje jednokomponentnog filter ¢aja od Zalfije ili ¢ajne meSavine u filter vredicama
koja sadrzi Zalfiju, dobija se oko 10 — 20% sporednog proizvoda Zalfije (SPZ). Ova frakcija
moze da se podvrgne aglomeraciji i da se povecanjem precnika Cestica dobije biljni materijal
koji moze da se pakuje u filter kesice, medutim, ovaj postupak se obi¢no ne izvodi u malim i
srednjim preduzec¢ima. S obzirom na visok sadriaj bioaktivnih jedinjenja u nativnoj Zalfiji, SPZ
bi potencijalno mogao da se iskoristi kao polazna sirovina za dobijanje polifenolnih i

terpenoidnih jedinjenja konvencionalnim i savremenim postupcima C/T ekstrakcije.

Zalfija (Salvia officinalis)

C Skladistenje |- |Su§en]e |-

Proizvodnja filter caja

_ . Vibro Sakupljanje
Secenje - Mlevenje - prosejavanje - frakcija ‘W

Skladittenje
Finalno - Kontrola materijala
pakovanje « Mesanje « kvaliteta « odgovarajuce

veliine

sporedni proizvod
d<0,315 mm

Slika 6. Sema tehnologkog procesa proizvodnija filter ¢aja
2.3. Savremene ekstrakcione tehnike

Ekstrakcija prirodnih proizvoda se koristila joS u kolevkama civilizacije gde su drevni

narodi primenom postupaka sliénim maceraciji i destilaciji dobijali proizvode koje su koristili
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kao hranu i lekove. Danas gotovo da ne postoji tehnoloski proces u bilo kojoj grani hemijske
industrije u kojem se ne koristi ekstrakcija. Ekstrakcija prirodnih proizvoda u farmaceutskoj,
kozmetickoj i prehrambenoj industriji se smatra ,,Cistim“ procesom u poredenju sa baznom
hemijskom industrijom, ali njen uticaj na prirodnu sredinu je veéi od ocekivanog (Chemat i
sar., 2012). Veliki utrosak energije i rastvaraca, kao i mali prinos Zeljenog jedinjenja su
najveci problemi koji se mogu javiti. Danas je trend u pronalasku reSenja koja ¢e smanijiti
upotrebu organskih rastvaraca, a u isto vreme obezbediti intenzifikaciju procesa i isplativu
proizvodnju kvalitetnih ekstrakata. ,Zeleni postupci ekstrakcije imaju za cilj da obezbede
visoko-efikasne procese i relativno velike prinose iz obnovljivih prirodnih izvora bez upotrebe
opasnih hemijskih supstanci (Mustafa i Turner, 2011). Oni bi trebali da obezbede visok prinos
ciljanih jedinjenja iz obnovljivih biljnih izvora koriséenjem alternativnih rastvaraca (uglavhom
na bazi vode), smanje potrosnju energije ili obezbede kruzenje energije u ciklusu, obezbede
iskoriséenje sporednih proizvoda procesa u poljoprivredi, smanje broj operacija u postupku
proizvodnje i obezbede dobijanje nedenaturisanih, biorazgradivih ekstrakata bez

kontaminenata (Chemat i sar., 2012).

Dobro razdvajanje, identifikaciju i karakterizaciju bioaktivnih jedinjenja moguce je
izvesti samo uz predhodno adekvatno izvedenu ekstrakciju iz prirodnog materijala (Azmir i
sar., 2013). Svi ekstrakcioni postupci imaju za cilj da ekstrahuju Zeljena bioaktivna jedinjenja,
da im povedaju selektivnost i osetljivost prilikom postupka odredivanja i da ih prevedu u
najpogodniji oblik za razdvajanje (Smith, 2003). Tradicionalni postupci ekstrakcije ukljucuju
Soxhlet ekstrakciju, maceraciju, perkolaciju i destilaciju vodenom parom. Ovi procesi
zahtevaju dugo vreme ekstrakcije, veliku masu uzorka i veliku potro$nju organskih rastvaraca
¢ija je cena uglavnom visoka, a odlaganje ima negativan uticaj na Zivotnu sredinu i mogu biti
toksi¢ni za ljudski organizam (Ramos i sar., 2002). Drugi nedostaci tradicionalnih
ekstrakcionih postupaka su potreba za koncentrovanjem i preciséavanjem dobijenih
ekstrakata koji, usled male selektivnosti rastvaraca, sadrze relativno veliki procenat balasnih
materija, Sto otezava ekstrakciju osetljivih i termolabilnih jedinjenja koja se u malom udelu
nalaze u sirovini (Mustafa i Turner, 2011). U cilju prevazilaZzenja navedenih nedostataka i
unapredenja postupaka za ekstrakciju jedinjenja iz biljnog materijala, razvijene su savremene
metode ekstrakcije koje obuhvataju mikrotalasnu (MAE; microwave-assisted extraction),

ultrazvuénu (UAE; ultrasound-assisted extraction), ekstrakciju fluidima u superkriticnom



stanju (SFE; supercritical fluid extraction) i ekstrakciju tec¢nostima pod pritiskom (PLE;
pressurized liquid extraction). U cilju povecanja prinosa i selektivnosti ekstrakcije mogu se
koristiti i pulsna elektri¢na polja, kao i enzimska hidroliza (Azmir i sar., 2013). Savremene
ekstrakcione tehnike su razvijene u skladu sa principima ,zelene” ekstrakcije (Chemat i sar.,

2012):

e Inovacije sa selektovanjem odabranih biljnih vrsta i obnovljivim biljnim
resursima,

e upotreba alternativnih rastvaraca, na prvom mestu vode,

e smanjenje potrosnje energije koris¢enjem novih tehnologija,

e dobijanje nusproizvoda umesto otpada, koji se mogu koristiti u industriji,

e smanjenje broja tehnoloskih operacija i razvijanje robusnih i kontrolisanih
procesa i

e dobijanje nedenaturisanih i biorazgradivih ekstrakata bez kontaminenata.
2.3.1. Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvucni talasi frekvencije od 20 do 10 MHz imaju Siroku primenu u hemijskoj i
prehrambenoj industriji. Ultrazvu¢na ekstrakcija (UAE) se izdvaja od konvencionalnih i drugih
ekstrakcionih tehnika po tome S$to ima odredene prednosti u pogledu cene opreme,
potrosnje energije i vremena, upotrebe ,zelenih“ rastvaraca i njihovog uklanjanja iz
ekstrakta. Upotreba ultrazvuka je relativno jednostavna, fleksibilna i zahteva manja
investiciona ulaganja u odnosu na druge ekstrakcione tehnike, kao $to su visoko-pritisne
tehnologije. Prema tome, ova tehnika je okarakterisana kao ,zelena”, Cista i bez negativnog
efekta na Zivotnu sredinu. Upotreba ultrazvuka moZe da se podeli na sonikaciju niskog
intenziteta (<1 W/cm?) i visokog intenziteta (10-1000 W/cm?) (Tiwari, 2015). Prva tehnika se
prvenstveno koristi kod nedestruktivnih analitickih metoda, za kontrolu procesa i fizicko-
hemijskih osobina, dok se druga koristi za ekstrakciju i druge operacije koje imaju primenu u

hemijsko-procesnoj i prehrambenoj industriji.

Prilikom UAE, razliciti fizicki i hemijski fenomeni dovode do ubrzanja prenosa mase iz
Cvrste u tecnu fazu. Ti fenomeni obuhvataju kavitaciju, agitaciju, vibraciju, pritisak, Sok
talase, trenje, mikromlazove, kompresiju, dekompresiju i formiranje slobodnih radikala.

Fizicko-hemijski efekti koji se javljaju prilikom UAE zavise od frakvencije s obzirom da fizicki
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efekti imaju glavni uticaj na nizim (20 — 100 kHz), a hemijski na visim frekvencijama (200 —
500 kHz) (Tiwari, 2015). Akusti¢na kavitacija predstavlja glavnu pogonsku silu u ultrazvu¢noj
ekstrakciji. Ultrazvucni talasi prilikom prolaska kroz te¢nu fazu indukuju seriju kompresija i
dekompresija mehuri¢a gasa u tecnoj fazi. To dovodi do formiranja, rasta i implozije
mehuriéa (Slika 7), Sto dalje prouzrokuje naglo lokalno poveéanje temperature (oko 5000 K) i
pritiska (oko 500 bar) (Mason i Peters, 2002). Nagli porast temperature i pritiska koji se
desava na povrsini biljnog materijala dovodi do razaranja celija oStec¢enjem celijskog zida i
membrane. To dalje vodi do lakSe difuzije rastvarata u celije, rastvaranje intraceijskog
sadrzaja i ubrzanu difuziju jedinjenja iz ¢vrste u tecnu fazu. Pored toga, implozijom mehuric¢a
vazduha dolazi i do turbulencija na mikroskopskom nivou i sudaranja Cestica pri velikim
brzinama, a ubrzana difuzija se javlja kao rezultat ovih fenomena (Valachovic i sar., 2001).
Sposobnost ultrazvuka da izazovu kavitaciju zavisi od osobina samog zracenja (frekvencija i
snaga), osobina rastvaraca (viskoznost i povrSinski napon) i ambijentalnih uslova
(temperatura i pritisak). Sto se hemijskih fenomena ti¢e, tokom ultrazvuéne ekstrakcije
visokog intenziteta dolazi do formiranja reaktivnih slobodnih radikala usled visoke
temperature i pritiska (Henglein i Kormann, 1985). Zbog reaktivnosti, ovi radikali takode
mogu da oStete celijski zid ako dodu u kontakt sa njim, medutim, mogu da indukuju i niz
reakcija koje mogu da dovedu do degradacije ciljanih jedinjenja, prema tome, parametre
procesa je neophodno podesiti tako da prinos ekstrakcije bude povecan, a degradacija

ciljanih jedinjenja minimalna.

kompresija kompresija kompresija kompresija

\ANARANAWA
VEVEVEVEY,

dekompresija dekompresija dekompresija dekompresija dekompresija

. ° & T=5000 K
. p=500 bar

formiranje rast mehuri¢a u dostizanje nestabilne
mehurica » sukcesvim ciklusima % velidine =) WPLOZJA

Slika 7. Mehanizam nastanka i implozije mehuriéa vazduha prilikom ultzrazvuéne kavitacije
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2.3.1.1. Parametri koji uticu na proces

Na proces UAE uti¢e nekoliko parametara koji zavise od vrste ultrazvu¢nog reaktora
(kupatilo, sonda, itd.), ultrazvu¢nog zracenja (frekvencija i snaga) i drugih faktora kao $to su
temperatura, osobine rastvaraca, odnos rastvaraé-droga i vreme ekstrakcije. Optimizacija
ovih parametara predstavlja klju¢ni korak u intenzifikaciji procesa UAE. Uticaj parametara

UAE je prikazan u Tabeli 2 (Tiwari, 2015).

Tabela 2. Glavni faktori UAE i njihov uticaj na fenomene prenosa

Faktor Uticaj

Snaga zracenja Povisena snaga zraCenja izaziva eroziju sonde, intenzifikuje mesanje i
moze da dovede do degradacije osetljivih jedinjenja

Frekvencija NiZa frekvencija obi¢no obezbeduje vedi prinos ekstrakcije

Temperatura Povisena temperatura povecéava interakcije Cvrste i te¢ne faze, povecava

difuzivnost rastvaraca
Snizena temperatura intenzifikuje akusti¢nu kavitaciju

Vreme ekstrakcije Produzeno vreme ekstrakcije obezbeduje veci prinos i moze dovesti do
hemijskih promena u ekstraktu

Osobine rastvaraca Viskoznost rastvaraca smanjuje kavitaciju. Polarnost rastvaraca uti¢e na
selektivnost ekstrakcije, a napon pare i povrsinski napon uticu na
kavitaciju

Biljni materijal Precnik Cestica i odnos droga-rastvarac uticu na prenos mase

Uticaj snage i frekvencije ultrazvuénih talasa na prinos ekstrakcije i fenomene
prenosa nije jednostavno izmeriti. Obi¢no se to radi posrednim merenjem prenosa energije
preko merenja odredenih hemijskih i fizickih promena (Chemat i sar., 2017). Poznato je da
primena ultrazvuka vece snage dovodi do intenzivnijeg razaranja biljnih ¢elija, medutim, ovaj
parametar se u prehrambenoj industriji uglavhom optimizuje tako da se sa minimalnom
primenjenom snagom dobiju najbolji rezultati (Bermudez-Aguirre i sar., 2011). Pored toga,
zabeleZeno je da snaga ultrazvuka moZe da ima uticaj na selektivnost ekstrakcije, kao i na
sam hemijski sastav dobijenih ekstrakata. Sto se frekvencije zracenja ti¢e, u prehrambenoj
industriji se uglavnom koriste frekvencije od 20 do 100 kHz (Chemat i sar., 2017). Primenom
zracenja vecih frekvencija je zabelezen smanjen uticaj fizickih fenomena na prenos mase

usled smanjenja intenziteta kavitacije (Toma i sar., 2001).
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Temperatura se u vecini ekstrakcionih tehnika navodi kao parametar koji ima najvise
uticaja na prenos mase. Prilikom UAE, temperatura utice, kako na biljni materijal, tako i na
osobine rastvaraca. Povecanjem temperature dolazi do smanjenja viskoziteta i povrSinskog
napona rastvaraCa i porasta napona pare. To dovodi do olakSane difuzije rastvaraca u
Supljine biljnog materijala koje su nastale usled kavitacije. Medutim, na povisenim
temperaturama dolazi do smanjenog uticaja fizickih fenomena na prenos mase usled brze
implozije mehuri¢a vazduha i oslobadanja manje kolicine energije (Chemat i sar., 2017).
Pored uticaja na rastvarac, poviSena temperatura dovodi i do ubrzane denaturacije i
razaranja stabilne strukture Celijskog zida biljnog materijal, otvaranja pora i olakSane difuzije
intramolekulskog sadrzaja u teénu fazu. Sto se prinosa ekstrakcije tice, on obi¢no raste sa
porastom temperature. Medutim, na povisenim temperaturama moze da dode do hemijskih
promena u ekstraktu, kao i do degradacije ciljanih jedinjenja. Prema tome, temperaturu je
potrebno optimizovati u cilju dobijanja maksimalnog prinosa ciljanih jedinjenja, a ne
ukupnog prinosa ekstrakcije. Prilikom razmatranja uticaja temperature, neophodno je u
obzir uzeti i vreme ekstrakcije. Vreme ekstrakcije uglavhom ima monoton uticaj na prinos
ekstrakcije izazivajuéi nagli porast prinosa na pocetku i sporije povecéanje prinosa
asimptotskim priblizavanjem stacionarnom stanju. Medutim, kombinovani uticaj povisene
temperature i vremena ekstrakcije u odredenim slu¢ajevima moze da dovede do degradacije

ciljanih jedinjenja Sto se negativno odrazava na ekonomsku isplativost tehnoloskog procesa.

Vrsta rastvaraca direktno utiCe na selektivnost ekstrakcije, a prema tome i na
hemijski sastav dobijenih ekstrakata. Bitne fizi€ne osobine rastvaraca koje uti¢u na prenos
mase su viskozitet, povrsinski napon, napon pare i dielektricna konstanta. Kod rastvaraca
velikog viskoziteta i povrSinskog napona se umanjuje efekat ultrazvucne kavitacije na
fenomene prenosa, pa je u tim slu¢ajevima neophodno primeniti zradenje veéeg intenziteta
(Chemat i sar., 2017). Prilikom UAE je poZeljna upotreba rastvaraca sa nizim naponom pare
jer u njima dolazi do intenzivnije implozije mehuri¢a vazduha, a samim tim i brZzeg osStecenja
biljnog materijala (Flannigan i Suslick, 2010). Kao $to je napomenuto, fizicke osobine
rastvaraca zavise i od temperature, pa je prilikom optimizacije parametara UAE neophodno
ispitati uticaj temperature na proces. Sto se hemijske prirode rastvaraca ti¢e, UAE dozvoljava
upotrebu prakti¢no svih rastvaraca, kako vode, tako i organskih rastvara¢a. Medutim, u

skladu sa trendovima ,zelene” hemije, kao rastvaraci za UAE se uglavhom koriste voda i
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smese etanol-voda za ekstrakciju polarnih, i biljna ulja za ekstrakciju nepolarnih jedinjenja.
Sto se karakteristika biljnog materijala ti¢e, kompaktnost celijskog zida i srednji preénik

Cestica imaju najvedi uticaj na UAE.
2.3.1.2. Procesna oprema

Primena ultrazvuka u cilju intenzifikacije ekstrakcije moZze da se primeni na dva tipa
uredaja, ultrazvuéno kupatilo i ekstraktor sa ultrazvuénom sondom. U oba slucaje se kao
izvor ultrazvucnog zraCenja koristi piezoelektri¢ni transduktor (Chemat i sar., 2017).
Ultrazvu¢no kupatilo se najéesée koristi za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih
izvora na laboratorijskom nivou. Kao ekstraktor moZe da se koristi odgovarajuéi erlenmajer
ili prilagodeni reaktor sa meSanjem (Tiwari, 2015; Chemat i sar., 2017). Ultrazvu¢na kupatila
(Slika 8a) uglavnom rade na frekvencijama od 40 kHz i imaju mogucnost kontrole
temperature. Dobra osobina im je relativno niska cena i moguénost ekstrakcije vise uzoraka
istovremeno. Medutim, karakteriSe ih niska reproduktivnost i smanjenje efektivne snage
koja je isporucena uzorku usled raspodele ultrazvuka u celom kupatilu (Chemat i sar., 2017).
Prema toma, efektivna energija koja zavisi od zapremine vode koja se nalazi u kupatilu, se
uglavnom izrazava kao odnos snage i zapremine (W/L). Ultrazvucni ekstraktori sa mesanjem
(Slika 8b) se sastoje od duplikatora kroz koji struji voda za odrZzavanje radne temperature, a

mesSanjem se dodatno intezifikuje prenos mase iz ¢vrste u teé¢nu fazu.

a) prohromski sud

generator
ultrazvuka

transduktor

ekstraktor sa
mes3alicom

transdul&or

Slika 8. Sematski prikaz a) ultrazvuénog kupatila i b) ekstraktora sa mesalicom
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Danas se za UAE uglavnom koriste uredaji na bazi ultrazvu¢ne sonde. U zavisnosti od
tipa ekstraktora, mogu da se primene diskontinualni (Slika 9a) i kontinualtni (Slika 9b)
sistemi. Sistem sonde karakteriSe efektivnija isporuka snage zracenja u zapremini ekstraktora
s obzirom da se snaga prenosi kroz manju povrsinu (vrh sonde) (Chemat i sar., 2017).
Uglavnom rade na frekvencijama od 20 kHz i prilikom ekstrakcije je neophodno da sonda
bude zaronjena u ekstraktor. Usled isporuke ultrazvuka intenzivnijeg zracenja dolazi do brzog
zagrevanja ekstraktora, pa se uglavnom koriste sistemi za hladenje kako bi se temperatura
odrzavala konstantnom. Ultrazvu¢na ekstrakcija je kombinovana i sa drugim ekstrakcionim
tehnikama, pa su tako razvijene kombinovane tehnike kao Sto su UAE — Soxhlet, UAE —
mikrotalasna ekstrakcija, UAE — superkriticna ekstrakcija, kao i UAE — destilacija vodenom
parom. Danas je posebno interesantna kombinacija UAE-MAE s obzirom da je dokazano da
postoji sinergisticki efekat u ubrzavanju prenosa mase zajednickim delovanjem ultrazvuka i

mikrotalasa (Gude, 2015).

a)
vo_da
sonda
generator
ultrazvuka
|
< voda
b) 1
generator
ultrazvuka
sonda

Slika 9. Ultrazvucni ekstraktor sa sondom: a) diskontinualni i b) kontinualni
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2.3.1.3. Primena UAE za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora

U poslednje vreme se UAE Siroko primenjuje, kako u istrazivacke svrhe, tako i u

razli¢itim industrijskim procesima. Hemijska priroda jedinjenja koja se ekstrahuju ovom

tehnikom moZze da varira u Sirokim granicama, a selektivnost ekstrakcije zavisi od

primenjenog rastvaraca. Ali, kao Sto je vec re€eno, akcenat se stavlja na upotrebu vode i

drugih netoksi¢nih rastvaraca kao Sto su etanol i biljna ulja koji su okarakterisani kao GRAS

(generally recognized as safe). Pregled primene UAE za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja iz

prirodnih izvora je prikazan u Tabeli 3 (Rosellé-Soto i sar., 2015). MozZe se uociti da se UAE

uglavnom primenjuje za ekstrakciju polarnih i umereno polarnih jedinjenja, kao Sto su

polifenoli. UAE nepolarnih jedinjenja kao $to su etarska ulja, karotenoidi i masne kiseline

predstavlja veliki izazov sa aspekta ,zelene” hemije s obzirom na manji broj nepolarnih

rastvaraca okarakterisanih kao GRAS.

Tabela 3. Primena UAE za ekstrakciju razli¢itog spektra bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih

izvora

Sirovina

Polifenolna jedinjenja

Uslovi ekstrakcije

Rastvarac

Trop jabuke 25 kHz, 150 W, 10-40°C, 5-55 min 50% etanol
Aronija 25 kHz, 150 W, 10-40°C, 5-55 min 0-96% etanol
Trop grozda 35 kHz, 70°C, 1 min 50% etanol

Trop masline

30 kHz, 100 W, 0-25°C, 4-30 min

80-96% etanol

Kora narandze

25 kHz, 150 W, 30°C, 15 min

50% etanol

25 kHz, 50-150 W, 10-40°C, 60 min

20-80% etanol

Kora nara 20 kHz, 2,4-59,2 W, 25°C, 2-90 min 0-96% etanol
Rogac 35 kHz, 320 W, 30°C, 30 min 0-100% aceton
Kora nara 35 kHz, 140 W, 30-60°C, 10-30 min 37% etanol
Karotenoidi

Sargarepa 20-60°C, 5-35 min n-heksan

Crveni grejpfrut

20 kHz, 95-855 W, 0-50°C, 15-90 min

Petroletar-aceton-etanol
(50:25:25; v/v/v)

Kukuruz

20 kHz, 700-900 W, 38-40°C, 1-3 min

96% etanol

Paradajz

24 kHz, 200 W, 5°C, 1-30 min

n-heksan-metanol-
aceton (50:25:25; v/v/v)

40 kHz, 50 W, 53,2-86,8°C, 13,2-46,8 min

etil acetat

Chlorella vulgaris

50-160°C, 120 min

90% etanol
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Sto se tice uticaja parametara UAE na prinos polifenolnih jedinjenja, na primeru
ekstrakcije tropa jabuke je zabeleZen pozitivan uticaj snage ultrazvuka, temperature i
vremena ekstrakcije na prinos, medutim uticaj snage je bio manje izrazen u odnosu na
temperaturu (Virot i sar., 20016). Pored toga, zabeleZeno je da UAE pruZa poveéanje prinosa
polifenola za 30% u poredenju sa konvencionalnom ekstrakcionom tehnikom. UAE je takode
primenjena za ekstrakciju razli¢itih polifenolnih jedinjenja (flavonoidi, antocijani i
proantocijanidini) iz sporednog proizvoda aronije koji se generiSe u fabrici ¢aja (Ramic i sar.,
2015). Dobijeni optimalni uslovi za ekstrakciju ukupnih polifenola su bili temperatura od
70°C, snaga ultrazvuka od 207 W i vreme ekstrakcije od 80 min. Takode, UAE se pokazala kao
veoma pogodna tehnika za ekstrakciju karotenoida iz sporednih proizvoda paradajza (kozica,
seme i trop) povecanjem prinosa za 143% u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju, pri ¢emu
nije doslo do degradacije ovih jedinjenja (Sivakumar i sar., 2011). U cilju izolovanja etarskog
ulja, UAE moZe da se koristi u kombinaciji sa destilacijom vodenom parom (Chemat i sar.,
2017). Pored povecanja prinosa, zabeleZzena je i veéa selektivnost UAE u porecenju sa
konvencionalnom destilacijom prilikom izolovanja karvona i limonena iz semena kima

(Assami i sar., 2012).
2.3.2. Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija (MAE) se u poslednje vreme intenzivno primenjuje za
izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala. Princip ove tehnike se ogleda u primeni
elektromagnetnog zracenja frekvencije od 0,3 — 300 GHz koje prodire kroz odredene
materijale i usled interakcije sa polarnim molekulima dolazi do generisanja toplotne energije
(Chan i sar., 2011). Samo odredeni materijali mogu da apsorbuju mikrotalase Sto zavisi od
njihove dielektricne konstante, a zagrevanje se odigrava na molekulskom nivou jonskom
kondukcijom i rotacijom dipola (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Do jonske kondukcije dolazi jer
migracijom jona u rastvoru usled delovanja elektromagnetnog polja dolazi do otpora i trenja,
Sto dalje dovodi do zagrevanja (Chemat i Cravotto, 2012). Slicna je situacija i sa rotacijom
dipola, gde se toplota generiSe usled trenja izmedu molekula koji rotiraju. Prema tome,
stepen apsorpcije mikrotalasnog zracenja zavisi od dielektricne konstante rastvaraca, kao i

od prisustva vode u biljnom materijalu.
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Prenos toplote i mase kod MAE se razlikuje u odnosu na konvencionalnu C/T
ekstrakciju. Prilikom konvencionalne ekstrakcije, prenos toplote se odvija iz te¢ne u Cvrstu
fazu, s obzirom da se zagrevanje uglavnom vrsi grejnim oblogama. Sa druge strane, prenos
mase se vrsi iz Cvrste u te¢nu fazu prodiranjem rastvaraca u biljni materijal, rastvaranjem
jedinjenja, unutrasnjom difuzijom na povrsSinu biljnog materijala i spoljasnjom difuzijom u
tecnu fazu ekstrakta (Slika 10) (Périno-Issartier i sar., 2011). Kod MAE se prenos mase odvija
na isti nac¢in kao kod konvencionalne ekstrakcije, dok se prenos toplote odvija iz ¢vrste u
tecnu fazu zagrevanjem polarnih molekula u biljnom materijalu. Prema tome, gradijent

prenosa toplote i mase kod MAE je u istom smeru.

m——— Konvencionalna ekstrakcija

Prenos toplote
& ]

Prenos mase

Mikrotalasna ekstrakcija
Prenos toplote
| D
Prenos mase

1. Desorpcija
2. Unutra8nja difuzija
3. Spoljasnja difuzija

Slika 10. Mehanizam prenosa mase i toplote pri konvencionalnoj i mikrotalasnoj ekstrakciji
2.3.2.1. Parametri koji uti¢u na proces

Efikasnost mikrotalasne ekstrakcije u velikoj meri zavisi od primenjenih uslova
ekstrakcije. Faktori koji uti¢u na proces MAE su priroda rastvaraca i biljnog materijala, odnos
droga-rastvarag, snaga zracenja, temperatura, vreme ekstrakcije, meSanje, itd., kao i njihova

medusobna interakcija.

Izbor rastvarata u MAE se zasniva na afinitetu i selektivnosti prema ciljanom
jedinjenju, difuzivnosti rastvaraca i njegovoj dielektri¢noj konstanti (Chan i sar., 2011). Pored

vode, za MAE mogu da se koriste polarni organski rastvaraci kao sto su etanol, metanol i
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aceton, kao i njihove smesSe sa vodom. Upotreba nepolarnih organskih rastvaraca u MAE je
ogranicena, slabom apsorpcijom mikrotalasnog zracenja, toksi¢nos¢u za ¢oveka i okolinu i
opasnoscu za rad u uslovima MAE (povisena temperatura). Etanol i smesa etanol-voda imaju
daleko najve¢u primenu za MAE zbog mogucnosti ekstrakcije Sirokog spektra jedinjenja
(Zhou i Liu, 2006). Neophodno je istaci da izbor rastvaraca za MAE ne moZe da se izvede na
osnovu konvencionalne ekstrakcije kao Sto je slucaj kod ultrazvucne ekstrakcije. Osobine
rasrvaraca se mogu modifikovati dodavanjem kosolventa, a za tu svrhu se najéesce koristi
voda s obzirom da ona dobro prodire u pore biljnog materijala i dobro apsorbuje
mikrotalasno zracenje (Alfaro i sar., 2003). U slucaju primene rastvaraca koji se ne mesaju sa
vodom, kao zamena moZe da se primeni etanol. Pored izbora rastvaraca, odnos droga-
rastvarac predstavlja bitan faktor u mikrotalasnoj ekstrakciji, s obzirom da optimalan odnos
treba da obezbedi homogeno i efektivno zagrevanje (Chan i sar., 2011). Upotreba velike
koli¢ine rastvaraca dovodi do slabijeg zagrevanja biljnog materijala, jer rastvarac¢ apsorbuje
veli deo energije zrafenja, pa je tada neophodno povecati snagu mikrotalasnog zracenja. Sa
druge strane, premalo rastvaraca predstavlja ograni¢enje u pogledu prenosa masa, jer je
koncentracioni gradijent iz ¢vrste u tecnu fazu manji. Prema tome, pored optimizacije
koncentracije rastvaraca u smesi ekstragensa, vrlo je Cest slucaj da se optimizuje i odnos

droga- rastvarac.

Snaga mikrotalasnog zracenja takode predstavlja vazan parametar s obzirom da
upotreba mikrotalasa vece snage moze da dovede do degradacije termolabilnih jedinjenja.
Ukupan prinos ekstrakcije raste sa porastom snage zraCenja, medutim, sadrzaj ciljanih
jedinjenja u ekstraktu moze da bude nizi usled koekstrakcije balasnih materija. Povecéana
snaga zracenja izaziva lokalno zagrevanje u ¢elijama biljnog materijala, Sto dovodi do brzog
razaranja biljnih celija i olakSane difuzije intracelijskog sadrzaja (Chan i sar., 2011). Uticaj
temperature na proces MAE je slican kao i kod ostalih ekstrakcionih tehnika, a ona direktno
zavisi od primenjene snage zracenja. U otvorenim MAE sistemima, ekstrakcija se uglavnom
odigrava na temperaturi kljuéanja rastvaraca, ako je za to dovoljna isporucena snaga
zracenja. Kod zatvorenih sistema MAE mozZe da se odigrava i na znatno viSim temperaturama
od temperature kljucanja, jer se rastvarac¢ zadrzava u tecnom stanju povecéanjem pritiska.
Prema tome, ogranicavajuci faktor za izbor optimalne snage mikrotalasa i temperature je

stabilnost jedinjenja koja se ekstrahuju.
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Vreme ekstrakcije takode predstavlja bitan faktor u MAE s obzirom da mozZe da bude
u znacajnoj interakciji sa snagom zracenja i temperaturom. ProduZeno izlaganje ekstrakcione
smesSe mikrotalasima mozZe da dovede do degradacije osetljivih jedinjenja, ¢ak i pri nizim
temperaturama (Hao i sar., 2002). U takvoj sredini postoji rizik da moZe da dode do hidrolize
i oksidacije odredenih jedinjenja, Sto moze da se negativno odrazi na kvalitet ekstrakta (Chan
i sar., 2011). Prema tome, vreme ekstrakcije u MAE je znacajno kraée u poredenju sa ostalim
ekstrakcionim tehnikama i obi¢no traje 1 — 30 min. U sluéajevima kada je za potpuno
iscrpljenje biljnog materijala potrebno produZeno vreme, rizik od degradacije jedinjenja
moze da se izbegne primenom ciklusa mikrotalasnih tretmana. Na taj nacin ce biti
ogranicena isporucena energija mikrotalasnog zracenja koja ¢e se efektivnije koristiti za
ubrzavanje procesa ekstrakcije umesto za degradaciju jedinjenja (Chan i sar., 2011). Pored
toga, u svakom ciklusu moze da se doda i odredena koli¢ina sveZeg rastvaraca, a optimizaciju
ovakvih procesa je naophodno izvrSiti u smislu racionalne potrosnje resursa (vreme

ekstrakcije i rastvarac).

Biljni materijal koji se podvrgava MAE je obi¢no prethodno osusen i usitnjen. Previse
mali srednji precnik ¢estica droge mozZe dovesti do otezanog razdvajanja Cvrste i tecne faze
nakon ekstrakcije. Pozeljno je da biljni materijal sadrzi odredenu koli¢inu vode koja ¢e modi
da apsorbuje mikrotalasno zracenje, pa se u odredenim slucajevima droga nakvasi vodom
pre ekstrakcije kako bi se apsorpcija mikrotalasnog zracenja lokalizovala u njoj (Chan i sar.,

2011).
2.3.2.2. Procesna oprema

MAE sistemi mogu biti sa usmerenim i neusmerenim zracenjem. Obié¢no se sistemi sa
neusmerenim zra¢enjem koriste za ekstrakcije pod pritiskom, odnosnu u zatvorenim
sistemima, dok se usmereno zraenje koristi za ekstrakciju pod atmosferskim pritiskom
(otvoren sistem). Sematski prikaz MAE sa zatvorenim i otvorenim sistemom je prikazan na
Slici 11 (Mandal i sar.,, 2007). Kod zatvorenog MAE sistema, ekstrakcija se odvija u
zatvorenim sudovima i sa uniformnom raspodelom zracenja unutar ekstraktora. S obzirom
da metali reflektuju mikrotalasno zracenje, ekstraktor mora biti izraden od materijala koji ¢e
da propusti zraCenje, a da pri tome moZe da izdrzi velike pritiske do kojih dolazi tokom

procesa, pa se u tu svrhu obiéno koriste teflonske ¢aure. lako je kod ovih uredaja mogude
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vrlo precizno kontrolisati radni pritisak i temperaturu, glavni nedostaci su potencijalni gubici
isparljivih jedinjenja i relativno mali kapacitet (Chan i sar., 2011). Neophodno je istaéi da
postoje odredeni rizici pri radu sa zatvorenim MAE sistemima, jer moZe da dode do
eksplozije ekstraktora. Sa druge strane, otvoreni MAE sistem moZe da prevazide navedene
nedostatke zatvorenog sistema. Blazi ekstrakcioni uslovi, prvenstveno niza temperatura, ga
¢ine pogodnim za ekstrakciju termolabilnih jedinjenja (Luque-Garcia i Castro, 2003).
Ekstrakcija se u ovom slucaju odvija na atmosferskom pritisku i na temperaturi kljuéanja
rastvaraca koji isparava, kondenzuje se i vraca u ekstraktor. Ovaj sistem ima Siru primenu za

ektrakciju metabolita iz biljnog materijala (Chan i sar., 2011).

a) Magnetron
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Slika 11. Sematski prikaz a) zatvorenog i b) otvorenog sistema za mikrotalasnu ekstrakciju

Pored primene za ekstrakciju, mikrotalasi su u zadnje vreme nasli Siroku primenu i za
destilaciju etarskog ulja, pa su razvijeni razli¢iti tipovi uredaja. Najées¢i slu¢aj je mikrotalasna
destilacija gde se zagrevanje suda u kome se nalazi biljne materijal i voda odvija usled
delovanja mikrotalasa (Slika 12) (Chemat i Cravotto, 2012). Osnovne prednosti ove tehnike

su efikasnije zagrevanje, skraéenje vremena procesa i dobijanje veceg prinosa uz
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odgovarajudi sastav etarskih ulja, dok se kao glavni nedostaci navode rizici od potencijalnih
hemijskih promena etarskog ulja, posSto je takva sredina pogodna za reakcije hidrolize i
oksidacije. Postoje i razlicite modifikacije ove metode koje su pogodne za izvodenje u
odredenim slucajevima, a obuhvataju mikrotalasnu destilaciju bez rastvaraca, mikrotalasnu
gravitacionu hidrodifuziju i mikrotalasnu destilaciju komprimovanim vazduhom (Jacotet-

Navarro i sar., 2016).
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Slika 12. Sematski prikaz aparature za mikrotalasnu destilaciju
2.3.2.3. Primena MAE za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora

Kao i ostale savremene ekstrakcione tehnike, MAE je u poslednje vreme pronasla
Siroku primenu, prvenstveno za ekstrakciju na laboratorijskom nivou. S obzirom na
mehanizam ubrzavanja ekstrakcije, spektar jedinjenja koji mogu biti ekstrahovani ovom
tehnikom nije toliko Sirok kao $to je to slucaj sa ultrazvuénom ili ekstrakcijom tecnostima
pod pritiskom. Grupe jedinjenja za koje se MAE pokazala kao pogodna tehnika su polifenoli,

hinoni, terpeni i alkaloidi, a primeri primene MAE su prikazani u Tabeli 4 (Zhang i sar., 2011).

MAE je najSiru primenu nasla za izolovanje polifenolnih jedinjenja, prvenstveno
flavonoida i to u pogledu povecéanja prinosa, kvaliteta ekstrakata i selektivnosti (Routray i
Orsat, 2012). U poredenju sa refluks ekstrakcijom, MAE je pokazala znacajnu prednost u
pogledu skra¢enja vremena ekstrakcije, potrosnje rastvaraca i povecéanja prinosa polifenolnih
jedinjenja izolovanih iz ruzmarina (Proestos i Komaitis, 2008). lzvrSena je i mikrotalasna

ekstrakcija polifenola zalfije i dobijeni su izuzetno visoki prinosi polifenolnih jedinjenja
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(Dragovic-Uzelac i sar., 2012; Dent i sar., 2013), medutim nije sprovedena detaljna
optimizacija parametara ekstrakcije. MoZe se zakljuciti da je u velikom broju slu¢ajeva MAE
pogodnija za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja od konvecionalnih tehnika kao Sto su Soxhlet

ekstrakcija, maceracija i ekstrakcija uz refluks i meSanje (Mandal i sar., 2007).

Tabela 4. Prakti¢na primena MAE u izolovanju bioaktivnih jedinjenja iz biljnog materijala

Ukupni fenoli Phaseolus vulgaris Zatvoren sistem 50% etanol
Hesperidin Citrus unshiu Zatvoren sistem 70% etanol
Luteolin Buddleia officinalis - 95% etanol
Izoflavoni Glycine max Kontinualni sistem etanol
Bergenin Ardisia crenata Otvoren sistem + mesanje 60% metanol
Silimarin Silybum marianum Otvoren sistem + mesanje 81,5% etanol
Oleanolinska kiselina Gymnema sylvestre Otvoren sistem + mesanje 90% etanol
Etarsko ulje Laurus nobilis Mikrotalasna destilacija voda

Etarsko ulje NarandZa Mikrotalasna destilacija voda

Kofein

Camellia sinensis

Otvoren sistem

50% etanol

Astragalozidi

Astragalus

membranaceus

Otvoren sistem

80% etanol

Ginsenozidi

Zatvoren sistem

70% etanol

Panax ginseng

Prilikom ekstrakcije antrahinona iz Morinda citrifolia, ekstrakti dobijeni
primenom MAE su pokazali veéu antioksidativnu aktivnost od ekstrakata dobijenih
maceracijom i ultrazvuénom ekstrakcijom, pri éemu je ispitan uticaj temperatue i vremena
ekstrakcije na prinos antrahinona derivata obtusina (Hemwimon i sar., 2007). | u slucaju
izolovanja artemisinina iz semena Artemisa annua, MAE je pokazala prednosti u pogledu
znacajnog skraéenja vremena ekstrakcije u odnosu na Soxhlet i superkriticnu ekstrakciju.
Pored toga, ova tehnika se pokazala pogodnijom od ultrazvucne ekstrakcije, maceracije i
perkolacije za izolovanje odredenih alkaloida, kao $to su sangvinarin i heleritrin iz ploda

Macleaya cordata (Zhang i sar., 2011).
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Moze se zakljuciti da se MAE moZze prilagoditi za ekstrakciju velikog broja polarnih i
umereno polarnih jedinjenja i da u najvec¢em broju slu¢ajeva pruza prednosti u odnosu na
konvencionalne ekstrakcione tehnike. Medutim, treba uzeti u obzir da postoje i negativni
aspekti ove tehnike, a kao najvazniji se navode hemijske promene do kojih moZe dodi tokom
procesa, degradacija termolabilnih jedinjenja, opasnost pri radu sa zatvorenim sistemima
pod pritiskom, zapaljivim rastvara¢ima i ograni¢ena primena za ekstrakciju lipofilnih

jedinjenja kao Sto su masne kiseline i karotenoidi.
2.3.3. Ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju

Posebnu tehniku ekstrakcije te€nostima pod pritiskom predstavlja ekstrakcija vodom
u subkriticnom stanju (SWE; subcritical water extraction), koja je poznata i kao ekstrakcija
pregrejanom vodom ili ekstrakcija vrelom vodom pod pritiskom. SWE predstavlja novu
ekstrakcionu tehniku koja se odvija na temperaturama od 100 do 374°C i pritisku koji je
dovoljno velik da zadrzi vodu u te€nom stanju (obi¢no od 10 do 60 bar) (Herrero i sar., 2006)
(Slika 13). Karakteristicne osobine vode na ambijentalnim uslovima su neproporcionalno
visoka temperatura klju¢anja spram molekulske mase, velika dielektricna konstanta i
polarnost usled intermolekulskih vodonic¢nih veza. Porast temperature dovodi do povecanja
difuzivnosti vode i smanjenja viskoznosti i povrSinskog napona (Slika 14). Na sobnoj
temperaturi polarna jedinjenja imaju dobru rastvorljivost u vodi, dok voda u subkriti€hnom

stanju predstavlja dobar rastvara¢ za umereno polarna i nepolarna jedinjenja (Plaza i Turner,

2015).
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Slika 13. Fazni dijagram vode u zavisnosti od temperature i pritiska
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Slika 14. Uticaj temperature na povrsinski napon, difuzivnost i viskozitet vode
2.3.3.1. Parametri koji uti¢u na proces

Temperatura predstavlja jedan od najvaznijih parametara koji uticu na proces SWE.
Porast temperature dovodi do povedanja difuzivnosti, smanjenja povrSinskog napona i
viskoziteta, kao i smanjenja dielektricne konstante vode (Slika 14). Gornja temperatura koja
ograni¢ava proces je temperatura iznad koje dolazi do poveéane degradacije ili hidrolize
odredenog jedinjenja, ili grupe jedinjenja tokom procesa. Potrebno je naglasiti da stepen
degradacije jedinjenja ne zavisi samo od temperature, veé i od vremena izlaganja prilikom
procesa ekstrakcije (Carri sar., 2011). Poveéana temperatura, osim uticaja na fizicke osobine
vode, ima uticaj i na biljni materijal izazivaju¢i u njemu raspadanje prekidanjem Van der
Waals-ovih veza, vodonicnih veza i dipol-dipol interakcija (Richter i sar., 1996). Dovodenje
toplotne energije sprecava kohezivne i adhezivne intermolekulske interakcije izmedu
jedinjenja koja se ekstrahuju i nerastvornog biljnog materijala smanjenjem energije
aktivacije potrebne za desorpciju tih jedinjenja (Mustafa i Turner, 2011). Smanjenje
povrsinskog napona i viskoziteta vode dovodi do smanjenja ugla kvasenja izmedu vode i
bilinog materijala, sto dovodi do boljeg i brzeg prodiranja rastvaraca u pore ¢vrstog uzorka
koje dovodi do brieg prenosa mase, rastvaranja jedinjenja od interesa i unapredenja
ekstrakcije kod difuziono-zavisnih ekstrakcionih procesa. Pored potencijalne degradacije
jedinjenja od interesa, poviSena temperatura moZe da dovede i do visokog prinosa
ekstrakcije balasnih jedinjenja, Sto dodatno otezava proces precis¢avanja ekstrakata. Voda
na sobnoj temperaturi predstavlja veoma polaran rastvarac sa dielektricnom konstantom

oko 80, ali ova vrednost moze da se znacajno smaniji prilikom povedéanja temperature i
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pritiska (Slika 15), sto dovodi do povecanja selektivnosti prema nepolarnim jedinjenjima.
Medutim, rastvorljivost nepolarnih jedinjenja u vodi nije uvek direktno proporcionalna
dielektri¢noj konstanti usled kompleksnih interakcija molekula rastvaraca i jedinjenja koje se
ekstrahuje. Najveci broj jedinjenja karakteriSe blago povecanje rastvorljivosti u vodi na
temperaturama do 150°C i znacano povecanje rastvorljivosti na temperaturama iznad 150°C
(Carr i sar., 2011). Medutim, aromati¢na jedinjenja i monoterpene karakteriSe smanjenje
rastvorljivosti u vodi na temperaturama izmedu 25 i 60°C, a potom znacdajno povecanje
rastvorljivosti iznad 60°C (Miller i Hawthorne, 2000). Toplotni uticaj na prinos SWE se, prema
tome, karakteriSe pozitivnim i negativnim uticajem na rastvorljivost, koji deluju kao dve sile
suprotnog smera. “Negativna” toplota dovodi do stvaranja “kaveza” vodonic¢nih veza oko
cilianih molekula i tom prilikom dolazi do smanjenja rastvorljivosti sa povecanjem
temperature. Povedanje rastvorljivosti na temperaturama preko 150°C ukazuje na
nemogucénost formiranja “kaveza” i dominantnog uticaja “pozitivne” toplote na proces

ekstrakcije (Shinoda, 1977).
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Slika 15. Uticaj temperature na dielektriénu konstantu vode

Najveca prednost upotrebe poviSenog pritiska u postupcima ekstrakcije je moguénost
ekstrakcije na temperaturama veéim od temperature klju¢anja rastvaraca. PoviSen pritisak
uz visoku temperaturu i smanjen povrsinski napon rastvaraca utiCe na bolje prodiranje
rastvaraca u pore ¢vrstog biljnog materijala i na taj nacin uti¢e na povecanje brzine prenosa
mase (Mustafa i Turner, 2011). Pored toga, poviseni pritisak mozZe da utiCe na razaranje
¢vrstog materijala, pa na taj nacin intracelijski molekuli postaju lako dostupni za ekstrakciju.

Prilikom klasi¢ne ekstrakcije moZe da dode do formiranja mehuri¢a vazduha oko materijala
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koji se ekstrahuje, pa na taj nacin dolazi do smanjenja slobodne povrsine za prenos mase iz
¢vrste u tecnu fazu. Medutim, u procesu SWE ovaj se problem prevazilazi delovanjem
povisenog pritiska. U opStem slucaju, dovoljno je da radni pritisak prilikom postupka SWE
bude dovoljan da odrZi vodu u te€nom stanju na odredenoj temperaturi ekstrakcije. Dalje
povecanje pritiska u sluc¢aju ekstrakcije najveceg broja bioaktivnih jedinjenja nema znacajan
uticaj na povecdanje prinosa zbog toga Sto promena pritiska ispod 1000 bar ima jako mali

uticaj na promenu dielektri¢ne konstante vode (Carr i sar., 2011).

Protok rastvaraca ima uticaja samo kod polukontinualnog tipa SWE. U najvecem
broju sluc¢ajeva povecéanje protoka dovodi do vecih prinosa ekstrakcije usled dovodenja veée
koli¢ine sveZeg rastvaraca u kontakt sa iscrpljenom sirovinom i odrzavanja koncentracionog
gradijenta izmedu cvrste i teCne faze. Medutim, upotreba velikih protoka u SWE je
ograniena zapreminom dobijenog ekstrakta i koncentracijom ciljane grupe jedinjenja u
njemu, koja moZe biti jako mala u slu¢aju upotrebe velike zapremine rastvaraca, odnosno
vodenom ekstraktu se razbraZzuje koncentracija (Gu¢li-Ustiindag i Mazza, 2008). U
slu¢ajevima kada povecanje protoka dovodi do znacajnog povecanja prinosa ekstrakcije,
prenos mase sa povrsine ¢vrstog materijala u tecnu fazu je ogranic¢avajudi faktor za brzinu
ekstrakcije. U slucajevima kada povecéanjem protoka vode ne dolazi do povecanja prinosa,
prenos mase iz ¢vrste u teénu fazu nije ograni¢en rastvorljivoS¢u ispitivanih jedinjenja u
subkriti¢noj vodi, ve¢ je ograni¢en unutrasnjom difuzijom iz Cestica biljnog materijala u te¢nu

fazu (Asl i Khajenoori, 2013).

Prilikom odredivanja optimalnog vremena za potpunu ekstrakciju odredene grupe
jedinjenja, potrebno je posebnu painju obratiti na interakciju sa drugim parametrima
procesa. U odredenim slu¢ajevima Sarzne SWE, produzenjem vremena ekstrakcije nije uvek
moguce postiéi potpuno iscrpljenje sirovine, dok kod polukontinualnog procesa produzenje
ekstrakcije mozZe obezbediti bolje prinose Zeljenih jedinjenja. Vreme ekstrakcije je vrlo ¢esto
povezano sa temperaturom i prirodom jedinjenja koja se ekstrahuju usled potencijalne
degradacije termolabilnih jedinjenja duZim izlaganjem povisenoj temperaturi. Prema tome,
prilikom optimizacije procesa SWE, potrebno je istovremeno posmatrati temperaturu i
vreme kao nezavisne promenljive, s obzirom da povecanje temperature najcesée dovodi do

skra¢enja vremena ekstrakcije. Na primer, prinos ekstrakcije oksidovanih monoterpena,
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eugenola i eugenil acetata, iz karanfilica na 125°C i 80 min je jednak prinosu dobijenom na

250°Ci 15 min (Rovio i sar., 1999).

Srednji precnik Cestica ima uticaja u svim procesima prenosa mase. Smanjenje
precnika cestica dovodi do poveéanja slobodne povrSine za prenos mase iz ¢vrste u te¢nu
fazu i u najveéem broju slucajeva dovodi do vecih prinosa ekstrakcije. Stepen usitnjenosti
biljnog materijala mora da bude odgovarajuéi kako bi se obezbedio maksimalan kontakt
Cestica i rastvaraca i sprecila aglomeracija Cestica. Prilikom SarZne SWE previSe usitnjene
Cestice mogu da znatno otezaju proces filtracije usled ubrzanog zacepljenja pora filtera i
znacajnog povecanja viskoziteta ekstrakta usled rastvaranja jedinjenja iz biljnog materijala.
Pored ovog problema, prilikom polukontinualne SWE mozZe da dode do oteZanog protoka
rastvarata kroz ekstraktor. U ovom slucaju je moguce dodati staklene perle koje bi
obezbedile uniformnu raspodelu ¢vrste faze u ekstraktoru i poboljSale perkolacione osobine
bilinog materijala (Plaza i Turner, 2015). Zapremina ekstraktora se moze dopuniti staklenim
kuglicama u slucajevima kada je zapremina (masa) ¢vrstog uzorka mala. U tom slucaju one
imaju ulogu da smanje slobodan prostor u ekstraktoru i na taj nadin smanje potrosnju

rastvaraca

Veliki broj razli¢itih aditiva moze da utice na povecanje prinosa u procesima SWE.
ZabeleZena je upotreba jonskih i nejonskih povrsinski aktivnih materija (PAM) na povecanje
prinosa i smanjenje degradacije bioaktivnih jedinjenja (Plaza i Turner, 2015). Povisena
temperatura prilikom procesa SWE vrlo éesto predstavlja pogodnu sredinu za oksidaciju
pojedinih grupa jedinjenja, pa se u cilju njihove zastite vrlo ¢esto dodaju antioksidanti kao
Sto su askorbinska kiselina i butilovani hidroksitoluol (BHT). Za postizanje radnog pritiska se
vrlo ¢esto koriste vazduh, azot i ugljendioksid (CO,), medutim, za ekstrakciju jedinjenja
osetljivih na oksidaciju se ne preporucuje upotreba vazduha. pH vrednost rastvora takode
moZze uticati na rastvaranje i ekstrakciju odredenih jedinjenja, a moZe da se podeSava
dodatkom pufera ili koris¢enjem CO, za postizanje radnog pritiska (Mustafa i Turner, 2011).
Razli¢iti organski rastvaraci mogu da se koriste kao kosolventi u postupcima SWE, medutim,
njihova upotreba je nepozZeljna usled zadrzavanja u tecnom ekstraktu. Visok sadrzaj vlage u
uzorku moze u velikoj meri uticati na prinos jedinjenja, tako da se vlaini uzorci pre
ekstrakcije u ekstraktoru mesaju sa sredstvima za dehidrataciju, kao Sto je dijatomejska

zemlja, Sto u velikoj meri moZe ubrzati proces ekstrakcije.
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2.3.3.2. Procesna oprema

Na trzistu trenutno ne postoji aparatura namenjena posebno za SWE, vec se u te
svrhe koriste diskontinualni (Sarzni) i polukontinualni (protocni) reaktori prilagodeni za ovaj
proces. Diskontinualna SWE izvodi se u Sarznim visoko-pritisnim reaktorima prikazanim na

Slici 16 (Zekovic i sar, 2014).
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Slika 16. Sematski prikaz $arine SWE: 1. ekstraktor; 2. boca sa azotom; 3. ulazni ventil za gas;
4. manometar; 5. elektri¢na grejna obloga; 6. temperaturni kontroler; 7. temperaturna

sonda; 8. magnetna mesalica; 9. izlazni ventil za gas

Diskontinualna SWE se odvija direktnim meSanjem sirovine i rastvaraca (vode) u
ekstraktoru (1). Radni pritisak se postize uvodenjem azota iz boce (2) kroz ulazni ventil (3) u
ekstraktor i meri se na manometru (4). Azot se koristi kako bi se sprecila moguca oksidacija
na povisenoj temperaturi i pritisku u prisustvu kiseonika iz vazduha. Radna temperatura se
postize zagrevanjem ekstraktora elektricnom grejnom oblogom (5), a merenje i regulacija
temperature se vrsi temperaturnim kontrolerom (6) i mernom sondom (7). Magnetna
mesalica (8) se koristi u cilju intezifikacije prenosa mase i toplote, kao i sprecavanja lokalnog
pregrevanja na unutrasnjim zidovima ekstraktora. Nakon ekstrakcije, ektraktor se hladi u

ledenom kupatilu do sobne temperature i azot se ispusta kroz izlazni ventil (9).

Za razliku od Sarzne SWE gde se voda i uzorak direktno mesaju, proto¢na SWE
omogucava stalno dovodenje svezeg rastvaraca koji dolazi u kontakt sa sirovinom, Sto
dovodi do veéeg koncentracionog gradijenta izmedu rastvorka u ¢vrstoj i te¢noj fazi. Osnovni
nedostatak Sarzne SWE je nemoguénost potpunog iscrpljenja sirovine usled ograni¢ene
zapremine ekstraktora, Sto se moZe prevazici visestupnom ekstrakcijom iscrpljene sirovine

svezom vodom. Kriti¢ni parametri u Sarznoj SWE su temperatura i vreme ekstrakcije.
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Aparatura za polukontinualnu SWE (Slika 17) se sastoji od rezervoara sa vodom (1)
koji je povezan sa pumpom visokog pritiska (2) koja uvodi rastvarac u ekstraktor (3). Azot iz
boce (4), koji se koristi za postizanje radnog pritiska, se preko uvodnog ventila (5) mesa sa
vodom, a zajedno se preko ventila (6) uvode u ekstraktor koji je termostatiran elektri¢nim
grejacem (7). Prenos mase se odvija izmedu vode koja protice i nepokretnog sloja sirovine u
ekstraktoru. Ekstrakt se nakon toga sakuplja u kolektorskom sudu (8), a azot moZe da se
ispusta u atmosferu ili preko ventila vra¢a nazad u sistem. U cilju brzeg hladenja, kolektor
mozZe da se nalazi u ledenom kupatilu kako bi gubitak vode iz ekstrakta bio minimalan
prilikom pada pritiska. Svi delovi koji dolaze u kontakt sa subkritichom vodom se uglavhom
izraduju od kiselo-otpornog nerdajuceg celika kako bi se sprecila korozija materijala na
povisenoj temperaturi. Na izlasku iz ekstraktora nalazi se filter koji omogucava razdvajanje
ekstrakta od Cvrste faze. Prilikom proto¢ne SWE se nakon postizanja radne temperature i
pritiska ekstrakcija vrSi bez protoka rastvarac¢a kroz ekstraktor odredeni vremenski period
(najcesée 5-15 min), slicno perkolaciji, a stati¢ni ciklusi se po potrebi mogu ponavljati u cilju

boljeg iscrpljenja sirovine.
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Slika 17. Sematski prikaz proto¢nog sistema za SWE: 1. rezervoar sa vodom; 2. pumpa;
3. ekstraktor; 4. boca sa azotom; 5. ventil V1; 6. ventil V2; 7. elektri¢na

grejna obloga; 8. kolektor; 9. ventil V3
2.3.3.3. Primena SWE za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora

SWE se u poslednje vreme Siroko primenjuje za ekstrakciju razli¢itih bioaktivnih

jedinjenja Sirokog spektra polarnosti. S obzirom na specificne osobine ekstragensa i
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fenomene prenosa koji se odigravaju u ovom procesu, ovaj postupak je pogodan za
ekstrakciju kako polarnih jedinjenja, kao $to su polisaharidi, tako i nepolarnih, kao sto su
masne kiseline. Pregled primene SWE za ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja u poslednjih 10

godina je prikazan u Tabeli 5 (Plaza i Turner, 2015).

Tabela 5. Primena SWE za ekstrakciju razli¢itog spektra bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih

izvora

Antioksidanti Lis¢e masline 200°C, 100 bar, 20 min Sarino
Polifenolna jedinjenja Maticnjak 150°C, 100 bar, 10 min Sarino
Neven 220°C, 60 bar, 45 min Sarino
Korijander 200°C, 30 bar, 28 min Sarino
Flavonoli Trop jabuke 125°C, 100 bar, 3 min Sarino
Trop grozda 124°C, 100 bar, 1 min Sarino
Moringa oleifera 100°C, 20 min Protocno
Flavoni Trop citrusa 200°C, 140 bar Sarino
Antocijani Trop grozda 85°C, 100 bar, 1 min Sarzno
Proantocijanidini Trop grozda 100°C, 100 bar, 5 min Sarzno
Flavonoli Otpad crnog luka 120°C, 80 bar, 45 min Protocno
Polisaharidi Chlorella vulgaris 150°C, 100 bar, 20 min Sarzno
Masno ulje Suncokret 130°C, 30 bar, 30 min Sarino

U zadnjih 15 godina je objavljen veliki broj radova o koris¢enju SWE kao alternativne
metode za ekstrakciju etarskih ulja. S obzirom da temperatura ima dominantan uticaj na
kvalitativni i kvantitativni sastav dobijenih ekstrakata, prilikom optimizacije procesa biljni
materijal se prvo ekstrahuje na razli¢itim temperaturama. Subkriti¢cna voda na 100°C ima
mnogo veci afinitet prema oksidovanim monoterpenima, ali se monoterpeni (p-cimen i y-
terpinen) i seskviterpeni (B-kariofilen) na tim uslovima ekstrahuju u znatno manjem
procentu (Kubatova i sar., 2001). Porast temperature dovodi do blagog povecanja prinosa
monoterpena i seskviterpena. Znacajniji porast u prinosu 8-kariofilena iz Mentha piperita je
zabelezen tek iznad 175°C. Mentil acetat, i pored toga $to je oksidovani monoterpen,
ekstrahuje se slicno kao neoksidovani monoterpeni cija je potpuna ekstrakcija zabelezena
tek na 200°C. Subkriticna voda na 100°C je veoma selektivna prema oksidovanim
monoterpenima, posebno tokom prvih 20 min ekstrakcije, kada se preko 70% ukupnih

oksidovanih monoterpena i manje od 10% neoksidovanih monoterpena ekstrahuje iz

31



Satureja hortensis (Kubatova i sar., 2001). Nakon 40 min na 100°C dolazi do potpune
ekstrakcije oksidovanih monoterpena, ali se smanjuje selektivnost i povedava prinos
neoksidovanih jedinjenja. Prilikom SWE etarskog ulja iz lekovitog bilja, istrazivaéi su
uglavnom dolazili do sliénih optimalnih uslova. Ispitivanjem SWE etarskog ulja origana
najveci prinos je zabelezen na 125°C, 20 bar i pri protoku rastvaraca od 1 mL/min (Soto Ayala
i de Castro, 2001). IzvrSena je SWE origana na optimalnim uslovima kako bi se uporedio
kvalitet i prinos ulja dobijen destilacijom vodom. Rezultati ukazuju na ocigledne prednosti
SWE u pogledu vremena ekstrakcije, s obzirom da je za 15 min bio mnogo vedéi prinos u
odnosu na destilaciju koja je vrSena 3 h. Velika prednost SWE je moguénost variranja sastava
dobijenih ekstrakata variranjem temperature i protoka. Medutim, i destilacija ima odredene
prednosti zbog toga Sto nakon destilacije dolazi do spontanog razdvajanja dve faze koje se
ne mesaju, dok su ekstrakti dobijeni subkritichom vodom uglavhom emulzije iz kojih se
etarsko ulje mora izolovati T/T ekstrakcijom (Soto Ayala i Luque de Castro, 2001). Za SWE
etarskog ulja komoraca (Foeniculum vulgare) optimalni uslovi ekstrakcije su bili: 150°C, 20
bar i protok vode od 2 mL/min (Gamiz-Gracia i Luque de Castro, 2000). Temperatura od
150°C je i u ovom slucaju bila najpogodnija za ekstrakciju oksidovanih monoterpena, dok je
najveci prinos neoksidovanih monoterpena bio na 200°C. Kvalitet etarskog ulja dobijenog
SWE na optimalnim uslovima uporeden je sa etarskim uljem dobijenim destilacijom vodom i
C/T ekstrakcijom sa metilen hloridom. Autori su zakljuéili da se najbolji prinos ostvaruje SWE
i da pored prethodno navedenih prednosti ova metoda predstavlja ,,Cist” proces u poredenju
sa ekstrakcijom metilen hloridom, gde je jako tesko potpuno ukloniti rastvarac iz ekstrakta.
Osim optimizacije ekstrakcionih parametara, kriti€an korak u SWE etarskih ulja predstavlja
razdvajanje ulja iz vodenog ekstrakta. U cilju destabilizacije emulzije, dodaje se NaCl kako bi
se poboljsalo razdvajanje faza i vrsi se T/T ekstrakcija primenom metilen hlorida ili n-heksana
(Ozel i sar., 2003). Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi moze da posluZi kao alternativa T/T ekstrakciji u
razdvajanju etarskih ulja iz ekstrakata dobijenih subkritic(nom vodom. Medutim, u
odredenim slucajevima se izdvajanja etarskog ulja iz vodenih ekstrakata moze izbeci kada se

ekstrakt koristi kao takav, ili se etarsko ulje mikrokapsulira i osusi odgovaraju¢im postupkom.

Savremene metode ekstrakcije kao Sto su UAE, MAE i SWE su pokazale veliku
prednost u ekstrakciji polifenolnih jedinjenja u poredenju sa konvencijalnim metodama kao

Sto su Soxhlet ekstrakcija, maceracija i perkolacija. Ispitana je ekstrakcija velikog broja vrsta
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lekovitog bilja sa visokim sadrzajem polifenolnih jedinjenja poznatih po svojoj
antioksidativnoj aktivnosti. IzvrSena je ekstrakcija origana (Origanum vulgare) variranjem
temperature (25 - 200°C) pri konstantnom pritisku (100 bar) i vremenu ekstrakcije (30 min),
a u ekstraktima je odreden sadrzaj ukupnih fenola i antioksidativna aktivnost (Rodriguez-
Meizoso i sar., 2006). Sa porastom temperature ekstrakcije zabelezen je priblizno linearan
rast ukupnog prinosa ekstrakcije koji je bio najveci na 200°C (54%). Sadrzaj ukupnih fenola u
suvim ekstraktima je bio najvecéi u ekstraktima dobijenim na najniZoj temperaturi (25°C).
Medutim, uzimajudi u obzir ukupan prinos ekstrakcije, najvedi prinos fenolnih jedinjenja u
odnosu na drogu se ostvaruje na 150°C (8,73 g GAE/100 g droge) i skoro duplo je veéi u
odnosu na prinos dobijen na 25°C (5,31 g GAE/100 g). Do smanjenja u prinosu fenola na
200°C verovatno dolazi usled degradacije termolabilnih jedinjenja tokom duZeg izlaganja
povisenoj temperaturi. Ekstrakti dobijeni na 150°C su imali najvecu antioksidativnu aktivnost
(ECsp = 10 pg/mL), a najmanju su imali ekstrakti dobijeni na 25°C. U cilju boljeg potpunog
iscrpljenja sirovine i dobijanja veéih prinosa polifenolnih jedinjenja, moguée je vrsiti
stupnjevite ekstrakcije (frakcionisanje) gde sirovina nakon ekstrakcije na jednoj temperaturi
podleze novim ekstrakcijama na povisenim temperaturama u dva ili vise koraka (Rodriguez-
Meizoso i sar., 2006; lbanez i sar., 2003). IzvrSena je stupnjevita SWE ruzmarina (Rosmarinus
officinalis) na 100, 150 i 200°C pri konstantnom pritisku (60 bar) i protoku rastvaraca (1
mL/min) tokom 15 min (lbanez i sar., 2003). Sva tri ekstrakta su sakupljena i njihove
komponente razdvojene koris¢enjem HPLC na obrnutoj fazi. Posmatranjem hromatograma
ekstrakta dobijenog na 100°C moZe se zakljuciti da se najveéi broj ekstrahovanih
komponenata eluira sa kolone ve¢ posle 7 min, Sto ukazuje na to da se na 100°C prvo
ekstrahuju polarnije komponente, i da porastom temperature i smanjenjem dielektricne
kostatne vode dolazi do ekstrakcije umereno polarnih i nepolarnih jedinjenja. Utvrdeno je da
se procesom SWE iz ruzmarina dobijaju ekstrakti ¢ije su dominantne komponente
rozmarinska kiselina, rozmanol, epirozmanol, skutelarein, karnosol, karnosinska kiselina,

metil karnosat, episorozmanol i rozmadial.
2.3.4. Ekstrakcija superkritiénim ugljendioksidom

Superkriticna fluidna ekstrakcija (SFE) razvila usled potrebe za prevazilazenjem
glavnih nedostatak tradicionalnih ekstrakcionih tehnika, kao Sto su produzeno vreme

ekstrakcije, velika potrosnja toksiénih rastvaracda, niska selektivnost i mali prinos ekstrakcije.
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Princip SFE se zasniva na upotrebi fluida u superkriticnom stanju, pri ¢emu dolazi do

modifikacije njihovih fizickih osobina (Slika 18).
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Slika 18. p-T dijagram CO, sa faznim stanjima

Gustina superkriti¢nih fluida je sli¢na te¢nostima, dok su viskozitet i difuzivnost sli¢ni
gasovima (Tabela 6) (Herrero i sar., 2006). Usled niskog viskoziteta i visoke difuzivnosti,
superkriticne fluide karakterisu bolje osobine prenosa toplote i mase u odnosu na tecnosti,

prema tome mogu brze da difunduju u pore biljnog materijala i rastvaraju ciljana jedinjenja.

Tabela 6. Fizicko-hemijske osobine gasova, te¢nosti i superkriticnih fluida

Gustina [g/cm3] Difuzivnost [cm?/s] Viskozitet [g s/cm]
Gasovito 107 10 10
Teéno 1 <107 10
Superkriti¢no 0,3-0,8 10310 10™*-10™

Kriticni parametri rastvaraca koji se koriste u SFE su dati u Tabeli 7 (Pereira i Meireles,
2010). Kao rastvarac u procesima SFE najcesée se koristi CO,, a glavni razlozi su relativno
niske vrednosti kriticne temperature (31,3°C) i pritiska (72,9 bar). U odnosu na vodu i
metanol, on ima znatno niZe kriticne parametre. Sa druge strane, u odnosu na organska
jedinjenja sli¢nih kriticnih parametara kao Sto su dimetil etar, etilen i propan, ima veliku
prednost sa aspekta sigurnosti s obzirom da nije eksplozivan i zapaljiv. Vazno je istaéi da je

kod SFE relativno jednostavno odvajanje ekstragensa od ekstrakta promenom temperature i
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pritiska, gde se CO, izdvaja kao gas, i dobijaju se ekstrakti potpuno oslobodeni rastvaraca.
Pored toga, CO, ima i druge prednosti, dostupan je u visokom stepenu Cistoce, relativno
jeftin, netoksi¢an (GRAS), nezapaljiv i inertan (Reverchon i De Marco, 2006). Kada se SFE
primenjuje u industrijskim razmerama, moguce je da se CO, tokom procesa recirkulise i
ponovo koristi kao ekstragens. CO, predstavlja dobar ekstragens za nepolarna jedinjenja, a
glavno ogranicenje je njegov mali afinitet prema polarnim jedinjenjima, pa se u tu svrhu
koriste polarni modifikatori ili kosolventi, koji se u odredenom udelu dodaju ugljendioksidu u

procesu SFE (Herrero i sar., 2006).

Tabela 7. Kriti¢ni parametri rastvaraca koji se koriste za SFE

Rastvarac Kriticna temperatura ['C] Kriticni pritisak [bar]
Amonijak 132,4 113,5
Ugljendioksid 31,1 73,7
Dimetil etar 127,1 52,7
Etan 32,3 48,7
Etilen 9,3 50,4
Metanol 239,6 80,9
n-Heksan 234,5 30,2
Propan 96,8 42,5
Voda 374,1 220,6
Ksenon 17,1 58,0

2.3.4.1. Parametri koji uti¢u na proces

S obzirom da SFE predstavlja visoko-pritisnu tehnologiju, moze se zakljuditi da pritisak
predstavlja najvazniji procesni parametar. Pritisak je direktno povezan sa gustinom koja utic¢e
na mo¢ rastvaranja (solubility power) superkriticnog fluida. Povecanje pritiska uti¢e na
povecanje gustine fluida i samim tim na povecéanje prinosa ekstrakcije, koje ne mora uvek da
bude prednost ekstrakcije, jer moZe da dode do koekstrakcije pratecih jedinjenja koja su
nepozeljna u finalnom proizvodu. Sa druge strane, povecanje temperature dovodi do
smanjenja gustine CO,, $to kao posledicu ima smanjenje ukupnog prinosa (da Silva i sar.,
2016). Pored uticaja na ekstragens, temperatura predstavlja jedini parametar koji utice na
napon pare jedinjenja koje se ekstrahuje. Povecanjem temperature dolazi do povecanja
napona pare lako isparljivih jedinjenja, a samim tim i njihove rastvorljivosti. Uticaj
temperature na napon paje je znatno slabije izrazen u sluéaju slabo isparljivih jedinjenja.
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Prema tome, nije uvek moguce predvideti da li ¢e promena temperature imati pozitivan ili

negativan uticaj na ukupni prinos ekstrakcije.

Jedna od glavnih prednosti SFE je moguénost promene selektivnosti menjanjem
gustine, odnosno procesnih parametara (temperature i pritiska) (Valle i Aguilera, 1999). Na
Slici 19 je prikazan uticaj temperature i pritiska na rastvorljivost slabo isparljivih jedinjenja u
sub- i superkriticnom fluidu (Brunner, 1994). Moze se uociti da rastvorljivost varira u Sirokim
granicama podeSavanjem procesnih parametara, $to omogucava kontrolu selektivnosti
procesa. U subkriticnom stanju rastvorljivost raste sa porastom temperature do temperature
bliskoj kriti¢noj, kada pocinje da opada. Dalji porast temperature na nizim pritiscima dovodi
do smanjenja rastvorljivosti usled smanjenja gustine superkriticnog fluida. Na umerenim i
visokim pritiscima je promena gustine sa temperaturom dosta manja, prema tome, u ovom
slu¢aju dolazi do povecanja rastvorljivosti jedinjenja.
visok pritisak /’;;__f" /.ﬁ’/

7
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Rastvorljivost
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Slika 19. Uticaj procesnih parametara SFE (temperatura i pritisak) na rastvorljivost jedinjenja

Prema pregledu literature, najveci broj SFE prirodnih proizvoda se odvija na pritiscima
od 100 do 400 bar i temperaturama od 40 do 60°C (Slika 20) (De Melo i sar., 2014). U ovom
intervalu temperature i pritiska, gustina CO, se krec¢e od 200 do 900 kg/m3. Ovaj interval
gustine moze da obezbedi adekvatnu mo¢ rastvaranja za veliki broj nepolarnih jedinjenja.
Povecdanje temperatura iznad ovog opsega moZe da se negativno odrazi na kvalitet

ekstrakata, jer moZe da dode do degradacije osetljivih jedinjenja, a upotreba umerenih
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temperatura se navodi kao jedna od glavnih prednosti SFE u odnosu na ostale ekstrakcione

tehnike, kako tradicionalne, tako i savremene.

P (bar) 400
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t2]
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Slika 20. Ucestanost primene glavnih parametara SFE

Protok CO; ne uti¢e na fizicko-hemijske osobine superkriticnog fluida, medutim ima
direktan uticaj na fenomene prenosa mase, kao $to su aksijalna disperzija, koeficijent
konventivnog prenosa mase i akumulaciju jedinjenja koja se ekstrahuju u superkritiCnom
fluidu (De Melo i sar., 2014). Pored temperature i pritiska, ovaj parametar je takode kljucan
za optimizaciju samog procesa. Naime, povecanje protoka CO, dovodi do povecanja prenosa
mase usled pomeranja koncentracionog gradijenta dovodenjem sveieg rastvaraca.
Medutim, u odredenim slucajevim preveliko povecanje protoka moZe da dovede do
smanjenja prinosa usled skraéenja vremena kontakta ekstragensa i biljnog materijala, kao i
nedovoljnog vremena za unutrasnju difuziju. Pored toga, optimizacija protoka je znacajna i
sa aspekta ekonomije samog procesa, jer poveéanje protoka CO, bez znacajnog povecanja
prinosa ciljanih jedinjenja znacajno povecava troskove izvodenja procesa. Takode, protok

CO, je povezan sa vremenom ekstrakcije. ProduZzavanje procesa ¢e dovesti do asimptotskog
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povecanja ukupnog prinosa. Medutim, u industrijskim procesima je neophodno SFE proces
uciniti ekonomski isplativim, pa se ekstrakcija uglavhom vrsi samo dok traje period brze
ekstrakcije koji je kontrolisan rastvorljivos¢u jedinjenja u ekstragensu, a obi¢no se prekida
kad pocne period spore ekstrakcije, koji je kontrolisan unutrasnjom (molekulskom)
difuzijom. Razumevanje oba perioda ekstrakcije i analiza kinetike su neophodni za

razumevanje fenomena prenosa koji se odigravaju u ovom procesu.

U cilju menjanja selektivnosti ekstragensa, SFE se Cesto izvodi uz dodatak kosolventa.
U tu svrhu se naj¢eSce koriste organski rastvaraci kao Sto su etanol, metanol, n-heksan,
metilen hlorid, a ponekad se koriste voda i biljna ulja (De Melo i sar., 2014). Zbog svoje
umerene polarnosti, ali i sa zdravstvenog aspekta, daleko najvise se kao kosolvent koristi
etanol. On uglavnom ima zadatak da poveda afinitet superkriticnog CO, prema ekstrakciji
polarnih jedinjenja kao S$to su polifenoli. Upotreba drugih organskih rastvara¢a moze
pozitivno da utiCe na povecanje prinosa, medutim, nakon ekstrakcije se javlja problem
uklanjanja toksi¢nih rastvaraca iz ekstrakata, Sto umanjuje kvalitet i trZiSnu vrednost
proizvoda. Sto se vode ti¢e, njena rastvorljivost u superkriticnom CO, je ograni¢ena i biljni
materijal koji se podvrgava ekstrakciji obi¢no sadrZi odredeni udeo vezane vode (do 10%).
Sto se osobina biljnog materijala ti¢e, srednji pre¢nik ¢estica ima uticaj na kinetiku i ukupan
prinos ekstrakcije. Usitnjavanjem biljnog materijala se prevazilazi ograni¢enje u prenosu
mase iz ¢vrste faze, medutim, usled preteranog usitnjavanja moze da dode do gubitka lako

isparljivih jedinjenja kao $to su etarska ulja (Reverchon i De Marco, 2006).
2.3.4.2. Procesna oprema

Uredaji koji se koriste za SFE su znatno kompleksniji od ostalih uredaja koji se
primenjuju u savremenim ekstrakcionim tehnikama. Za razliku od ekstrakcije te¢nostima pod
pritiskom, SFE nije moguée vrsiti u diskontinualnim sistemima i neophodno je ostvariti
protok ekstragensa kroz ekstraktor napunjen biljnim materijalom. Pored toga, velika je
razlika u postrojenjima koja se koriste na laboratorijskom i industrijskom nivou. Osnovni
sistem za SFE je prikazan na Slici 21 (Herrero i sar., 2006). Uredaj se sastoji iz boce sa CO, i
rezervoarom za kosolvent koji se pumpom (2) dovodi u kontakt sa CO, i zajedno se u
kompresoru (1) komprimuju na radni pritisak koji se podeSava sistemom ventila.

Superkriticni CO, i kosolvent (ako je on potreban) prolaze kroz ekstraktor (3) i nakon

38



ekstrakcije se dovode u prvi separator (4) gde se promenom procesnih parametara menja
moc rastvaranja CO, i dobija se prvi ekstrakt. Ekstragens dalje sa jedinjenjima koja se nisu
izdvojila u prvom separatoru dolazi u drugi separator (5) gde se pritisak i temperatura
spustaju ispod kriti¢nih uslova, i CO, se u obliku gasa oslobada u atmosferu, ili se vra¢a u
proces do kompresora. Kod savremenih sisitema je regulacija procesnih parametara
(temperatura, pritisak i protok) obicno regulisana preko racunara. Jednostavnije
konfiguracije koje se uglavnom koriste u laboratorijskim uslovima nemaju pumpu za
kosolvent, pa je selektivnost ekstragensa moguée menjati samo promenom pritiska i

temperature.

kosolvent
(15

Slika 21. Sematski prikaz uredaja za SFE: 1) kompresor, 2) pumpa za kosolvent, 3) ekstraktor,

4) | separator, 5) |l separator i 6) ventili

Kao glavni nedostatak SFE navode se investicioni troskovi za opremu. Cena aparature
za industrijsku SFE sa po dva ekstraktora od 5, 50 i 500 L je 100 000, 300 000 i 1 150 000 $
(Prado i sar., 2012). Prema tome, neophodno je imati izuzetno vredan proizvod za koji bi se
primenila ova tehnologija kako bi doslo do povrata uloZzenog kapitala. Na Slici 22 je prikazano

industrijsko postrojenje za SFE prozvodaca Separex (Francuska) koje se u firmi Atelier Fluides
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Supercritiques (Nion, Francuska) koristi za usluznu proizvodnju superkriticnih ekstrakata iz

razlicitih prirodnih sirovina.

Slika 22. Industrijsko postrojenje za SFE (Separex, Francuska)

2.3.4.3. Primena SFE za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz prirodnih izvora

SFE je do danas primenjena za ekstrakciju razli¢itih grupa bioaktivnih jedinjenja i na
veliki broj sirovina. Na Slici 23 su prikazane glavne grupe jedinjenja na koje je moguce
primeniti ovu tehnologiju (De Melo i sar., 2014). SFE je nasla veliku primenu u ekstrakciji
terpenoidnih jedinjenja, prvenstveno mono- i seskviterpena koji se nalaze u etarskim uljima
razli¢itih biljnih vrsta. Etarsko ulje se iz biljaka uglavnom ekstrahuje tradicionalnim
tehnikama kao $to su C/T ekstrakcija organskim rastvaracima, destilacija vodenom parom i
presovanje. Kao organski rastvaraci se najeS¢e primenjuju n-heksan i metilen hlorid koji
dobro ekstrahuju etarsko ulje, medutim u velikoj meri ekstrahuju i druga lipofilna jedinjenja.
Drugi problemi koji se javljaju sa ovim rastvaracima su toksi¢nost za Coveka i okolinu, pa je u
skladu sa trendovima ,zelene” hemije tendencija u smanjenju njihove upotrebe, kako u
analiticke, tako i u industrijske svrhe. Destilacijom vodenom parom se dobijaju Cista etarska
ulja bez tragova rastvaraca i balasnih materija, medutim, i ova tehnika ima svoja ogranicenja.

Naime, destilacija se odvija na poviSenoj temperaturi relativno dugo vreme S$to zahteva
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veliku potrosnju energije za zagrevanje. Pored toga, na poviSenim temperaturama moze da
dode do odredenih hemijskih promena i degradacije termolabilnih jedinjenja, Sto umanjuje
kvalitet proizvoda (Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007). Sa druge strane, SFE moze da
odgovori na navedene nedostatke i da posluzi kao odli¢na alternativa za ektrakciju etarskih
ulja. Etarska ulja se dobro ekstrahuju na umerenim pritiscima (90 — 100 bar) i
temperaturama (40 - 50°C), odnosno na relativno niskim gustinama CO, (Reverchon i De
Marco, 2006). Povedanjem modi rastvaranja CO, sa povecanjem pritiska (250 — 300 bar)
moze da se poveca prinos etarskog ulja, medutim, pod tim uslovima dolazi i do koekstrakcije
prateéih jedinjenja, kao Sto su kutikulatni voskovi, i dobijaju se ekstrakti nizeg kvaliteta
(Pereira i Meireles, 2010). Etarska ulja visokog kvaliteta se ovom tehnikom mogu dobiti
razdvajanjem u dva separatora. Naime, voskovi su prakticno nerastvorni na niskim
temperaturama (-5 — 5°C), pa ako se ekstrakcija vrsi na 90 bar i 40°C, podesSavanjem uslova u
prvom separatoru na 90 bar i 0°C dolazi do precipitacije voskova, a etarsko ulje ostaje
rastvoreno u superkriticnom CO, i uvodi se u drugi separator gde se daljim smanjem pritiska

na 20 bar dobija etarsko ulje visokog stepena Cistoée (Reverchon i De Marco, 2006).
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Slika 23. Glavne grupe jedinjenja za Cije izolovanje je moguée primeniti SFE tehnologiju
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Pored etarskog ulja, SFE je nasla veliku primenu za ekstrakciju biljnih ulja koja se
tradicionalnim ekstrakcionim postupcima ekstrahuju uglavhom heksanom. Uparavanjem
ekstrakata u cilju eliminacije heksana moze da dode do hemijskih promena u ekstraktu, a
pored toga heksan u tragovima (500 — 1000 ppm) moZe da zaostaje u ekstraktu (Reverchon i
De Marco, 2006). Masna ulja su rastvorna u superkriticnom CO; na 40°C, medutim, za razliku
od etarskih ulja, neophodno je povedati pritisak (gustinu) ekstragensa (>280 bar) kako bi
doslo do ekstrakcije ovih jedinjenja. Na ovaj nacin se dobijaju visoko-kvalitetna biljna ulja
potpuno oslobodena tragova rastvaraca. SFE je nasla posebnu primenu u ekstrakcije visoko-
vrednih bioaktivnih jedinjenja kao Sto su karotenoidi, tokoferoli i fitosteroli, Cija trziSna

vrednost opravdava upotrebu ove tehnologije (De Melo i sar., 2014).
2.4. Spray drying

Savremene ekstrakcione tehnike mogu da odgovore na zahteve u pogledu Zeljenog
prinosa ciljanih jedinjenja i hemijskog sadrzaja dobijenih ekstrakata, medutim, kada se radi u
primeni ekstrakata u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, te¢nu formu odlikuju odredeni
nedostaci. Tecni ekstrakti su osetljivi na okolne faktore i vrlo lako moze da dode do
degradacije aktivnih pricipa usled delovanja svetlosti i kiseonika u prisustvu vode. Prednosti
suvih ekstrakata u odnosu na tecne su jednostavnije skladistenje, ve¢a koncentracija aktivnih
potrosaca. U cilju prevodenja te¢nih u suve ekstrakte u najve¢em broju slucajeva se koristi

spray drying tehnika, odnosno su$enje rasprsivanjem (Dordevic i sar., 2015).

SuSenje rasprSivanjem predstavlja tehniku koja se Siroko koristi za rastvore,
suspenzije i emulzije, kao i za oblaganje koloidnih Cestica odgovarajuéim nosacéima i njihovo
prevodenje u formu praha, odnosno za mikrokapsuliranje. Osuseni proizvod moze biti u
obliku praha, granula ili aglomerata, Sto zavisi od fizickih i hemijskih osobina napojne smese,
uslova susSenja i osobina primenjenog nosaca. Proces susSenja rasprSivanjem je relativno
jednostavan. Zasniva se na dovodenju u kontakt rasprsenih kapljica napojne smese i
zagrejanog vazduha, pri ¢emu dolazi do isparavanja rastvaraca. Glavni delovi uredaja za
suSenje rasprSivanjem su prikazani na Slici 24 (Anandharamakrishnan, 2015). Tokom
prevodenja tecnog u suvi ekstrakt, dolazi do sledeéih procesa: 1) rasprSivanje, odnosno

atomizacija napojne smese, 2) kontakt kapljica i grejnog medijuma, 3) isparavanje rastvaraca
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i 4) odvajanje cCvrstih Cestica od gasne faze (Slika 23). Pre rasprSivanja, obi¢no se izvrsi

zagrevanje napojne smese pri cemu se smanjuje njen visokozitet, Sto olaksava rasprsivanje.

grejac

atomizer (1)

. . ventilator .
napojna smesa

o

(2) — (4)

(3) ciklon kondenzator

komora

m za susenje

pumpa

proizvod

Slika 24. Sema uredaja za su$enje rasprsivanjem

Samo rasprSivanje predstavlja kljuéak momenat ovog procesa. Rasprsivanjem
napojne smeSe u veliki broj sitnih kapljica se povecava efektivna povrSina kontakta i
smanjuje se otpor prenosu toplote i mase. Jedan m> napojne smese se rasprsuje na oko 2 -
10" uniformnih kaplica pre¢nika 100 um ukupne povrsine od 60 000 m? (Masters, 2002). Od
nacina rasprsivanja zavise oblik, struktura, veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica gotovog
proizvoda (Anandharamakrishnan, 2015). Velika specificna povrsina obezbeduje efektivniji
kontakt sa zagrejanim medijumom i brzo isparavanje rastvaraca. Dva osnovna tipa atomizera

su rotacioni i atomizeri sa diznama.
Rotacioni atomizeri

Ovi atomizeri rade na principu propustanja napojne smese kroz cilindar koji dovodi
te¢nost do rotacionog diska Cija je periferna brzina oko 200 m/s (Slika 25) (Murali i sar.,
2014). Prednosti ovog tipa atomizera su dobijanje ¢estica uniformne raspodele i ¢injenica da
se retko kad zacepe. Relativno su jednostavni za rukovanje, a veli¢ina usitnjenih kapljica

zavisi od brzine rotacije diska. S obzirom da se energija rasprsivanja obezbeduje rotacionim
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diskom, oni mogu da rade na atmosferskom pritisku. Otezani rad sa te¢nostima povisenog
viskoziteta predstavlja glavno ograni¢enje rotacionih atomizera. Pored toga, moZe da
nastane i velika koli¢ina finih Cestica koja se u ciklonu ne razdvaja od gasne faze, Sto vodi do

povecanih gubitaka, odnosno smanjenja prinosa (Anandharamakrishnan, 2015).

&

motor

kuciste

napojno crevo

rotacioni disk

Slika 25. Rotacioni atomizer
Dizne pod pritiskom

Atomizeri ovog tipa se dele na hidrauli¢ne dizne, dizne sa dva fluida i ultrazvucne
dizne (Slika 26). Kod hidrauli¢nih dizni se pritiskom dobija kineti¢cka energija neophodna za
proterivanje napojne smeSe kroz diznu. Ovom atomizacijom se dobijaju Cestice dobrih
proto¢nih karakteristika, medutim, sprej nije homogen kao kod rotacionih diskova, pa se
dobijaju prahovi neuniformne raspodele veliine Cestica i postoji rizik od zacepljenja dizne.
Kod dizni sa dva fluida se napojna smesSa mesa sa vazduhom ili drugim gasom pod pritiskom i
zajedno prolaze kroz diznu. Ovakav tip dizni je pogodan za viskozne tecnosti. Pored toga,
dobijaju se prahovi manje veliine Cestica i uniformnije raspodele. Glavni problem koji se
javlja je zadrzavanje velike koli¢ine vazduha koji ostaje zarobljen u Cesticama, pa se na taj
nacin dobijaju ¢estice male gustine i loSih proto¢nih karakteristika. Sve veéu primenu imaju
ultrazvuéne mlaznice kod kojih se delovanjem ultrazvuka visoke frekvencije smanjuje
povrsinski napon teénosti i olaksava se rasprsivanje kroz diznu. Na taj nacin se prevazilaze svi
nedostaci prethodnih tehnika, dobijaju se fine Cestice uniformne raspodele i olakSan je rad

sa viskoznim fluidima (Anandharamakrishnan, 2015).
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Slika 26. Dizne za rasprSivanjem: a) hidrauli¢na, b) dizna sa dva fluida i c) ultrazvuc¢na

Do kontakta kapljica i grejnog medijuma dolazi nakon rasprsivanja tec¢ne faze. Na ovaj
nacin dolati do brzog isparavanja rastvaraca sa povrsine kapljica, a vrlo je bitno da topao
vazduh bude uniformno rasporeden u celoj komori. Smer kretanja grejnog medijuma i
kapljica mozZe da bude istostrujan i protivstrujan (Slika 27) (Oakley, 2004). Kod ove tehnike se
ceSce praktikuje istostrujni smer kretanja, s obzirom da kapljice dolaze prvo u kontakt sa
najtoplijim vazduhom pri ¢emu dolazi do brzog isparavanja. Nakon formiranja Cvrstih Cestica
vazduh se hladi, jer se deo toplote trosi na isparavanje rastvaraca, a ¢vrste Cestice u ciklonu
dolaze u kontakt sa vazduhom znatno niZe temeprature u odnosu na ulaznu. Ovakav tip
suSenja je pogodan za suSenje termolabilnih jedinjenja s obzirom na kratko vreme kontakta
izmedu grejnog medijuma i kapljica te¢nosti. Sa druge strane, protivstrujan tip susenja
obezbeduje efikasnije iskoriséenje toplotne energije, medutim, suvi ekstrakt nakon susenja
dolazi u kontakt sa vazduhom visoke temperature $to moze negativno da se odrazi na njegov
kvalitet usled potencijalne degradacije osetljivih jedinjenja. Nakon susenja, suvi ekstrakt se
od gasa odvaja u ciklonu, a gubici se mogu javiti usled formiranja finih ¢estica koje odlaze
zajedno sa gasom, ili se deo suvog ekstrakta lepi na unutrasnju povrsinu uredaja. Kako bi
suSenje bilo efikasno, neophodno je optimizovati nekoliko klju¢nih parametara procesa.
Fizicke osobine napojne smeSe kao Sto su viskozitet, povrSinski napon, temperatura i
koncentracija suve materije uti¢u na proces rasprsivanja i na osobine Cestica suvog ekstrakta.
Sto se ostalih procesnih parametara ti¢e, najvazniji su ulazna i izlazna temperatura, protok i
koncentracija nosaca. Neophodno je izvrsiti njihovu optimizaciju kako bi se dobio kvalitetan

suvi ekstrakt.
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Slika 27. a) Istrostrostrujni i b) protivstrujni kontakt napojne smese i grejnog medijuma

2.4.1. Nosadi

Kao najveci nedostatak suSenja rasprSivanjem se navodi lepljenje ekstrakta po
unutrasnjoj povrsini uredaja. Ekstrakti koji se suSe rasprSivanjem mogu da se podele na
lepljive i nelepljive. Neki primeri lepljivih ekstrakata su sokovi voca i povréa, med i amorfna
laktoza, dok ekstrakti lekovitog bilja uglavhom spadaju u grupu nelepljivih ekstrakata. Do
lepljenja dolazi usled prisustva jedinjenja sa niskom temperaturom staklavosti kao $to su
prosti Seceri. 1z tog razloga je vrlo Cesto neophodno dodati nosa¢ koji ¢e da poveda
temperaturu staklavosti napojne smese i spreéi lepljenje ekstrakta. Nosaci koji se koriste
moraju da imaju dobre osobine u pogledu emulgovanja, rastvorljivosti, oblaganja i bilo bi
pozeljno da su njihovi rastvori niskog viskoziteta pri viSim koncentracijama. U tu svhu se vrlo
Cesto koriste gume (guma arabika i guar guma) i proteini (natrijum kazeinat, proteini surutke
i Zelatin) (Pordevi¢ i sar., 2015). Guma arabika ispunjava vecinu navedenih zahteva i vrlo
Cesto se koristi kao nosa¢, medutim, njena cena je konstantno u porastu, pa to predstavlja
jedno od ogranicenja (Charve i Reineccius, 2009). U poslednje vreme se kao nosaci vrlo ¢esto
koriste maltodekstrini razli¢itog glukoznog ekvivalenta (DE), koji predstavlja stepen hidrolize i
povezan je sa prosecnom molekulskom masom. Maltodekstrin predstavlja polisaharid koji se
dobija hidrolizom skroba. Temperatura staklavosti maltodekstrina poveéava se sa
smanjenjem DE, pa se maltodekstrini sa manjim glukoznim ekvivalentom koriste kao nosaci

kod ekstrakata koje je teSko susiti, kao Sto su voéni sokovi bogati Se¢erom. Prednosti
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maltodekstrina su da nije sladak, ima mali viskozitet pri velikom rasponu koncentracija,
dobra rastvroljivost u hladnoj vodi i niska cena, dok se kao najveéi nedostatak navodi slaba
emulgujuca svojstva (Dordevic i sar., 2015). Ovo moze da predstavlja problem pri proizvodnji
mikrokapsula, pa se maltodekstrin uglavnom kombinuje sa nekim povrsinski aktivnim

polimerima, kao Sto su proteini i drugi modifikati skroba.
2.5. Eksperimentalni dizajn

Optimizacija je neizbeZan korak u svakoj analitickoj tehnici ili industrijskom procesu.
Konvencionalan pristup optimizaciji predstavlja analizu uticaja jednog po jednog faktora
(eng. one-factor-at-a-time) dok se svi ostali parametri odrzavaju konstantnim. Pored velikog
broja eksperimenata koje je potrebno izvrsiti, Sto zahteva potrosSnju vremena i novca, glavno
ogranicenje ovog pristupa je nemoguénost odredivanja uticaja interakcije izmedu nezavisnih
promenljivih. U cilju prevazilazenja ovih ograni¢enja razvijene su razli¢ite tehnike
multivarijantne statistike, a medu njima se kao najpoznatija izdvaja metoda odzivne povrsine
(eng. response surface methodology; RSM). RSM predstavlja skup matematickih i statistickih
tehnika koje se baziraju na fitovanju eksperimentalnih vrednosti polinomnim jednacinama
(Bas i Boyaci, 2007). Ova metoda se Cesto primenjuje kada se ispituje uticaj viSe procesnih
parametara na jedan ili viSe odziva, u cilju njihove simultane optimizacije i dobijanja Zeljenih
vrednosti odziva. Kompletna RSM studija optimizacije se sastoji od sledeéih koraka (Bezerra i

sar., 2008):

Izbor nezavisnih promenljivih sa glavnim uticajem na ispitivani sistem,
Izbor eksperimentalnog dizajna i izodenje eksperimenata,
Matematicko-statisticki tretman eksperimentalnih rezultata,

1

2

3

4. Provera adekvatnosti modela,

5. Verifikacija slaganja modela sa predvidenim vrednostima i
6

Definisanje optimalnih vrednosti za sve ispitivane promenljive.

Pocetni korak predstavlja izbor nezavisnih promenljivih, gde je prvo potreno napraviti
skrining eksperimente kako bi se grubo ispitao uticaj viSe parametara i medu njima odabrali
oni sa glavnim uticajem. U tu svrhu se najceSée koristi faktorijalni dizajn na dva nivoa (2k
faktorijalni dizajni, gde je k broj faktora) koji je za ovu svrhu efikasan i ekonomican

(Lundstedt i sar., 1998). Pored preliminarnih eksperimenata, u obzir treba uzeti i prethodne
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rezultate i iskustva koji su primenjeni u slicnim sistemima koji se optimizuju. Nakon toga, na
red dolazi izbor eksperimentalnog dizajna koji ¢e se koristiti za studiju optimizacije, kao i
eksperimentalnog domena nezavisnih promenljivih. Sto se ti¢e eksperimentalnog dizajna koji
se koriste za optimizaciju, obi¢no se koriste 3% faktorijalni dizajni (Full-factorial) ili neke od
modifikacija sa smanjenim brojem eksperimenata. Raspodela faktora (xi, X, i x3) i njihovih
nivoa u 3 potpunom faktorijalnom dizajnu je prikazana na Slici 28a. Upotreba 3k
faktorijalnog dizajna je ogranic¢ena velikim brojem eksperimenata s obzirom da ukupan broj
eksperimenata (N) eksponencijalno raste sa brojem faktora (N=3%). Prednost 3“u odnosu na
2 faktorijalni dizajn je moguénost fitovanja eksperimentalnih rezultata kvadratnim
modelom, dok se 2" dizajn vezuje samo za linearne modele. Kao alternativa 3k faktorijalnom
dizajnu su se pojavili dizajni sa smanjenim brojem eksperimenata, a naj¢es¢e se koriste Box-
Behnken i centralno-kompozitni dizajn (Slika 28). Glavne osobine Box-Behnken

eksperimentalnog dizajna su (Bezerra i sar., 2008):

e Broj eksperimenata se odreduje prema jednacini: N=2k(k-1)+c,, gde je c, broj
ponavljanja u centralnoj tacki i
e Nezavisne promenljive moraju biti rasporedene na tri nivoa (-1, 0, 1) sa jednakim

rastojanjem izmedu njih.

Centralno-kompozitni dizajn takode ima smanjen broj eksperimenata u odnosu na Full-
factorial, medutim, raspored eksperimentalnih tacaka u njemu je razicit (Slika 28c). Faktori
su u okviru ovog dizajna rasporedeni na pet nivoa (-a, -1, 0, 1, a), a vrednost a zavisi od broja
faktora koji se ispituju. Face-Centered dizajn se izdvaja kao najcesée koriséeni

eksperimentalni dizajn iz grupe centralno-kompozitnih dizajna.
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Slika 28. a) Full-factorial, b) Box-Behnken i c) Centralno-kompozitni eksperimentalni dizajn
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Nakon izvrSenih eksperimenata i izmerenih vrednosti odziva, na red dolazi fitovanje rezultata
odgovarajuc¢im polinomnim modelima. S obzirom da je naj¢eS¢e neophodno naci kriticne
tacke (minimum ili maksimum), obi¢no se koriste polinomi sa kvadratnim ¢lanovima (Ferreira

i sar., 2007):

K K k-1 Kk
Y= By + ZBiXi +Z BiiX} +Z Z BiXiX; (1)
i=1 i=1

i=1 j=i+1

gde je Y odziv, X i X; su kodirane nezavisno promenljive, a Bo, Bi, Bi,i Bj su regresioni
koeficijenti za odsecak, linearne, kvadratne i ¢lanove interakcije. U cilju odredivanja
regresionih koeficijenata u jednacini (1), koristi se metoda najmanjih kvadrata. Definisanjem
regresionih koeficijenata se generiSe matematicki model koji moZze da predvidi ponasanje
ispitivanog odziva u okviru eksperimentalnog domena. Zatim je neophodno proveriti
slaganje matematickog modela i eksperimentalnih rezultata. U tu svrhu se koristi
deskriptivna statistika koja obuhvata koeficijente determinacije (R?) i varijanse (CV).
Medutim, u cilju potpunog definisanja slaganja modela neophodno je primeniti analizu
varijanse (ANOVA) kojom se definiSu reziduali modela koji poticu od greske merenja i od
neadekvatnosti samog modela primenom FiSerovog testa (F-test) (Bezerra i sar., 2008). Prvi
korak predstavlja odredivanje znacajnosti regresije, odnosno p-vrednosti koja mora da bude
statisticki znacajna (p<0,05). Drugi nacin predstavlja odredivanje nedostatka prilagodavanja,
odnosno lack of fit test. Na osnovu ponavljanja eksperimenata u centralnoj tacki je moguce
odrediti da li neslaganje sa modelom poti¢e usled neadekvatnosti samog modela ili usled
greSke merenja. Dobijanje neznacajne p-vrednosti za nedostatak prilagodavanja (p>0,05)
znaci da disperzija eksperimentalnih rezultata ne zavisi od modela i u domenu je greske
merenja (Myers i sar., 2009). Nakon $to je utvrdeno slaganje modela sa eksperimentalnim
vrednostima, neophodno je izvrsiti verifikaciju modela. To se utvrduje izvodenjem
eksperimenata na predvidenim uslovima i poredenjem vrednosti eksperimentalno dobijenih

i predvidenih vrednosti odziva.

RSM ima nekoliko prednosti u odnosu na tradicionalne tehnike optimizacije. Naime,
ova tehnika omogudéava dobijanje velike koli¢ine informacije iz relativno malog broja
eksperimenata, dok je kod tradicionalnih tehnika neophodno izvrsiti veliki broj

eksperimenata kako bi se opisalo ponasanje sistema (Bas i Boyaci, 2007). Pored toga, RSM
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omogucava definisanje uticaja interakcije ispitivanih parametara na odziv, Sto je pogotovo
interesantno na hemijske i biohemijske procese gde sinergizam ili antagonizam odredenih
faktora moze da ima veliki uticaj na odziv. Sa druge strane, ova tehnika poseduje odredene
nedostatke, a glavni nedostatak RSM je ograni¢enost matematickog modela na ispitivani
eksperimentalni domen. Pored toga, kod RSM se uglavnom koristi polinom drugog reda, a
veliki broj hemijskih procesa se ponasa po nekoj drugoj matematickoj funkciji. Ovaj problem
se donekle moze resiti odgovaraj¢im transfmacijama odziva (logaritmovanje, korenovanje,

itd.), ali se za opisivanje zavisnosti i dalje koristi kvadratni polinom (Bas i Boyaci, 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Glavni eksperimentalni deo ove doktorske disertacije je realizovan u laboratorijama
Katedre za biotehnologiju i farmaceutsko iZzenjerstvo, TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu.
Deo istrazivanja je uraden na Departmanu za hemiju, biohemiju i zastitu Zivotne sredine,
Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, Departmanu za poljoprivredne i
prehrambene nauke, Univerziteta u Bolonji (Cezena, Italija), kao i u SP Laboratoriji a.d.

(Becej). Detaljna Sema i tok aktivnosti eksperimentalnog plana su prikazani na Slici 29.
3.1. Biljni materijal

Sporedni proizvod Zalfije (SPZ) (Salvia officinalis L.) poreklom iz Crne Gore je dobijen
od lokalne fabrike za proizvodnju filter caja (Fructus D.0.0O., Backa Palanka, Srbija).
Tehnoloske operacije koje su koris¢ene za tretman biljnog materijala i proizvodnju filter ¢aja
su detaljno objasnjene u Poglavlju 2.2. Frakcija biljne prasine Zalfije sa precnikom cestica

<0,315 mm je dobijena kao sporedni proizvod nakon prosejavanja na vibracionim sitima.
3.2. Hemikalije i reagensi

Hemikalije i reagensi koriséeni u eksperimentalnom radu su kupljeni od sledecih

proizvodaca:

- Folin-Ciocalteu reagens, (t)-katehin, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil-hidrat (DPPH:), 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijumova so (ABTS) i Trolox
(6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilnakiselina), 5-di-tec-butil-4-hidroksi-
toluen (BHT), fenazin metosulfat (PMS), 2,3,5-trifeniltetrazolijum hlorid (TPTZ,
Tetrazolium Red) i PB-nikotinamid adenin dinukleotid 2'-fosfat redukovana
tetranatrijumova so hidrat (NADH) - Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Nemacka,

- Galna kiselina, a-tujon - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD,

- Kalijum persulfat (99% Cistoée) - Acros Organics, Geel, Belgija,

- Nitroplavi tetrazolijum (NBT) - Alfa Aesar, Karlsruhe, Nemacka,

- Askorbinska kiselina — Centrohem, Stara Pazova, Srbija,

- Ugljendioksid (>99,98% Cisto¢e) — Messer, Novi Sad, Srbija,
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Slika 29. Sema i tok aktivnosti eksperimentalnog plana
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- a-Pinen, B-pinen, kamfor, metilhavikol (estragol) i eukaliptol (1,8-cineol) - Dr
Ehrenstorfer, Nemacka,

- y-Terpinen, (+)-limonen, linalool, geraniol, karvakrol, eugenol i a-terpineol - Carl
Roth, Nemacka,

- Natrijum acetat i hlorovodonicna kiselina — Merck, Darmstadt, Nemacka,

- Mravlja kiselina - VWR International, Milan, ltalija,

- Maltodekstrin (DE19.7) — Brenntag, Milheim, Nemacka.
Svi ostale hemikalije upotrebljene u eksperimentalnom radu su bile analiticke Cistoce.
3.3. Karakterizacija biljnog materijala
3.3.1. Odredivanje sadrzaja vlage

Sadrzaj vlage u biljnom materijalu odreden je gravimetrijskom metodom na osnovu

gubitka susenjem koji propisuje Ph. Jug. IV.
3.3.2. Odredivanje sadrzaja pepela

Sadriaj pepela u SPZ je odreden gravimetrijskom metodom na osnovu koli¢ine
mineralnih materija koja zaostaju nakon potpunog Zarenja droge, postupkom koji propisuje

Ph. Jug. V.
3.3.3. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja

SadrZaj etarskog ulja je odreden destilacijom vodenom parom koristeci aparaturu po

Cleavenger-u (Ph. Jug. IV).

3.4. Ekstrakcija

3.4.1. Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja
3.4.1.1. Konvencionalna C/T ekstrakcija

Konvencionalna C/T ekstrakcija je izvréena u cilju odredivanja eksperimentalnog
domena za koncentraciju etanola koja je koriséena za optimizaciju ultrazvuéne ekstrakcije.
Pored toga, cilj je bio poredenje prinosa polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti

ekstrakata dobijenih konvencionalnim i savremenim tehnikama. U svim eksperimentima, 5,0
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g SPZ je ekstrahovano sa 100 mL razli¢itog ekstragensa. Ekstrakcije su vriene na sobnoj
temperaturi tokom 24 h na laboratorijskoj tresilici sa termostatom (150 rpm) (KS 4000, IKA,
Staufen, Nemacka). Kao ekstragens je koris¢ena voda i smesa etanol-voda (20, 40, 60, 80 i
96%; m/m). Nakon ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod vakuumom,
zatim prebaceni u staklene bocice i ¢uvani na 4°C do analize. Ukupan prinos ekstrakcije
odreden je primenom standardne metode po Ph. Jug. IV (1984). Poznata zapremina tecnog
ekstrakta (10 mL) je prenesena u prethodno izmereni balon i sadrzaj balona je uparavan do
suva na rotacionom vakuum uparivacu. Dobijeni ekstrakt se susi u susnici na temperaturi od
105°C u toku 3 sata, odnosno do konstantne mase. Prinos ekstrakcije je izrazen kao % (g/100

g droge).
3.4.1.2. Ultrazvuéna ekstrakcija

U svim eksperimentima, 5,0 g SPZ je pome$ano sa 100 mL 60% etanola u erlenmajeru
(250 mL). Ekstrakcije su vrSene na ultrazvu¢nom kupatilu (EUP540A, Euinstruments,
Francuska) sa konstantnom frekvencijom od 40 kHz. Temperatura (40, 60 i 80°C), vreme
ekstrakcije (40, 60 i 80 min) i snaga ultrazvuka (24, 42 i 60 W/L) su kontrolisani preko
kontrolne table uredaja. Na erlenmajer je postavljen povratni hladnjak kako bi se sprecilo
eventualno isparavanje ekstragensa. Erlenmajeri su uvek postavljani na istom rastojanju od
emitera ultrazvuka i dodatno meSanje tokom ekstrakcije nije primenjivano. Nakon
ekstrakcije, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod vakuumom, sakupljeni u staklene

bocice i ¢uvani na 4°C do analize.
3.4.1.3. Mikrotalasna ekstrakcija

Za mikrotalasnu ekstrakciju je prepravljena kuhinjska mikrotalasna pe¢ (NN-E201W,
Panasonic, Japan) u koju je adekvatno postavljen stakleni balon sa povratnim hladnjakom. U
svim eksperimentima, 5,0 g SPZ pomesano sa odgovaraju¢om zapreminom ekstragensa koja
je zavisila od primenjenog odnosa rastvarac¢-droga (20, 30 i 40 mL/g). Sve ekstrakcije su
vrSene na konstantnoj frekvenciji i snazi mikrotalasnog zracenja (600 W). Baloni su uvek
postavljeni na istom rastojanju od magnetrona i dodatno mesSanje tokom ekstrakcije nije
primenjivano. Pored odnosa rastvarac-droga, nezavisne promenljive u ovom procesu su bili

koncentracija etanola (40, 60 i 80%) i vreme ekstrakcije (10, 20 i 30 min). Nakon ekstrakcije,
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ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir pod vakuumom, preneti u staklene bocice i cuvani

na 4°C do analize.
3.4.1.4. Ekstrakcija subkritichom vodom

Ekstrakcija subkritichom vodom je izvrSena u SarZnom visoko-pritisnom ekstraktoru
(Parr Instrument Company, SAD) unutrasnje zapremine 450 mL i maksimalnim radnim
pritiskom i temperaturom od 200 bar i 350°C. Ekstraktor je povezan sa temperaturim
kontrolerom (4838, Parr Instrument Company, SAD). Sematski prikaz sa glavnim delovima
uredaja je dat na Slici 16. U svim eksperimentima, 10,0 g SPZ je pome$ano sa 100 mL
ekstragensa (destilovana voda ili odgovarajudi rastvor HCI) u ekstraktoru (1). Radni pritisak je
postignut uvodenjem azota iz boce (2) kroz ventil (3) i meren je manometrom (4). Azot je
koris¢en za postizanje radnog pritiska kako bi se sprecila potencijalna oksidacija do koje
moze dodi na poviSenoj temperaturi u prisustvu kiseonika iz vazduha. Ekstraktor je zagrevan
grejnom oblogom (5), a temperatura je merena i kontrolisana preko kontrolne table (6),
povezane sa temperaturnom sondom (7). Magnetna mesalica (8) (1000 rpm) je koriséena za
ubrzavanje prenosa toplote i mase, kao i za sprecavanje lokalog pregrevanja na zidovima
ekstraktora. Temperatura (120, 170 i 220°C), vreme ekstrakcije (10, 20 i 30 min) i
koncentracija HCl u ekstragensu (0, 0,75 i 1,5%) su bile nezavisne promenljive, dok su svi
ostali parametri procesa bili konstantni. Nakon ekstrakcije, ekstraktor je ohladen na ledenom
kupatilu do 30°C i azot je ispusten kroz ventil (9). Potom su ekstrakti profiltrirani kroz filter
papir pod vakuumom (V-700, Biichi, Switzerland), a zatim su sakupljeni u staklene bocice i

Cuvani na 4°C do analize.
3.4.2. Ekstrakcija lipofilnih jedinjenja i etarskog ulja
3.4.2.1. Ekstrakcija superkritiénim ugljendioksidom

Ekstrakcija superkriticnim CO; je vrSena na laboratorijskom postrojenju za visoko-
pritisnu ekstrakciju (HPEP, NOVA — Swiss), Cija je Sema prikazana na Slici 30. Ekstraktor (E) je
prvo napunjen odmerenom masom SPZ (35,0 g). Biljni materijal u ekstraktoru se najpre
oslobada prisutnog vazduha produvavanjem CO, iz boce (GC) u gasovitom stanju, nakon
Cega se zatvore ventil (V5) i regulacioni ventil (RV2). Ultratermostatima (UT1) i (UT2) se

odrzavaju radne temperature u ekstraktoru (E) i separatoru (S) pri zatvorenom ventilu (V1)
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boce sa CO,. Zatim se, nakon otvaranja ventila od V1 do V5 (V4 je zatvoren), kompresor na
kome je grubo podesen radni pritisak pusti u pogon i regulacionim ventilom (RV1) se podesi
radni pritisak na ta¢nu vrednost. CO, se nakon prolaska kroz izmenjiva¢ toplote (HE)
otvaranjem ventila (V5) uvodi u ekstraktor, pri ¢emu je regulacioni ventil (RV2) zatvoren.
Otvaranjem i podeSavanjem regulacionih ventila (RV2) i (RV3) se ostvaruje Zeljeni pritisak u
separatoru, kao i odrzavanje radnog protoka ekstragensa. Ekstrakcije su vrSene tokom 4 h, a
prinos ekstrakcije je odreden nakon 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 i 240 min i izrazen kao %
(m/m). Ekstrakcije su vrsene pri razlicitim kombinacijama pritiska (100, 200 i 300 bar),
temperature (40, 50 i 60°C) i protoka CO, (0,2, 0,3 i 0,4 kg/h), definisanim u
eksperimentalnom dizajnu (Poglavlje 3.6.). Dobijeni ekstrakti su preneti u staklene bocice,

koje su zatvorene i cuvane na temperaturi od 4°C do hemijske analize.
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Slika 29. Sematski prikaz uredaja za ekstrakciju superkritiénim CO,: 1. Merni konektor;
2. Filter; 3. Kompresor sa dijafragmom; 4. Kontrolni ventil: 5. Sigurnosni ventil;
B - Boca sa ugljendioksidom; V - Ventil; M - Manometar; RV - Regulacioni ventil;
IT - Izmenjivac toplote; P - Merac pritiska; E - Ekstraktor; T - Termometar;

UT - Ultratermostat; S - Separator; Eks - Ekstrakt; MP - Merac protoka.
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3.4.2.2. Destilacija vodenom parom

Postupak izolovanja etarskog ulja destilacijom vodenom parom je opisan u Poglavlju

3.3.3.
3.4.2.3. Soxhlet ekstrakcija

Izmerena droga (10,0 g) je prenesena u ekstrakcionu cauru koja je postavljena u
Soxhlet ekstraktor na koji je vezan povratni hladnjak. U balon je zatim dodat ekstragens (120
mL). SadrZaj balona se zagreva pri ¢emu pare rastvaraca prolaze kroz cev ekstraktora,
kondenzuju se u povratnom hladnjaku, vraéaju u telo ekstraktora gde se odvija ekstrakcija.
Kad se telo ekstraktora napuni ekstragensom, sadrzaj se preliva preko sifona u balon i
postupak se ponavlja 15 puta (=6 h). Nakon zavrSene ekstrakcije izvrSeno je uklanjanje
rastvaraca iz ekstrakta uparavanjem na rotacionom vakuum uparivac¢u do suva i odreden je

prinos ekstrakcije (%, m/m).

3.5. Hemiska karakterizacija te¢nih ekstrakata
3.5.1. Analiza polifenolnih jedinjenja

3.5.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola (UF)

Sadriaj UF je u te¢nim i suvim ekstraktima SPZ odreden spektrofotometrijskom
metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rosi, 1965). Ova metoda se zasniva na merenju
redukcionog kapaciteta polifenolnih jedinjenja. Disocijacijom polifonola nastaje proton i
fekoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo

obojeneg jona:
N32WO4/N32MOO4 + fenol > (Fenol - MOW11O40)4_
Mo(VI) (Zuto obojen) + e" = Mo(V) (plavo obojen)

Odgovarajuée razblaZenje te¢nog ekstrakta ili rastvor suvog ekstrakta SPZ (0,1 mL) je
pomesano sa 7,9 mL destilovane vode, 0,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 mL 20% Na,COs.
U pripremi slepe probe je umesto 0,1 mL uzorka dodato 0,1 mL destilovane vode, ili
odgovarajuce smese etanol-voda koja je koriséena kao ekstrages u C/T ekstrakciji. Reakciona

smesa je inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi i apsorbanca uzorka je izmerena na 750 nm.
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Sva merenja su izvréena u tri ponavljanja. Prinos UF u postupcima C/T ekstrakcije je izrazen u
g ekvivalenta galne kiseline po 100 g droge (g GAE/100 g droge), dok je sadrzaj UF u suvim
ekstraktima izrazen u mg GAE po g suvog ekstrakta (mg GAE/g).

3.5.1.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida (UFI)

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima SPZ odreden je kolorimetrijskom metodom
po Markham-u (Harborne, 1989). Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida zasnovano je na

njihovoj sposobnosti da sa metalima grade odgovarajuce metalo-organske komplekse.

Reakciona smesa je pripremljena meSanjem 1 mL uzorka (odgovarajuce razblazenje
teénog ekstrakta ili suvog ekstrakta SPZ rastvoreno u destilovanoj vodi) sa 4 mL destilovane
vode i 0,3 mL 5% NaNO,. Smesa se zatim inkubira na sobnoj temperaturi 6 minuta i u nju se
doda 0,3 mL 10% AICl3 x 10H,0 i 5 minuta kasnije 2 mL 1 M NaOH. Dobijena smesa se dopuni
destilovanom vodom (3,4 mL) do ukupne zapremine 10 mL. Kao slepa proba koristi se smesa
u koju je umesto 1 mL uzorka dodato 1 mL rastvaraca (destilovana voda ili odgovarajuéa
smesSa etanol-voda). Apsorbanca uzorka je merena na talasnoj duzini od 510 nm i sva
merenja su izvréena u tri ponavljanja. Prinos UFl u postupcima C/T ekstrakcije je izraZen u g
ekvivalenta katehina po 100 g droge (g CE/100 g droge), dok je sadrzaj UFl u suvim

ekstraktima izrazen u mg CE po g suvog ekstrakta (mg CE/g).
3.5.1.3. HPLC analiza fenolnih kiselina

Reakcija na kojoj se zasniva merenje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja nije
specifi¢na, jer na isti nacin sa Folin-Ciocalteu reagensom mogu da reaguju jos neka jedinjenja
redukujuéeg karaktera, kao Sto su odredeni proteini, Seceri, askorbinska kiselina, itd. Prema
tome, da bi se odredio sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja u nekom uzorku, potrebna je

primena kvalitativne i kvantitativne HPLC tehnike.

Za odredivanje glavnih fenolnih kiselina SPZ je kori§éen HPLC sistem (Dionex DX500,
Milano, Italy) sa termostatom (30°C), fotodiodnim detektorom (DAD) i Aquapore ODS-300
RP-C18 kolonom (250 x 4,6 mm; 7 um veli¢ina Cestica; Applied Biosystems, San Jose, CA,
SAD). Chromeleon chromatography manager softver v. 6,60 SP2 je koris¢en za identifikaciju i
kvantifikaciju fenolnih kiselina prema metodi Ivanova-Petropulos i sar. (2015). Rastvori

standarda fenolnih kiselina i odgovarajuca razblazenja uzoraka su filtrinani preko 0,20 pm
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celulozno-acetatnog membranskog filtera (GVS Filter Technology, Indianapolis, SAD) pre
injektovanja u HPLC sistem. Mobilna faza je bila smeSa rastvaraca A (destilovana voda-
mravlja kiselina; 98:2; v/v) i rastvarada B (acetonitril-destilovana voda-mravlja kiselina;
80:18:2; v/v/v) sa protokom od 0,5 mL/min. Udeo rastvaraca B u mobilnoj fazi se menjao
prema sledecem gradijentu: 0—-50 min, 9%; 65—70 min, 10%; 77 min, 30%; 80—97 min, 0%.
Kafena, ferulna i rozmarinska kiselina su kvantifikovane na 256 nm, dok je p-kumarinska
kiselina odredena na 308 nm. Sadrzaj fenolnih kiselina je odreden u teénim ekstraktima SPZ
dobijenim na prethodno optimizovanim uslovima za procese konvencionalne, ultrazvucne i
mikrotalasne ekstrakcije, dok je u suvim ekstraktima SPZ odreden sadrzaj dominantne
komponente, t.j. rozmarinske kiseline. Prinos pojedinacnih fenolnih kiselina je izrazen u g po
100 g droge (g/100 g droge), dok je sadrZaj rozmarinske kiseline u suvim ekstraktima izrazen

u mg po g suvog ekstrakta (mg/g).
3.5.1.4. Antioksidativna aktivnost
Sposobnost neutralizacije DPPH radikala

Sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala je izvrSena
spektrofotometrijskom metodom (Soler-Rivas i sar., 2000). Metoda se zasniva pracenju
promene boje rastvora DPPH radikala (ljubi¢asto obojen) u njegov redukovan oblik (DPPH-H)
koji je ?uto obojen. 10 pL teénog ekstrakta SPZ ili suvog ekstrakta rastvorenom u
odgovarajuéem rastvaracu koji je koridéen kao ekstrages u C/T ekstrakciji je u seriji razli¢itih
koncentracija pomesano sa 100 puL 90 umol/L rastvora DPPH u metanolu i u reakcionu smesu
je dodato 190 pL metanola. Prilikom pripremanja slepe probe umesto uzorka dodat je
rastvara. Apsorbanca uzorka je merena nakon 1 h na 515 nm. Komercijalno dostupni
sintetski antioksidanti (propil galat i butilovani hidroksitoluen) su koriS¢eni kao pozitivna
kontrola. Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja i rezultat je izraZen kao srednja vrednost +
standardno odstupanje. Rezultati antioksidativne aktivnosti za te¢ne ekstrakte su izrazeni
kao ICso (pg/mL), Sto predstavlja koncentraciju koja dovodi do neutralizacije 50% DPPH
radikala u reakcionoj smeSi. Sa druge strane, rezultati antioksidativne aktivnosti suvih

ekstrakata SPZ su izraZeni kao mg Trolox-a po g suvog ekstrakta (mg Trolox/g).
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Sposobnost redukcije Fe** jona

Sposobnost redukcije Fe** jona (eng. Ferric ion reducing antioxidant power) je
oredena FRAP testom (Benzie i Strain, 1996). Tecni ekstrakti i razliite koncentracije suvih
ekstrakata SPZ rastvorene u orgovarajuéem rastvaracu (10 plL) su pomesani sa 290 pL FRAP
reagensa. Prilikom pripreme slepe probe, umesto FRAP reagensa je dodata destilovana voda.
FRAP reagens je pripremljen mesanjem 10 mmol/L 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u 40
mmol/L HCl, 0,02 mol/L FeCl; i sircetnom puferu (pH 3,6), u odnosu 1:1:10 (v/v/v).
Kalibraciona kriva je pripremljena sa askorbinskom kiselinom (1,25 - 140 pg/mL). Nakon
inkubacije od 6 min, apsorbanca uzorka je izmerena na 593 nm. Sva merenja su izvrSena u tri
ponavljanja i rezultat je izrazen kao srednja vrednost * standardno odstupanje. Rezultati su
za teCne ekstrakte izrazeni kao mg ekvivalenta askorbinske kiseline (AAE) po gramu droge
(mg AAE/g droge), dok su rezultati u sluaju suvih ekstrakata izrazeni kao mg ekvivalenta Fe®*

jona po g suvog ekstrakta (mg Fe?*/g).
Redukciona moc ekstrakata

Redukciona mo¢ tecnih ekstrakata SPZ je odredena za ekstrakte dobijene
ekstrakcijom vodom u subkritichom stanju. Test redukcione modéi (eng. reducing power
assay) je izveden spektrofotometrijskom metodom (Oyaizu, 1986). Odgovarajuce razblazenje
te¢nog ekstrakta SPZ (1 mL) je pomesano sa fosfatnim puferom (1 mL, 0,2 M, pH 6,6) i 1%
rastvorom kalijum fericijanida (1 mL). Inkubacija je vrSena na 50°C tokom 20 min. Nakon
inkubacije, u reakcionu smesu je dodato 1 mL 10% rastvora trihlorsiréetne kiseline. Kivete sa
uzorcima su zatim centrifugirane na 3000 o/min (10 min). Nakon toga, supernatan (2 mL) je
pomesan sa 2 mL bidestilovane vode i 0,4 mL 0,1% rastvora FeCls;. Apsorbanca je potom
izmerena na 700 nm. Slepa proba je pripremljena na isti nacin, osim $to je umesto ekstrakta
dodata destilovana voda. Kao mera redukcione modi koristi se ECso vrednost (ug/mL) koja
predstavlja koncentraciju ispitivanog uzorka pri kojoj se postize apsorbanca od 0,5 pri

navedenim uslovima analize.
Sposobnost neutralizacije ABTS radikala
Sposobnost neutralizacije ABTS radikala je odredena spektrofotometrijskom

metodom (Re i sar., 1999). Rastvor ABTS reagensa je pripremljen mesanjem 7mM vodenog
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rastvora 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijumova so (ABTS) i
2,45 mM kalijum persulfata u odnosu 1:1 (v/v) i inkubacijom na sobnoj temperaturi tokom
16 h zasti¢eno od svetlosti. ABTS reagens je razblazen acetatnim puferom (pH 3,3) kako bi se
apsorbanca na 734 nm podesila na 0,70 £ 0,02. Odgovarajuca razblazenja tecnih i suvih
ekstrakata SPZ (0,1 mL) su pome$ana sa ABTS reagensom (2,9 mL) i inkubacija je izvréena na
sobnoj temperaturi u mraku tokom 300 min. Merenje apsorbance je zatim uradeno na 734
nm. U cilju dobijanja kalibracionog dijagrama, koriséen je sveie pripremljen vodeni rastvor
Trolox-a (0-0,8 mM, R2=O,973). U slucaju te€nih ekstrakata, rezultati su izrazeni u mM
ekvivalenta Trolox-a po 100 g droge (mM Trolox/100 g droge), dok su u sludaju suvih

ekstrakata rezultati izraZzeni u mg ekvivalenta Trolox-a po g suvog ekstrakta (mg Trolox/g).
Sposobnost neutralizacije superoksid anjon (O,") radikala

Sposobnost te¢nih ekstrakata SPZ da neutralizuju superoksid anjon radikal koji
nastaje pri redukciji NBT-a sa NADH u prisustvu PMS pod aerobnim uslovima je izvrSena
spektrofotometrijskom metodom (Nishikimi i sar., 1972). Reakciona smesa je pripremljena
mesanjem 50 pL NBT-a (144 umol/L), 10 uL ekstrakta (koncentracije 0,625 -5 mg/mLi 0,15 —
10 mg/mL za ekstrakte dobijene ultrazvu¢nom, odnosno mikrotalasnom ekstrakcijom, 20 pL
sveze pripremljenog rastvora PMS-a (60 umol/L) i 220 pL fosfatnog pufera (pH 8,3). U
kontrolnom uzorku je umesto ekstrakta dodat rastvarac, dok je slepa proba pripremljena
mesSanjem 310 pl fosfatnog pufera i 10 pL uzorka. Nakon inkubacije od 5 min, izmerena je
apsorbanca na 560 nm. Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja i rezultat je izrazen kao 1Csg

vrednost (pug/mL) (srednja vrednost * standardno odstupanje).
3.5.2. Analiza terpenoidnih jedinjenja

GC-MS i GC-FID analiza su koriséene za identifikaciju i kvantifikaciju terpenoidnih
jedinjenja, kako u lipofilnim ekstraktima dobijenim Soxhlet i superkriticnom ekstrakcijom,
tako i u etarskom ulju SPZ dobijenom destilacijom vodenom parom. Analize su izvriene na
Agilent GC890N sistemu opremljenim sa HP-5MS kolonom (30 m duZine, 0,25 mm unutrasnji
prec¢nik i 0,25 um debljina filma stacionarne faze). Lipofilni ekstrakti i etarsko ulje su
rastvoreni u metilen hloridu (=1 mg/mL) i zapremina injektovanog rastvora je bila 5 pL pri

split odnosu 30:1 (Pavli¢ i sar., 2015).
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e Uslovi rada GC/MS analize:

Temperatura injektora je 250°C, linearni temperaturni rezim od 60°C do 150°C (4°C/min).

Kao gas nosac koriséen je helijum (2 mL/min).
e Uslovi rada GC/FID analize:

Temperatura injektora iznosila je 250°C. Linearni temperaturni rezim od 60°C do 150°C
(4°C/min) i temperatura detektora od 300°C. | u ovom slucaju je helijum koris¢en kao gas

nosac (2 mL/min).

Identifikacija organskih jedinjenja je izvrSena pomoc¢u masenog spektometra MS 5795
(Agilent), poredenjem masenog spektra jedinjenja dobijenog iz uzorka, na odgovaraju¢em
retencionom vremenu, i masenog spektra iz baze podataka masenih spektara. Koris¢ene su
biblioteke sa podacima masenih spektara Wiley 7n i NIST 05. Sadrzaj identifikovanih

jedinjenja u ispitivanim uzorcima je izrazen kao relativni udeo (%).

Za kvantitativno odredivanje dominantnih monoterpena je koris¢ena GC-FID analiza.
Rastvori standardnih jedinjenja (limonen, eukaliptol, y-terpinen, linalool, a-terpineol, metil-
havikol, geraniol, karvakrol, a-pinen, B-pinen, kamfor, eugenol i a-tujon) razlicitih
koncentracija (1 — 500 pg/mL) u metilen hloridu su koris¢eni za dobijanje jednacina koje
opisuju zavisnost povrsSine pika i mase. Minimalni koeficijent korelacije iznosio je 0,99. Svi
eksperimenti su izvedeni u tri ponavljanja. Sadrzaj terpenoidnih jedinjenja u lipofilnim
ekstraktima i etarskom ulju izrazen je u mg po g ekstrakta (mg/g), dok je njihov prinos

izrazen u mg po 100 g droge (mg/100 g).
3.6. Eksperimentalni dizajn i optimizacija ekstrakcije

Optimizacija konvencionalne ekstrakcije je vrSena tradicionalnom metodom jedan-
po-jedan-faktor (one-factor-at-a-time), gde je ispitivan uticaj ekstragensa (voda i 20, 40, 60,
80 i 96% etanol) na prinos polifenola (UF i UFI) i antioksidativnu aktivnost ekstrakata Zalfije.

Pritom su ostali parametri ekstrakcije bili konstantni.

Za analizu uticaja parametara savremenih ekstrakcionih tehnika (ultrazvucna,
mikrotalasna, subkriticna i superkritiéna ekstrakcija) na ispitivane odzive i optimizaciju

ekstrakcije SPZ je korid¢ena metoda odzivne povriine (RSM; response surface methodology).
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Svaka primenjena tehnika je posebno isptivana i optimizovana pri ¢emu je ispitan uticaj
najvaznijih parametara procesa na razli¢ite odzive. U svim slucajevima je koriS¢en Box-
Behnken eksperimentalni dizajn sa tri numeri¢ka faktora na tri nivoa. Dizajn se sastojao od
sedamnaest eksperimenata sa pet ponavljanja u centralnoj tacki, osim u slucaju
superkriticne ekstrakcije gde je izvedeno tri eksperimenta u centralnoj tacki. U Tabeli 7 je
prikazan eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim parametrima ekstrakcije za svaku

ispitivanu tehniku.

Tabela 7. Box-Behnken eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim vrednostima

parametara ispitivanih ekstrakcionih tehnika

Ekstrakciona tehnika Nezavisna promenljiva Kodirana vrednost

Realna vrednost
Ultrazvucna ekstrakcija Temperatura [°C] 40 60 80
Vreme ekstrakcije [min] 40 60 80
Snaga ultrazvuka [W/L] 24 42 60
Mikrotalasna ekstrakcija Koncentracija etanola [%] 40 60 80
Vreme ekstrakcije [min] 10 20 30
Odnos rastvarac¢-droga [mL/g] 20 30 40
Ekstrakcija subkriticnom Temperatura [*C] 120 170 220
vodom Vreme ekstrakcije [min] 10 20 30
Koncentracija HCI [%] 0 0,75 1,5
Ekstrakcija superkritiénim CO,  Pritisak [bar] 100 200 300
Temperatura [°C] 40 50 60
Protok CO, [kg/h] 0,2 0,3 0,4

Sve nezavisne promenljive su kodirane tako da budu u opsegu od -1 do 1, u cilju

normalizacije parametara kako bi njihove jedinice bile nebitne (Bas and Boyaci, 2007):

_ (X; — Xo)
=" 2)
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gde X predstavlja kodiranu vrednost, x; realnu vrednost, xo realnu vrednost u centralnoj tacni
i Ax razliku maksimalne i centralne vrednosti nezavisne promenljive. Ispitivani odzivi su

fitovani kvadratnim polinomom prema jednacini (Ferreira i sar., 2007):

Y= + iBiXi +ZS: BuXf + ZZ: 23: BijXiX; (3)
i=1 i=1

i=1 j=i+1

gde je Y odziv, X; i X; su stvarne ili kodirane nezavisno promenljive, a Bo, Bi, Bii,i Bjj su
regresioni koeficijenti za srednju vrednost, linearne, kvardratne i clanove interakcije.
Optimalni uslovi ekstrakcije su odredeni primenom Zeljene funkcije, D (eng. desirability
function) (Derringer i Suich, 1980) i analize linearne regresije, a u tu svrhu je koriséen Design-
Expert v.7 Trial (Stat-Ease, Minneapolis, Minnesota, USA) softver. Rezultati su statisticki
tretirani analizom varijanse (ANOVA), dok je adekvatnost modela odredena koeficijentom
determinacije (R?), koeficijentom varijacije (CV) i p-vrednostima za model i nedostatak
prilagodavanja (lack of fit). U cilju provere predvidenih vrednosti odziva na optimalnim
uslovima ekstrakcije, izvrSena je validacija i eksperimentalno dobijene vrednosti odziva su

poredene sa 95% intervalom poverenja za predvidene vrednosti.
3.7. Dobijanje suvih ekstrakata spray drying tehnikom

3.7.1. Priprema napojne smese

Maceracija

Konvencionalna C/T ekstrakcija, t.j. maceracija, je izvréena primenom optimalne
koncetracije etanola (60%) u cilju poveéanja prinosa polifenola i antioksidativne aktivnosti.
Biljni materijal (200 g) i 60% etanol (4 L) su pomesani u staklenom sudu. Ekstrakcija je
izvrSena na sobnoj temperaturi tokom 5 dana. Sud je intenzivno muékan dva puta dnevno.
Nakon ekstrakcije, ekstrakt je profiltriran kroz filter papir pod vakuumom i u staklenoj boci

cuvan na 4°C do dalje upotrebe.
Destilacija vodenom parom

Destilacija vodenom parom je primenjena u cilju izdvajanja etarskog ulja od
neisparljivin jedinjenja koja se zadrZzavaju u postdestilacionom ostatku. Etarsko ulje je

izdvojeno oficinalnom procedurom koristi¢i aparaturu po Cleavenger-u (Ph. Jug. V). Nakon
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destilacije, posdestilacioni ostatak je ohladen, profiltriran kroz filter papir pod vakuumom i u

staklenoj boci ¢uvan na 4°C do dalje upotrebe.
Ultrazvucna ekstrakcija

Ultrazvucna ekstrakcija je izvedena na aparaturi prethodno opisanoj u Poglavlju
3.4.1.2. Ekstrakcija je izvrSena na optimalnim uslovima koji predvidaju maksimalan prinos

polifenola: temperatura of 75°C, vreme ekstrakcije od 80 min i snaga ultrazvuka od 43 W/L.
Mikrotalasna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija je uradena aparaturi prethodno opisanoj u Poglavlju 3.4.1.3.
Ekstrakcija je radena na optimalnim uslovima koji predvidaju maksimalan prinos polifenola:
koncentracija etanola od 46%, vreme ekstrakcije od 18,7 min i odnos rastvaraé-droga od 20
mL/g. Predvidena optimalna vrednost za odnos rastvarac¢-droga je bila 40 mL/g, medutim,
ekstrakcija je izvrSena pri niZzem odnosu, s obzirom da bi se primenom odnosa od 40 mL/g
dobili ekstrakti sa suviSe malom koncentracijom rastvorenih jedinjenja, Sto ne bi bilo

pogodno za spray drying.
Ekstrakcija subkriticnom vodom

Ekstrakcija subkritichom vodom je izvedena na pilot SarZznom visoko-pritisnom
ekstraktoru (Parr Instrument Company, SAD) sa unutrasnjom zapreminom od 15 L i
maksimalnoj radnoj temperaturi i pritisku od 350°C i 200 bar, koji je povezan sa
temperaturnim kontrolerom (4848BM, Parr Instrument Company, SAD). Ekstrakcija je
izvrSena na optimalnim uslovima koji predvidaju maksimalan prinos polifenola i maksimalnu
antioksidativnu aktivnost: temperatura od 201°C, vreme ekstrakcije od 15,8 min i primena

Ciste vode kao ekstragensa (bez dodatka HClI).
3.7.2. Spray drying

Dobijeni te¢ni ekstrakti SPZ su suseni spray drying tehnikom na poluindustrijskom
uredaju Anhydro spray dryer (APV Anhydro AS, Danska). Ulazne i izlazne temperature svih
sudenja su date u Tabeli 8. Te¢ni ekstrakti SPZ su u spray dryer prebaéeni peristaltickom
pumpom (FH100 Series, Thermo Scientific, USA) protokom 1,36 L/h. Za svaki uzorak je uzeta

ista zapremina uzorka (2 L). Pre susSenja, napojna smesa je zagrejana na 40°C. Za atomizaciju
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tecnih ekstrakata je koriS¢en atomizer sa rotiraju¢im diskom brzine okretanja od 20000 do
21000 o/min. Nakon susenja, odnosno ispravanja rastvaraca, suvi ekstrakt je odvojen od
toplog vazduha u ciklonu i sakupljen u prihvatnom sudu. Svi ekstrakti su suSeni bez i sa
dodatkom nosaca (20%). Maltodekstrin (DE 19,7) je koris¢en kao nosaé. Pre susenja je
rastvor maltodekstrina pomesan sa ekstraktom, homogenizovan i sa meSanjem napojne
smese je nastavljeno tokom celog spray drying procesa. Dobijeni suvi ekstrakti su sakupljeni

u staklene posude i ¢uvani zasti¢eni od vazduha i vlage, na sobnoj temperaturi.

Tabela 8. Vrednosti ulazne i izlazne temperature tokom su3enja ekstrakata SPZ

Uzorak MD? [%] T2 [°C] T [°C]
MAC 0 120-130 76-86
MAC-20 20 120-125 80-90
UAE 0 120-130 80-90
UAE-20 20 120 80

MAE 0 120-130 80-82
MAE-20 20 120-125 80-84
SWE 0 125 74-78
SWE-20 20 120-125 74-82
PHD 0 120-125 74-80
PHD-20 20 120 74-80

® koncentracija maltodekstrina [%],
® ulazna temperatura,
¢ izlazna temperatura.

3.8. Karakterizacija suvih ekstrakata
3.8.1. Hemijska karakterizacija

U suvim ekstraktima SPZ dobijenim spray tehnikom, izvr§eno je odredivanje sadrzaja
ukupnih fenola (UF), ukupnih flavonoida (UFl) i rozmarinske kiseline (RK). Postupci za ova

odredivanja su detaljno opisani u Poglavljima 3.5.1.1., 3.5.1.2.i 3.5.1.3.
3.8.2. Bioloska aktivnost suvih ekstrakata
3.8.2.1. In vitro antioksidativna aktivnost

Postupci za odredivanje antioksidativne aktivnosti suvih ekstrakata SPZ (DPPH, FRAP i

ABTS testovima) su detaljno opisani u Poglavlju 3.5.1.4.
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3.8.2.2. Antimikrobna aktivnost
Sojevi bakterija i kvasaca

KoriS¢eni sojevi bakterija su bili: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 11778,
Listeria ivanovii ATCC 19119, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Staphylococcus
saprophyticus"”, Bacillus cereus”, Listeria monocytogenes” i Enterococcus faecalis” (* —
prirodni izolat). Prirodni izolati iz hrane i vode za pic¢e su identifikovani sistemom Vitek®2
Compact System (BioMérieux, Francuska). KoriS¢eni sojevi kvasaca su bili: Saccharomyces

cerevisiage ATCC 9763 i Candida albicans ATCC 10231.
Skrining antimikrobne aktivnosti

U cilju odredivanja antimikrobne aktivnosti suvih ekstrakata SPZ su koris¢ena dve
razliCite metode: disk-difuziona metoda i odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

(MIC) mikrodilucionom metodom.
Disk-difuziona metoda

Bakterijski sojevi su zasejani na Miller-Hinton agaru (HiMedia, Mumbai, India) i
inkubacija je vrsena na 37°C tokom 24 h i na 30°C tokom 18 h (u slucaju Bacillus cereus ATCC
11778 i Bacillus cereus"). Kvasci su zasejani za Sabouraud Maltose agar (HiMedia, Mumbai,
India) i inkubacija je vrSena na 25°C (Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763) i na 37°C

(Candida albicans ATCC 10231) tokom 48 h.

Celije su suspendovane u sterilnom 0,9% rastvoru NaCl i koncentracija suspenzije je
podesSena na 10° cfu/mL (odredeno na uredaju Densichek; BioMérieux, Francuska). Nakon
toga je izvrSeno zasejavanje otopljenih podloga (18 mL, 45°C) sa 2 mlL suspenzije

mikroorganizama u Petri plocama.

Nakon ocvrséavanja podloga, Cetiri sterilna diska prec¢nika 6 mm (HiMedia, Mumbai,
Indija) su postavljena na inokulisane petri ploce. Diskovi su impregnirani sa 15 uL MAC, UAE,
MAE, SWE ili PHD suvog ekstrakta SPZ rastvorenog u vodi (50 mg/mL). Sterilna destilovana
voda je koris¢ena kao negativna kontrola, dok su rastvori sledecih antibiotika i antimikoritka

koriséeni kao pozitivna kontrola: ACV supplement 1 mg/mL i 0,8 mg/mL (HiMedia, Mumbai,
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Indija) za P. aeruginosa ATCC 27853, aktidion (3 mg/mL) (Acros Organic, New Jersey, USA) za
S. cerevisiae ATCC 9763 i C. albicans ATCC 10231 i CTC (cefotaksim 30 pg i klavulanska
kiselina 10 pg po disku) (HiMedia, Mumbai, Indjia) za sve ostale mikroorganizme. Nakon
inkubacije, izmeren je precnik zone inhibicije koris¢enjem HiAntibiotic Zone ScaleTM

(HiMedia, Mumbai, Indjia). Sva merenja su izvrSena u tri ponavljanja.
Mikro-diluciona metoda

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) ekstrakata SPZ je odredena za Gram-
pozitivhe bakterije koriSenjem mikro-dilucione metode u sterilnim mikrotitar plo¢ama sa
ravnim dnom. Priprema suspenzija mikroorganizama je izvrSena po prethodno objasnjenom
postupku za disk-difuzionu metodu. 1 mL suspenzije (10° cfu/mL) je homogenizovan sa 9 mL
Miller-Hinton agara (HiMedia, Mumbai, Indija). U cilju dobijanja razli¢itih koncentracija u
mikrotitar plo¢ama, 100 pL inokulisane podloge je pomeSano sa 100 uL odgovarajuceg
razblaZenja rastvora SPZ u vodi. Za svaki test je izvr§ena pozitivna i negarivna kontrola. Sve
ploc¢e su inkubirane na 37°C (30°C za Bacillus sojeve). Nakon toga je alikvot od 100 pL
prebacen u Petri plo¢u i homogenizovan sa Plate Count agarom (HiMedia, Mumbai, Indija).
Petri ploce su zatim inkubirane pod istim uslovima kao i mikrotitar ploce, i nakon inkubacije,

uradeno je brojanje kolonija. MIC je zatim izradunat prema sledecoj jednacini:

(Nc — Nt)
MIC = 100 X —— (4)
Nc

gde su N i N; broj ¢elija u pozitivnoj kontroli i uzorku sa ekstraktom SPZ.
3.8.3. Fizicke osobine suvih ekstrakata
3.8.3.1. Efikasnost susSenja

Efikasnost predstavlja odnos mase dobijenog suvog ekstrakta i ocekivane teorijske
mase izraZzene u procentima (%). U laboratorijskim uslovima, proces suSenja se smatra

efikasnim ukoliko je efikasnost vec¢a od 50% (Vidovic i sar., 2014).
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3.8.3.2. Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage u dobijenim suvim ekstraktima odreden je standardnom metodom,
suSenjem uzorka na temperaturi od 105°C do konstantne mase (Ph. Jug. IV) i rezultat je

izraZzen u procentima (%).
3.8.3.3. Higroskopnost

Higroskopnost je odredena merenjem promene masa uzorka koji se nalazio u
eksikatoru u kojoj je prethodno stavljen zasiéen rastvor natrijum hlorida (Vidovi¢ i sar.,
2014). Zasi¢en rastvor natrijumhlorida sluzi da bi povedao relativnu vlaznost vazduha u

eksikatoru. Higroskopnost je merena nakon 48 ¢asova i rezultat je izrazen u procentima (%).
3.8.3.4. Vreme rehidratacije

Rehidratacija suvih ekstrakata se odreduje mesanjem 2 g suvog ekstrakta SPZ i 50 mL
destilovane vode na sobnoj temperaturi i merenjem brzine rastvaranja ekstrakta. Smesa
praha i destilovane vode mesa se u ¢asi od 100 mL magnetnom mesalicom (890 o/min;
magnet dimenzija 2 x 7 mm). Vreme koje je potrebno da se materijal potpuno rastvori u vodi
naziva se vreme rehidratacije i rezultat je izrazen u sekundama (s) (Goula i Adamopoulos,

2008).
3.8.3.5. Indeks apsorpcije vode (WAI) i indeks rastvorljivosti u vodi (WSI)

Indeks rastvorljivosti u vodi (WSI) i indeks adsorpcije vode (WAI) su odredeni tako Sto
je 1,5 g uzorka pomesano sa 15 mL destilovane vode u kiveti za centrifugiranje i inkubirano
tokom 30 minuta u vodenom kupatilu na 30°C. Nakon inkubacije smesa je centrifugirana 15
minuta na 3000 o/min. Supernatant je sakupljen u prethodno izmerene petri ploce i, nakon
suSenja u susnici na 105°C preko nodi, izmerena je masa suvog ostatka. WSI predstavlja
odnos mase osu$enog supernatanta i ukupne suve materije u prvobitnom uzorku (1,5 g)
izrazen u procentima (%). Indeks rastvorljivosti u vodi je pokazatelj degradacije sastojka
praha. WAI predstavlja odnos mase ¢vrstih peleta zaostalih nakon centrifugiranja i ukupne

suve materije u prvobitnom uzorku (1,5 g) izrazen u procentima (%) (Vidovié i sar., 2014).
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3.9. Statisticka analiza

Postupak optimizacije pojedinacnih ekstrakcionih tehnika i statisticka obrada
rezultata vezanih za te¢ne ekstrakte SPZ je detaljno obja$njena u poglavlju 3.6. Statisticka
obrada rezultata vezanih za suve ekstrakte SPZ je izvréena analizom varijanse (ANOVA), a
znacajnost razlike je ocenjena Tukey testom (p < 0,05). Pored toga, za odredivanje korelacije
je izraCunat Pirsonov koeficijent korelacije (r) na nivou znacajnosti p < 0,05. Statisticka

analiza je izrSena koriséenjem statistickog programa Minitab 16 Trial.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Karakterizacija sirovine i konvencionalna C/T ekstrakcija

Kao sirovina u ovom radu je kori$é¢en sporedni proizvod (SPZ) zalfije (Salvia officinalis
L.) koji je dobijen kao sporedni proizvod (precnik cestica biljnog materijala manji od 0,315
mm). U ispitivanom biljnom materijalu sadrZaj vlage je iznosio 7,24 + 0,05%, dok je sadriaj
pepela bio 2,20 + 0,09%, i ove vrednosti se nalaze u granicama propisanim Farmakopejom
(Ph. Jug. IV). Sadrzaj etarskog ulja odreden destilacijom vodenom parom je bio 1,80 £ 0,05%,
$to je u skladu sa sadrzajem etarskog ulja u zalfiji koji se navodi u literaturi (0,7 - 5,2%) (GliSi¢

i sar., 2010).

Rezultati ukupnog prinosa ekstrakcije (Y), kao i prinosa ukupnih fenola (UF) i ukupnih
flavonoida (UFI), u ekstraktima SPZ su prikazani na Slikama 31 i 32. Y u ovim uzorcima je bio
od 2,22 do 8,90% (Slika 31). Najveéi prinos je dobijen korisenjem 60% etanola, dok je u
slucaju kada je kao ekstragens koris¢ena voda, prinos ekstrakcije bio najmanji. U zavisnosti
od odnosa voda-etanol u ekstragensu, UF je bio izmedu 1,761 i 5,872 g GAE/100 g droge, a
UFl od 1,112 do 4,452 g CE/100 g droge (Slika 32). Kao i u slu¢aju prinosa ekstrakcije, najveci
UF i UFl su dobijeni koriséenjem 60% etanola kao ekstragensa. Na osnovu rezultata se moze
zakljuciti da Y, UF i UFl rastu sa poveéanjem udela etanola u ekstragensu, dostizu maksimum
(60% etanol) i zatim opadaju sa daljim povecanjem koncentracije etanola. Antioksidativna
aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom je bila od 18,75 do 64,74
ug/mL (Slika 33). Prema Hamrouni-Sellami i sar. (2013), ekstrakti Zalfije dobijeni maceracijom
metanolom su imali antioksidativnu aktivnost od 3,37 do 10,08 pg/mL, a rezultat je varirao u
zavisnosti od primenjene tehnike suSenja Zalfije. Dok je u ovom radu, kao i kod prinosa
polifenolnih jedinjenja, ekstrakt dobijen 60% etanolom pokazao najvecu aktivnost, voda se
pokazala kao najnepogodniji ekstragens za izolovanje polifenolnih antioksidanata. Prema
Durling i sar. (2007), 55-75% etanol predstavlja najpogodniji rastvara¢ za ekstrakciju

najvaznijih polifenola iz Zalfije, Sto je u skladu sa rezultatima ovog rada.
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Slika 31. Ukupan prinos ekstrakcije SPZ dobijen maceracijom kori$¢enjem vode i

etanola razli¢ite koncentracije kao ekstragensa
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Slika 32. Prinos polifenolnih jedinjenja (ukupnih fenola i ukupnih flavonoida) u ekstraktima
SPZ dobijenih maceracijom kori$éenjem vode i etanola razli¢ite koncentracije kao

ekstragensa
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Slika 33. Antioksidativna aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih maceracijom kori$¢enjem vode i

etanola razli¢ite koncentracije kao ekstragensa odredena DPPH testom
4.2. Ultrazvucna ekstrakcija (UAE)
4.2.1. Provera modela

Kako je konvencionalnom C/T ekstrakcijom dobijen najveéi prinos Y, UF i UFI
koris¢éenjem 60% etanola kao ekstragensa, taj rastvarac je dalje koris¢en za ultrazvucnu
ekstrakciju (UAE). U slucaju UAE ispitivan je uticaj temperature (40, 60 i 80°C), vremena
ekstrakcije (40, 60 i 80 min) i snage ultrazvuka (24, 42 i 60 W/L) na UF i UFI, dok su svi ostali
parametri procesa bili konstantni. Eksperimentalne vrednosti UF i UFl u ekstraktima SPZ
dobijenim UAE su prikazani u Tabeli 9. Dobijeni rezultati su fitovani kvadratnim modelom
drugog reda (jednacina (3)), a za proveru slaganja modela sa eksperimentalnim podacima
koriséena je analiza varijanse (ANOVA) i deskriptivna statistika (koeficijent determinacija i
koeficijent varijacije), a rezultati su prikazani u Tabeli 10. Koeficijent determinacije (R%) je
koriséen kao prvi indikator pogodnosti primenjenog modela i njegova visoka vrednost u
sluc¢aju UF i UFI (0,958 i 0,984) ukazuje na to da primenjeni polinom drugog reda predstavlja
dobru aproksimaciju eksperimentalnih rezultata. Vrednost koeficijenta varijacije (CV) za UF i
UFI je bila 3,95 i 1,98%, Sto ukazuje na relativno male varijacije srednje vrednosti i na dobru
reproduktivnost rezultata. Kako deskriptivna statistika sama ne pruza dovoljno informacija o
slaganju modela, neophodno je primeniti analizu varijanse. Ispitivanje slaganja modela sa

eksperimentalnim vrednostima je izvrSeno FiSerovim testom (F-test) za model i za
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nedostatak prilagodavanja (lack of fit). Dobro slaganje modela sa realnim vrednostima je
potvrdeno sa znacajnim p-vrednostima za model (p<0,05), kao i neznacajnim p-vrednostima
za nedostatak prilagodavanja (p>0,05) (Tabela 10), Sto znaci da disperzija eksperimentalnih
rezultata ne zavisi od modela i u domenu je greske merenja (Myers i sar., 2009). Prema
tome, moze se zakljuiti da primenjeni model predstavlja dobru aproksimaciju
eksperimentalnih rezultata. U cilju odredivanja regresionih koeficijenata u jednacini (3)
primenjena je metoda najmanjih kvadrata. Polinomi koji opisuju ponaSanje UF i UFl u
ispitivanom eksperimentalnom domenu sa izostavljenim koeficijentima ¢iji je uticaj

neznacajan (Tabela 10) su:
UF = 9,25 + 1,24 X; + 0,25 X, — 1,06 X2 (5)
UFl = 6,38 + 10,81 X; + 0,16 X, — 0,44 X? + 0,13 X3 (6)
gde su X;, X, i X3 procesni parametri (temperatura, vreme ekstrakcije i snaga ultrazvuka).

Prinos ekstrakcije UF primenom UAE je bio od 6,220 do 9,903 g GAE/100 g droge
(Tabela 9). Poznato je da S. officinalis predstavlja dobar izvor polifenola i veliki prinos UF
dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom ukazuje na mogucnost upotrebe ovog sporednog
proizvoda za dobijanje visoko-vrednih bioaktivnih jedinjenja. Najmanji prinos UF je dobijen
na temperaturi od 40°C, vremenu ekstrakcije od 60 min i snazi ultrazvuka od 24 W/L, dok je
naveci prinos dobijen na centralnoj tacki (uzorak 17) (Tabela 9). Svi uzorci dobijeni na
temperaturi od 40°C su imali zna¢ajno maniji prinos UF (6,220 — 7,230 g GAE/100 g droge) u
poredenju sa ekstraktima dobijenim na 60 i 80°C (>8,5 g GAE/100 g droge) (Tabela 9). Ovo
ukazuje da se temperatura isti¢e kao najvazniji parametar ultrazvuéne ekstrakcije. Roby i sar.
(2016) su odredili UF u ekstraktima Zalfije dobijenim maceracijom koriS¢enjem metanola,
etanola, dietil etra i n-heksana, kao ekstragensa, i najveci prinos UF je zabeleZen koris¢enjem
etanola i metanola (5,80 i 5,95 mg GAE/g suvog ekstrakta (SE)). Prema Farhat i sar. (2013),
geografski lokalitet u velikoj meri uti¢e na UF u metanolnim ekstraktima S. officinalis (10 — 16
g GAE/100 g droge), medutim, to je zabeleZzeno u uzorcima Zalfije iz Tunisa, dok je uzorak
koris¢éen u ovom radu poreklom iz Crne Gore. Prema tome, prilikom odredivanja sadrzaja
bioaktivnih jedinjenja u jednoj biljnoj vrsti neophodno je imati u vidu da uticaj na njihov
sadrzaj moze da ima geografsko poreklo, ambijentalni uslovi gajenja, kao i razliCite sorte te

biljne vrste. Hossain i sar. (2010) su primenili ubrzanu ekstrakciju (te¢nost pod pritiskom)
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koris¢enjem smeSe rastvaraca metanol-voda (32 — 88%) kao ekstragensa. Optimizovani
uslovi za maksimalan prinos UF (6,16 g GAE/100 g droge) su bili temperatura od 129°C i 60%

metanol kao ekstragens.
4.2.2. Uticaj parametara ultrazvuéne ekstrakcije

Uticaj parametara UAE na prinos UF je prikazan na Slici P1 (Prilog), a znacajnost
njihovog uticaja je odredena na osnovu dobijenih p-vrednosti. Prema rezultatima iz Tabele
10, moze se zakljuditi da linearni i kvadratni ¢lan temperature imaju visoko znacajan uticaj
(p<0,01) na UF, dok je linearni ¢lan vremena ekstrakcije pokazao umereno znacajan uticaj.
Pozitivan uticaj linearnog €¢lana temperature je bio najdominantniji, Sto je i ofekivano s
obzirom da temperatura direktno uti¢e na ubrzavanje prenosa mase difuzijom, izazivajudi
degradaciju biljnog materijala i modifikujudi fizicke osobine primenjenog rastvaraca u smislu
povecanja difuzivnosti i modi rastvaranja (Rami¢ i sar., 2015). To je u skladu sa prethodnim
istrazivanjima vezanim za ultrazvucnu ekstrakciju polifenola iz razlicitih biljnih sirovina, ali u
slicnom eksperimentalnom domenu (Ramié i sar., 2015; Tomsik i sar., 2016). Prema jednacini
(5), kvadratni ¢lan temperature je pokazao znacajan negativan uticaj na UF, Sto znaci da ¢e
prinos UF rasti sa porastom temperature do odredene vrednosti (70 — 75°C) i nakon toga ce
UF poceti da opada usled degradacije polifenola na poviSsenoj temperaturi. Umereno
znacajan uticaj vremena ekstrakcije ukazuje na malo, ali konstantno poveéanje vrednosti UF
sa poveéanjem vremena ekstrakcije u ispitivanom eksperimentalnom domenu. Ovo je u
skladu sa studijom kinetike ultrazvuéne ekstrakcije Zalfije, gde je pokazano da ukupni prinos
ekstrakcije naglo raste u prvih 10 minuta (brza ekstrakcija), a zatim umereno raste sa

povecanjem vremena do 80 min (spora ekstrakcija) (Velickovi¢ i sar., 2006).

Prinos UFl u ekstraktima SPZ dobijenim ultrazvuénom ekstrakcijom je bio izmedu
5,027 i 7,090 g CE/100 g droge. Isti uslovi ekstrakcije na kojima je zabelezena najmanja
vrednost UF (40°C, 60 min i 24 W/L) su doveli i do najmanje vrednosti UFI, sto ukazuje na
dobru korelaciju izmedu uticaja parametara UAE na UF i UFl. | u ovom sluéaju je relativno
mali prinos UFl (<5,464 g CE/100 g droge) zabeleZen na temperaturi od 40°C. Sa druge
strane, najveci prinos UF| je zabeleZzen na temperaturi od 80°C, vremenu ekstrakcije od 80

min i snazi ultrazvuka od 42 W/L.
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Tabela 9. Box-Behnken eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim parametrima ultrazvucne ekstrakcije i eksperimentalno dobijene i

predvidene vrednosti prinosa ukupnih fenola (UF) i ukupnih flavonoida (UFI)

Redni Nezavisne promenljive Odzivi

broj Temperatura Vreme ekstrakcije [min]  Snaga ultrazvuka [W/L] UF UFI
[°C] [g GAE/100 g droge] [g CE/100 g droge]
kodirano realno kodirano realno kodirano realno Eksperimentalno Predvideno Eksperimentalno Predvideno

1 0 60 0 60 0 42 9,061 9,247 6,510 6,375
2 0 60 -1 40 1 60 8,713 8,729 6,560 6,458
3 1 80 -1 40 0 42 8,926 9,064 6,617 6,693
4 0 60 0 60 0 42 8,904 9,247 6,345 6,375
5 0 60 1 80 1 60 9,308 9,347 6,768 6,764
6 -1 40 1 80 0 42 7,230 7,093 5,464 5,387
7 1 80 0 60 1 60 9,195 9,041 6,739 6,765
8 -1 40 -1 40 0 42 6,893 6,778 5,112 5,135
9 0 60 0 60 0 42 9,386 9,247 6,488 6,375
10 -1 40 0 60 1 60 6,848 6,947 5,241 5,321
11 60 0 60 0 42 8,982 9,247 6,223 6,375
12 0 60 -1 40 -1 24 8,690 8,651 6,302 6,306
13 80 0 60 -1 24 9,319 9,221 6,875 6,795
14 0 60 1 80 -1 24 9,049 9,033 6,524 6,626
15 -1 40 0 60 -1 24 6,220 6,740 5,027 5,001
16 1 80 1 80 0 42 9,633 9,746 7,090 7,068
17 60 0 60 0 42 9,903 9,247 6,309 6,375
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Tabela 10. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

Ultrazvucna ekstrakcija Mikrotalasna ekstrakcija
Ukupni fenoli
Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model 0,0005 Model 0,0064"
X, - Temperatura <0,0001" X; — Koncentracija 0,0005"
etanola
X, — Vreme ekstrakcije 0,0760*** X, — Vreme ekstrakcije 0,0393“
X3 — Snaga ultrazvuka 0,4402 X;—0dnos 0,4925
rastvaraé/droga
Xi+ X, 0,6023 X1 X5 0,8749
X1 X3 0,3046 X1 Xs 0,9895
X5 X3 0,7387 X5 X3 0,4792
X 0,0004" X’ 0,0025
X5 0,9257 X5 0,1009
X5 0,1220 X5 0,5894
Lack of fit 0,8463 Lack of fit 0,2245
Ukupni flavonoidi
Clan p-vrednost Clan p-vrednost
Model <0,0001" Model 0,0025
X; - Temperatura < 0,0001* X; — Koncentracija 0,0005*
etanola
X, — Vreme ekstrakcije 0,0089* X, — Vreme ekstrakcije 0,0224**
X3 —Snaga ultrazvuka 0,1406 X;—0dnos 0,0025°
rastvaraé/droga
X X5 0,6371 XX 0,0959
X1 X3 0,1983 X1 X3 0,2332
X; X; 0,9554 Xz X; 0,0126
X7 0,0002" X7 0,0361"
X5 0,0647 X5 0,0966
X5 0,6167 X5 0,4044
Lack of fit 0,4561 Lack of fit 0,1647

" visoko znadajan (p < 0,01)

" znaajan (0,01 < p < 0,05)

™ umereno znatajan (0,05 < p < 0,10)

Prema Gird i sar. (2014), UFl zabeleZzen u ekstraktima Zalfije dobijenim zagrevanjem uz
refluks primenom 70% etanola kao ekstragensa je bio izmedu 1,1323 i 2,0994 g ekvivalenta
rutina (RE)/100 g droge i znacajno je varirao sa vremenom sakupljanja biljnog materijala.
Prema Velickoviéu i sar. (2011), UFl u ekstraktima Zalfije dobijenim ultrazvu¢nom

ekstrakcijom je bio 59,6 i 63,2 mg RE/g suvog ekstrakta, u zavisnosti od primenjenog
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rastvaraca (metanol i 70% etanol). Poredenjem prinosa UFI dobijenog konvencionalnom C/T
ekstrakcijom (Slika 32) i ultrazvuénom ekstrakcijom (Tabela 9), moZe se zakljuditi da
upotreba ultrazvuka u velikoj meri utiCe na povecanje prinosa ovih jedinjenja. Medutim,
Velickovi¢ i sar. (2011) su utvrdili da ne postoji znac¢ajna razlika izmedu UFI u ekstraktima

zalfije dobijenih konvencionalnom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom.

Prema rezultatima ANOVA (Tabela 10) mozZe se uociti da linearni ¢lanovi temperature
i vremena ekstrakcije, kao i kvadratni ¢lan temperature imaju znacajan uticaj na UFl. Oba
linearna ¢lana imaju pozitivan uticaj na UFI (Slika P2; Prilog), sto ukazuje na to da ce
produZena ekstrakcija na povisenoj temperaturi biti neophodna za potpunu ekstrakciju
flavonoida, sto je u skladu sa prethodnim radovima (Rami¢ i sar., 2015; TomSik i sar., 2016).
Medutim, najveca ispitivana temperatura (80°C) nece biti optimalna za ekstrakciju

flavonoida s obzirom na znacajan negativan uticaj kvadratnog ¢lana temperature (Tabela 10).
4.2.3. Optimizacija procesa

U cilju simultanog povecanja prinosa UF i UFIl, za optimizaciju je koriséena Zeljena
funkcija (desirability function) (Derringer, 1980). Predvideni optimalni uslovi za povecanje
prinosa UF i UFl su prikazani u Tabeli 11. Prema tome, najveci prinos UF i UFI ée biti ostvaren
na temperaturi od 75,4°C, vremenu ekstrakcije od 80 min i snazi ultrazvuka od 42,54 W/L.
Optimizovani uslovi su bili u skladu sa analizom metode odzivne povrsine i ANOVE (Tabela
10). Moze se zakljuciti i da UAE obezbeduje znacajno povecanje prinosa polifenola u
poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom. Pored toga, druge prednosti ove metode su
relativno niski operativni troSkovi i moguénost scale up-a na industrijski nivo. U cilju
eksperimentalne provere predvidenih optimalnih uslova, izvriena je ekstrakcija SPZ pri tim
uslovima i uoceno je dobro slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. To znaci da su
dobijeni polinomni modeli (jednicine (5) i (6)) verifikovane i da mogu da se adekvatno koriste

za opisivanje procesa ultrazvuéne ekstrakcije u okviru ispitivanog eksperimentalnog domena.
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Tabela 11. Optimalni uslovi ultrazvucne i mikrotalasne ekstrakcije i simultana maksimizacija

sadrzaja ukupnih fenola i ukupnih flavonoida

Ekstrakciona tehnika

Optimizovani uslovi

Predvidena vrednost

Eksperimentalno

Ultrazvucna
ekstrakcija

Temperatura:
75,4 °C

Vreme ekstrakcije:
80 min

Snaga ultrazvuka:
42,54 W/L

odziva’
UF=9,876+0,584
g GAE/100 droge
UFI=7,052 £ 0,209
g CE/100 g droge

dobijen odziv"™

UF =9,881 + 0,157

g GAE/100 g droge
UFI=6,997 0,341 g
CE/100 g droge

Mikrotalasna
ekstrakcija

Koncentracija etanola:
46,2%

Vreme ekstrakcije:
18,7 min

Odnos rastvarac/droga:

40 mL/g

UF=10,105 £ 0,685
g GAE/100 g droge
UFl =7,802 £ 0,338
g CE/100 g droge

UF=10,379+0,193
g GAE/100 g droge
UFI = 7,544 + 0,098 g
CE/100 g droge

" predvidena vrednost odziva + 5% interval poverenja

™ srednja vrednost + standardno odstupanje (n=4)

4.3. Mikrotalasna ekstrakcija

4.3.1. Provera modela

Primenom mikrotalasne ekstrakcije (MAE) ispitan je uticaj koncentracije etanola (40,

60 i 80%), vremena ekstrakcije (10, 20 i 30 min) i odnosa rastvarac-droga (20, 30 i 40 mL/g)

na prinose UF i UFI, dok su svi ostali parametri procesa bili konstantni. Ekseprimentalno

dobijene vrednosti UF i UFI u ekstraktima SPZ dobijenim MAE su date u Tabeli 12. Prvi

indikator dobrog slaganja polinoma drugog reda sa eksperimentalnim podacima su velike

vrednosti R? (0,910 i 0,932) i male vrednosti CV (3,95 i 1,98%) za UF i UFI. Adekvatnost

modela je potvrdena i FiSerovim testom modela (p<0,01) i nedostatka prilagodavanja

(p>0,05). Prema tome, moze se zakljuciti da primenjeni kvadratni model predstavlja dobru

aproksimaciju eksperimentalnih rezultata i u sluéaju mikrotalasne ekstrakcije. Jednacine koje

opisuju ponasanje UF i UFl u ispitivanom eksperimentalnom domenu sa izostavljenim

koeficijentima Ciji je uticaj neznacajan (Tabela 10) su:

UF =9,75-0,89X; + 0,37 X, — 0,92 X?

(7)

UFl = 7,25 — 0,44 X; + 0,21 X, + 0,33 X5 — 0,34 X,X5 — 0,26 X2 + 0,19 X2 (8)
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gde su Xy, X, i X3 procesni parametri mikrotalasne ekstrakcije (koncentracija etanola, vreme

ekstrakcije i odnos rastvarac-droga).

Prinos UF je u slucaju MAE bio izmedu 7,012 i 10,283 g GAE/100 g droge, u zavisnosti
od primenjenih eksperimentalnih uslova. U poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom
(Slika 33), moze se zakljuciti da MAE pruza izvesne prednosti u pogledu povecanja prinosa
polifenolnih jedinjenja (Tabela 12). Najveéi prinos UF je zabeleZen u uzorku 5 (centralna
tacka) koji je dobijen pri slede¢im eksperimentalnim uslovima: 60% etanol, 20 min i 30 mL/g.
U poredenju sa ultrazvuénom ekstrakcijom (Tabela 9), moZe se uociti da mikrotalasna
ekstrakcija pruza umereno povecanje prinosa UF. Glavni razlog za to je primena veceg
odnosa rastvarac-droga (20 — 40 ml/g), u poredenju sa ultrazvuénom ekstrakcijom (20
mL/g). Veci odnos rastvarac-droga dovodi do povecéanja koncentracionog gradijenta izmedu
¢vrste (biljni materijal) i tecne (rastvarac) faze i samim tim omogucava potpunije iscrpljenje
bilinog materijala. Prema tome, moze se ocekivati da bi i prinos UF porastao i u slu¢aju UAE,
kada bi se poveéao odnos rastvarac-droga. Dragovié-Uzelac i sar. (2012) su izvrsili MAE S.
officinalis na sliénim eksperimentalnim uslovima i utvrdili su da se najvedi prinos UF (4,70 g
ekvivalenta rozmarinske kiseline (RAE)/100 g droge) dobija pri slede¢im eksperimentalnim
uslovima: 30% etanol, 8 min, 500 W. Dent i sar. (2013) su ispitivali uticaj koncentracije
etanola, vremena ekstrakcije i temperature na prinos UF u ekstraktima Zalfije dobijenim
mikrotalasnom ekstrakcijom i najveéi prinos UF (6,278 g RAE/100 g droge) je postignut na
temperaturi od 60°C, vremenu ekstrakcije od 30 min i koris¢enjem 30% etanola kao
ekstragensa. Pored toga, odreden je hemijski sastav polifenolnih jedinjenja i zakljuceno je da
su dominantna jedinjenja u ekstraktima Zzalfije derivati fenolnih kiselina (rozmarinska,
karnozinska, kafena, ferulna, cimetna i hlorogenska kiselina) i flavonoidi (derivati luteolina i
apigenina) (Hossain i sar., 2010; Dragovi¢-Uzelac i sar., 2012; Dent i sar., 2013; Roby i sar.,

2013).
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Tabela 12. Box-Behnken eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim parametrima mikrotalasne ekstrakcije i eksperimentalno dobijene i

predvidene vrednosti prinosa ukupnih fenola (UF) i ukupnih flavonoida (UFI)

Nezavisne promenljive

broj Koncentracija Vreme ekstrakcije Odnos rastvarac- UF UFI
etanola [%] [min] droga [mL/g] [g GAE/100 g droge] [g CE/100 g droge]
kodirano  realno  kodirano realno  kodirano realno Eksperimentalno Predvideno Eksperimentalno Predvideno

1 0 60 0 20 0 30 9,642 9,750 6,997 7,253
2 0 60 0 20 0 30 9,440 9,750 7,312 7,253
3 -1 40 1 30 0 30 9,946 9,740 7,366 7,264
4 0 60 0 20 0 30 9,845 9,750 7,377 7,253
5 60 0 20 0 30 10,283 9,750 7,334 7,253
6 -1 40 -1 10 0 30 8,597 8,934 7,366 7,235
7 0 60 1 30 -1 20 9,757 9,902 7,312 7,193
8 1 80 -1 10 0 30 7,012 7,217 5,857 5,959
9 1 80 0 20 1 40 8,217 8,156 6,886 6,665
10 1 80 0 20 -1 20 7,747 7,939 6,280 6,269
11 0 60 -1 10 -1 20 9,252 8,854 6,187 6,097
12 0 60 1 30 1 40 9,407 9,805 7,087 7,177
13 -1 40 0 20 1 40 10,126 9,934 7,803 7,815
14 -1 40 0 20 -1 20 9,667 9,728 6,667 6,889
15 60 -1 10 1 40 9,519 9,374 7,316 7,435
16 0 60 0 20 0 30 9,541 9,750 7,247 7,253
17 1 80 1 30 0 30 8,226 7,889 6,639 6,770
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4.3.2. Uticaj parametara MAE

Ispitivanjem analize uticaja procesnih parametara moze se uociti da su linearni i
kvadratni ¢lanovi koncentracije etanola pokazali visoko znacajan uticaj na prinos UF, a pored
toga i linearni ¢lan vremena ekstrakcije je pokazao znacdajan uticaj (Tabela 10). Prema
jednacini (7), linearni ¢lan koncentracije etanola je pokazao negativan uticaj na prinos UF.
Medutim, kvadratni ¢lan koncentracije etanola je, takode, pokazao negativan uticaj, Sto
znaci da ée prinos UF opadati kako se koncentracije etanola priblizava 40%. U skladu sa tim,
moZe se oCekivati da koncentracija bliska 40% bude optimalna za ekstrakciju polifenola. To
potvrduje i ¢injenica da se MAE Zalfije sa 30% etanolom kao ekstragensom ostvaruje vedi
prinos UF u poredenju sa primenom 50% etanola (Dent i sar., 2013). Kao i kod ultrazvuc¢ne
ekstrakcije, i ovde se moze uoditi pozitivan linearan uticaj vremena ekstrakcije. Medutim,
nakon odredenog vremena, prinos UF ¢e poceti da opada usled degradacije polifenola
(Dragovi¢-Uzelac i sar., 2012; Dent i sar., 2013). Uticaj parametara mikrotalasne ekstrakcije

na prinos UF je prikazan na Slici P3 (Prilog).

Sto se tice flavonoida, najvedi prinos ovih jedinjenja u ekstraktima SPZ dobijenih MAE
je bio 7,803 g CE/100 g droge i ostvaren je sa 40% etanolom, vremenu ekstrakcije od 20 min i
pri odnosu rastvara¢-droga 40 mL/g. Najmanji prinos UFl (5,857 g CE/100 g droge) je
zabeleZen pri sledeé¢im eksperimentalnim uslovima: 80% etanol, 10 min, 30 mL/g rastvarac-
droga. Kao i u slucaju UF, i ovde se moze zakljuliti da savremene ekstrakcione tehnike
(ultrazvu¢na i mikrotalasna) obezbeduju znacajno povecdanje prinosa UFl u odnosu na
konvencionalnu ekstrakciju. Pored toga, moze se uociti da flavonoidi ¢ine najveci deo frakcije
ukupnih fenola (>60%) (Tabela 12). To je u skladu sa prethodnim istrazivanjima gde je
zabelezeno da MAE Zalfije obezbeduje prinos UFI od 1,61 g/100 g droge, za razliku od
konvencionalne ekstrakcije gde je prinos UFl bio oko 3 puta niZi (0,54 g/100 g droge)
(Dragovi¢-Uzelac i sar., 2012). U poredenju sa prethodnim istrazivanjima mikrotalasne
ekstrakcije (Dragovié-Uzelac i sar., 2012; Dent i sar., 2013), prinos UFI koji je ostvaren u
okviru ovog rada je bio znacajno vedéi. Razlog za to je manje selektivna primenjena analiticka
tehnika u okviru ovog rada (spektrofotometrija) u poredenju za prinosom UFl izrazenim kao

suma prinosa pojedinaénih flavonoida odredenih HPLC metodom.
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Prema rezultatima ANOVA iz Tabele 10, moze se uociti da svi linearni ¢lanovi
pokazuju znacajan uticaj na vrednost UFI, dok je uticaj linearnog ¢lana koncentracije etanola
i odnosa rastvara¢-droga visoko znacajan (p<0,01), a linearni ¢lan vremena ekstrakcije
umereno znacajan (p<0,05). Vreme ekstrakcije i odnos rastvara¢-droga su pokazali pozitivan
uticaj, dok je uticaj koncentracije etanola na prinos UFl negativan. Prema tome, moze se
zakljuciti da se flavonoidi Zalfije bolje ekstrahuju polarnijim smeSama rastvaraca, odnosno,
kada je udeo etanola u smesi etanol-voda manji. Negativan uticaj kvadratnog c¢lana
koncentracije etanola je u skladu sa prethodnim istrazivanjima vezanim za mikrotalasnu
ekstrakciju flavonoida (Silva i sar., 2007). To ukazuje na to da prinos UFI raste sa smanjenjem
koncentracije etanola, dostize svoj maksimum i ponovo pocinje da opada kako se
koncentracija etanola u ekstragensu blizi 40% (Slika P4; Prilog). To je u skladu i sa
prethodnim istrazivanjima vezanim za mikrotalasnu ekstrakciju flavonoida Zalfije, gde je

ustanovljeno da sa opadanjem koncentracije etanola raste prinos UFl (Dent i sar., 2013).
4.3.3. Optimizacija procesa

Odredivanjem optimalnih uslova za simultano povecéanje prinosa UF i UFl u procesu
MAE SPZ zakljuéeno je da su najpogodniji uslovi za ekstrakciju polifenolnih jedinjenja: 46,2%
etanol kao ekstragens, vreme ekstrakcije of 18,7 min i odnos rastvarac¢-droga od 40 mL/g. U
cilju provere predvidenih eksperimentalnih uslova, izvrSena je mikrotalasna ekstrakcija na
optimalnim uslovima i zaklju¢eno je vrlo dobro slaganje eksperimentalno dobijenih i
predvidenih vrednosti (Tabela 11). Na ovaj nacin je predlozeni matematicki model
verifikovan kao odgovarajuéa prezentacija modela ekstrakcije UF i UFI u okviru ispitivanog

eksperimentalnog domena.

4.3.4. Antioksidativna aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih ultrazvuénom i mikrotalasnom

ekstrakcijom

Neravnoteza izmedu proizvodnje slobodnih radikala i antioksidanata u organizmu
moze da dovede do stanja poznatog kao oksidativni stres (Wen i sar., 2013), koji karakterise
nastajanje slobodnih radikala u koje spadaju reaktivne kiseonic¢ne vrste (ROS), reaktivne
azotne vrste (NOS), ugljenikovi i sumporni radikali (Wu i sar., 2013). ROS, kao S$to su
superoksid anjon (0,7), hidroksil ("OH), peroksil radikal (ROO®) i vodonik peroksid (H,0,)

mogu da indukuju oksidativhu degradaciju proteina, nezasi¢enih masnih kiselina, ugljenih
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hidrata i nukleinskih kiselina, Sto dalje moZe da dovede do raznih patofizioloskih stanja kao
Sto su ateroskleroza, kardiovaskularna oboljenja, artritis, astma, Parkinsonova i
Alchajmerova bolest, autoimuna oboljenja i kancer (Sindhi i sar., 2016). Antioksidanti
predstavljaju jedinjenja koja mogu da uspore ili da potpuno zaustave negativne efekte
slobodnih radikala. Sekundarni metaboliti biljaka iz polifenolne grupe jedinjenja pokazuju
jaku antioksidativnu aktivnost zahvaljujuci njihovoj strukturi. Ova jedinjenja su sposobna da
neutraliSu slobodne radikale prenosom elektrona ili atoma vodonika, kompleksiranjem i
redukcijom prelaznih metala, inhibicijom oksidativnih enzima i regeneracijom esencijalnih
vitamina (Sharma, 2013). Imajué¢i u vidu ulogu oksidativhog stresa u razvoju ozbiljnih
hroni¢nih oboljenja, neophodno je ispitati antioksidativnu aktivnost ekstrakata SPZ i
povezanost ove aktivnosti sa sadrzajem polifenolnih jedinjenja. S obzirom da antioksidanti
mogu da ostvare svoj efekat na razliite nacine, neophodno je primeniti razlicite testove
kako bi se odredio antioksidativni potencijal biljnih ekstrakata ili Cistih jedinjenja (Sharma,
2013). Prema tome, ekstraktima SPZ dobijenim ultrazvuénom i mikrotalasnom ekstrakcijom

je odredena redukciona moc¢ i kapacitet hvatanja DPPH i superoksid anjon radikala.

Kapacitet hvatanja DPPH radikala odreden u ekstraktima SPZ, izraien kao ICso
vrednost, je bio od 9,02 do 21,44 pg/mL i od 10,40 do 17,24 pg/mL, za ekstrakte dobijene
ultrazvuénom i mikrotalasnom ekstrakcijom (Tabela 13). Najveca antiokisativna aktivnost
prema DPPH radikalima u ekstraktima dobijenim UAE (9,02 pug/mL) je zabeleZzena u uzorku 3
dobijenom na temperaturi of 80°C, vremenu ekstrakcije od 40 min i snazi ultrazvuka od 42
W/L, dok je u slucaju mikrotalasne ekstrakcije najve¢a antioksidativna aktivnost (10,40
ug/mL) dobijena pri sledeéim procesnim parametrima: 40% etanol, 30 min i odnos rastvarac-
droga 30 mL/g. Pored toga, zabeleZena je umerena negativna korelacija (p<0,05) izmedu ICs
vrednosti i sadrzaja polifenola (r=-0,612 i r=-0,590 za UF i UFI) (Tabela P5; Prilog), Sto ukazuje
na povezanost polifenolnih jedinjenja sa antioksidativnim efektima. Takode, svi ekstrakti SPZ
dobijeni mikrotalasnom i ultrazvuénom ekstrakcijom su pokazali vec¢u aktivnost od sintetickih
antioksidanata koji su komercijalno dostupni (propil galat i butilovani hidroksitoluen) (Tabela
13). To znaci da bi ovi ekstrakti mogli da posluze kao alternativa propil galatu i butilovanom
hidroksitoluenu, za koje se zna da poseduju odredene neZeljene efekte (Pop i sar., 2013).
Jeshvaghani i sar. (2015) su odredili ICso vrednost (233,0 pug/mL) ekstrakta S. officinalis

dobijenog konvencionalnom C/T ekstrakcijom metanolom, $to predstavlja relativno visoku
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vrednost. To ukazuje da upotreba savremenih ekstrakcionih tehnika (mikrotalasna i
ultrazvuéna ekstrakcija) moZe da dovede do znacajnog poveéanja antioksidativnog
kapaciteta ekstrakata SPZ. Medutim, prema Veli¢kovi¢u i sar. (2011), ne postoji znacajna
razlika u antioksidativnoj aktivnosti prema DPPH radikalima ekstrakata Zalfije dobijenih
konvencionalnom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom. S obzirom da sadrzaj polifenola varira sa
geografskim poreklom biljke, Farhat i sar. (2013) su utvrdili da i antioksidativna aktivnost

metanolnih ekstrakata Zalfije zavisi od ovog faktora.

lako nije zabeleZena znacajna razlika u prinosu UF i UFI, kao i u kapacitetu ,hvatanja“
DPPH radikala, izmedu ekstrakata SPZ dobijenih ultrazvu¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom,
sposobnost redukcije Fe** (FRAP) ekstrakata dobijenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom (124,1 —
221,0 mg AAE/g droge) je bila priblizno duplo veca u poredenju sa ekstraktima dobijenim
primenom MAE (68,19 — 92,57 mg AAE/g DW) (Tabela 13). Ova pojava se moZe objasniti
potencijalnom oksidacijom odredenih antioksidanata do koje moZe da dode pri intenzivnim
uslovima tokom mikrotalasne ekstrakcije. Najveéa redukciona mocée ekstrakata SPZ dobijenih
ultrazvuc¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom je bila 221,0, odnosno 92,57 mg AAE/g droge i
ostvarena je na centralnim tackama oba eksperimentalna dizajna (Tabele 9 i 12). Prema
Pirsonovim koeficijentima korelacije (r) iz Tabele P5 (Prilog), postoji dobra korelacija izmedu
prinosa polifenolnih jedinjenja i redukcione modi (p<0,05), koja je bila ve¢a u slucaju
ultrazvuéne ekstrakcije. Prema podacima iz literature, redukciona mo¢ ekstrakata Zzalfije
dobijenih konvencionalnom ekstrakcijom je 167 uM Trolox/100 g droge (Wojdyto i sar.,
2007)i 178,65 — 197,33 mM Fe(ll)/mg (Farhat i sar., 2013), dok je ova vrednost u ekstraktima
dobijenih smeSom metanol-voda pod pritiskom bila od 5,84 do 20,34 g Trolox/100 g droge
(Hossain i sar., 2010).

Sposobnost ,hvatanja“ superoksid anjon radikala (0,") u ekstraktima SPZ dobijenih
savremenim ekstrakcionim tehnikama, izrazena kao ICso vrednost, je prikazana u Tabeli 13. U
slucaju ultrazvuéne ekstrakcije, ekstrakt koji je pokazao najvecu aktivnost, tj. najmanju ICsq
vrednost (34,03 pug/mL), je dobijen na temperaturi od 40°C, vremenu ekstrakcije od 60 min i
pri snazi ultrazvuka 24 W/L, $to predstavlja relativno ,blage” uslove ekstrakcije u poredenju
sa optimalnim uslovima za ekstrakciju UF i UFl. To ukazuje na slabu korelaciju antioksidativne
aktivnosti prema O," radikalima i sadrZaja polifenolnih jedinjenja, $to je i potvrdeno malim

koeficijentima korelacije (Tabela P5; Prilog). Sa druge strane, u ekstraktima SPZ dobijenim
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mikrotalasnom ekstrakcijom, najveéu aktivhost prema O, radikalima pokazao je uzorak
dobijen pri slede¢im uslovima: 60% etanol, vreme ekstrakcije od 20 min i odnos rastvarac-
droga 30 mL/g. S obzirom da je uocdena slaba korelacija izmedu ove aktivnosti i sadrzaja
polifenola (p>0,05), moze se zakljuciti da i druga jedinjenja mogu da ostvare neutralizaciju
0, radikala. Propil galat je pokazao jake izraZzeno antioksidativnho delovanje prema ovim
radikalima (17,00 pg/mL) od ekstrakata SPZ dobijenih savremenim ekstrakcionim tehnikama
(>34,03 pg/mL). Fenolni diterpeni, uglavnom derivati karnozinske kiseline, su okarakterisani
kao jedinjenja Zalfije sa najizrazenijom antioksidativhom aktivnos¢u (Babovi¢ i sar., 2010).
Prema Lu i Foo (2001), kafena i rozmarinska kiselina su najvaznija jedinjenja Zalfije
odgovorna za neutralizaciju O," radikala i pokazuju oko 15-20 puta vecu aktivnost u odnosu

na Trolox.

Na osnovu rezultata in vitro analize antioksidativne aktivnosti ekstrakata Zalfije,
dobijenih ultrazvu¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom, mozZe se zakljuditi da su ispitivani
ekstrakti pokazali visoku aktivnost neutralizacije DPPH i O," radikala, kao i mo¢ redukcije
Fe3+jona. Na ovaj nacin je povrdeno da sporedni proizvod bez upotrebne vrednosti, tj. SPZ iz
fabrike caja, predstavlja visoko-vrednu sirovinu koja moze biti iskoriSéena u prehrambenoj ili

farmaceutskoj industriji.
4.3.5. HPLC analiza ekstrakata

HPLC analiza ekstrakata SPZ dobijenih konvencionalnim i savremenim ekstrakcionim
tehnikama na optimalnim uslovima (Tabele 9 i 12) je izvrSena u cilju odredivanja prinosa
glavnih fenolnih kiselina, posebno rozmarinske kiseline. Prema rezultatima iz Tabele 14,
moze se uoCiti da i ultrazvucna i mikrotalasna ekstrakcija obezbeduju znadajno povecanje
(oko 2 puta) prinosa rozmarinske kiseline u odnosu na konvencionalni postupak ekstrakcije.
To ukazuje na opravdanost upotrebe savremenih tehnika u cilju iskori$¢enja SPZ kao sirovine
za dobijanje vazinih bioaktivnih jedinjenja. Znacajno povecanje u pogledu prinosa je
zabeleZzeno samo u sluéaju rozmarinske kiseline, dok su u sluéaju kafene, p-kumarinske i
ferulne kiseline razlike u prinosima bile neznacajne. Medutim, u poredenju sa drugim
fenolnim kiselinama, sadrzaj rozmarinske kiseline je bio neuporedivo veéi u svim ispitivanim

ekstraktima (Tabela 14).
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Tabela 13. Antioksidativna aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih ultrazvuénom i mikrotalasnom ekstrakcijom

Ultrazvucna ekstrakcija

Mikrotalasna ekstrakcija

DPPH’ FRAP 0, DPPH’ FRAP 0,

[ng/mL] [mg AAE/g] [ng/mL] [ng/mL] [mg AAE/g] [ng/mL]
1 9,76 + 0,3787 221,0 9,441 41,76 + 2,093 12,40 + 0,525 92,57 + 4,234 52,30 + 0,537
2 16,51 + 0,6126 184,9 + 3,056 53,44 + 2,977 11,88 + 0,165 86,49 + 4,007 43,64 +2,708
3 9,02 + 0,4864 207,8 + 8,581 42,07 + 3,230 10,40 + 0,213 90,59 + 0,552 4527 +2,732
4 11,57 + 0,2348 190,4 + 8,514 48,37 + 3,020 12,85 + 0,922 80,72 + 3,501 65,32+ 3,917
5 10,35 + 0,3525 196,3 + 19,25 42,44 + 2,023 13,25 + 0,474 74,98 + 0,767 54,49 + 2,149
6 21,44 +2,1247 167,1 + 9,025 50,66 + 1,292 11,18 + 0,478 83,16 + 1,899 55,65 + 0,459
7 9,29 + 0,8527 194,8 + 11,69 37,99 + 1,579 13,34 + 0,444 81,48 + 2,419 66,57 + 4,779
8 13,89 + 1,3693 148,6 + 6,764 72,88 + 3,197 16,38 + 0,639 68,19 + 4,349 59,97 + 0,828
9 10,22 + 0,5164 195,9 + 7,796 66,49 + 0,989 15,19 + 0,355 68,41 + 3,403 95,48 + 1,329
10 12,30 + 0,4074 176,3 + 8,014 71,18 + 4,151 17,24 + 0,587 71,43 + 2,538 85,04 + 5,042
11 11,03 + 0,723 183,7 + 4,675 41,19 + 0,393 14,12 + 0,828 76,39 + 1,640 53,89 + 3,831
12 10,35 + 0,7944 211,2+ 11,44 71,66 + 2,761 13,66 + 0,566 75,84 + 1,438 56,28 + 3,206
13 11,49 + 0,6677 199,9 + 17,41 55,44 + 5,510 11,40 + 0,605 84,04 +1,938 59,46 + 1,478
14 10,73 + 00,3736 170,1 + 8,674 34,34 +1,871 15,07 + 0,503 85,39 + 4,046 69,09 + 2,588
15 15,41 +0,7871 124,1 + 9,799 34,03 £2,136 13,67 + 0,226 79,83 + 1,562 48,73 + 0,947
16 10,49 + 0,1957 203,1+ 11,89 38,93 + 3,438 13,03 + 0,836 85,19 + 0,980 59,34 + 2,566
17 11,89 + 0,9599 190,6 + 8,252 81,09 + 1,351 15,20 + 0,478 71,03 + 4,171 65,35 + 5,197
PG 24,99 + 0,300 17,00 + 1,000
BHT 50,77 + 4,000
" propil galat

** butilovani hidroksitoluen
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Tabela 14. Prinos dominantnih fenolnih kiselina u ekstraktima dobijenim maceracijom (60%

etanol) i optimizovanim postupcima ultrazvuéne i mikrotalasne ekstrakcije

Jedinjenje

Ekstrakciona tehnika

Maceracija Ultrazvucna ekstrakcija Mikrotalasna
ekstrakcija
Prinos [mg/100 g droge]
Kafena kiselina 33,69 30,93 18,07
p-Kumarinska kiselina 5,40 5,03 5,53
Ferulna kiselina 13,14 14,08 4,72
Rozmarinska kiselina 840,43 1.623,21 1.724,81

4.4. Ekstrakcija subkritichom vodom

Eksperimentalno dobijene vrednosti prinosa ekstrakcije, UF, UFI, kao i parametara
antioksidativne aktivnosti, u ekstraktima SPZ dobijenim ekstrakcijom subkritic(nom vodom
(SWE) pod razlic¢itim uslovima procesa (temperatura, vreme ekstrakcije i koncentracija HCl)
su date u Tabeli 15. Prvobitno koris¢en eksperimentalni dizajn za ekstrakciju semena
korijandera sa temperaturom, pritiskom i vremenom ekstrakcije kao nezavisno promenljivim
procesnim parametrima (Zekovi¢ i sar., 2014) je promenjen na taj nacin Sto je pritisak
zamenjen koncentracijom HCl kao nezavisna promenljiva. Prethodno je ustanovljeno da
uticaj pritiska na ekstrakciju polifenola i antioksidativnu aktivnost ekstrakata moze biti
zanemaren kao procesni parametar u SWE (Mustafa i Turner, 2011; Zekovic¢ i sar., 2014).
Prema tome, HCl (koncentracije 0, 0,75 i 1,5%) je dodata kao nezavisna promenljiva u cilju
potencijalne hidrolize vezanih polifenola i aglikona iz njihovih flavonoidnih glikozida (Ravber i
sar., 2015). Temperaturni profili svake ekstrakcije su prikazani na Slici P6 (Prilog). Moze se
uociti da svi eksperimenti izvrSeni na istim temperaturama imaju veoma slicne temperaturne
rezime tokom zagrevanja, stacionarne faze i hladenja. Trenutak kada temperatura dostize
stacionarnu fazu (120+2°C; 170+2°C ili 2204+2°C) predstavlja pocetak ekstrakcije i vreme
ekstrakcije je mereno od tog trenutka do pocetka hladenja. Faza zagrevanja je trajala 18, 23 i
29 min za ekstrakcije izvrSene na 120, 170 i 220°C, dok je hladenje u ledenom kupatilu bilo
priblizno 10 min u svim slucajevima (Slika P6; Prilog). Efikasnost ekstrakcije, koja je odredena
kao ukupan prinos ekstrakcije (Y), je bila izmedu 26,04 i 45,48% (Tabela 15). U poredenju sa

konvencionalnom ekstrakcijom (Slika 32), moze se zakljuciti da subkriticna voda kao
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ekstragens u velikoj meri dovodi do povecanja Y, Sto je i oCekivano, jer uslovi pri kojima se
ovaj proces odvija omogucavaju znatno brzu difuziju supstanci iz biljnog materijala u tecnu

fazu.
4.4.1. Provera modela

Eksperimentalne vrednosti odziva su fitovane kvadratnim polinomom (jednacina (3)) i
metoda najmanjih kvadrata je kori$¢ena za odredivanje regresionih koeficijenata za linearne,
kvadratne i interakcijske ¢lanove. Rezultati ANOVA i deskriptivne statistike za sve ispitivane
odzive su dati u Tabeli 16. Na osnovu statisti¢kih parametara (R* i CV) se moze zakljuditi da
kvadratni model predstavlja dobru aproksimaciju svih odziva. To je potvrdeno i F-testom, s
obzirom da su p-vrednosti u svim slucajevima bile manje, odnosno veée od 0,05 za model i
nedostatak prilagodavanja. Na taj nacin je potvrdena konstantna greska modela koja zavisi
samo od eksperimentalnog merenja. Pored toga, dobra reproduktivnost (CV<10%) je
postignuta za sve odzive, osim za ICsg gde umereno povisena vrednost CV (14,80%) ukazuje
na mogucnost zavisnosti greske od merenja i primenjenog modela (Myers i sar., 2009). Sli¢ni
statistiCki parametri su zabeleZeni i u drugim slucajevima ekstrakcije polifenola iz biljnog
materijala pomocu subkriticne vode (Kim i Mazza, 2006; Zekovié i sar., 2014), Sto ukazuje na

moguénost primene kvadratnog modela za fitovanje rezultata.
4.4.2. Uticaj parametara SWE

Eksperimentalno dobijene vrednosti prinosa UF u ekstraktima SPZ dobijenim
ekstrakcijom vodom u subkriticnom stanju su bile od 4,1373 do 7,8255 g GAE/100 g droge
(Tabela 15). Prinos u ekstraktima dobijenim na najnizoj ispitivanoj temperaturi (120°C) je bio
najmanji. Prinos UF primenom SWE je bio manji od prinosa dobijenog maceracijom samo u
uzorcima 3, 13 i 15, medutim, neophodno je uzeti u obzir da su ekstrakcije subkritichom
vodom vrSene znacajno krac¢e vreme (10 — 30 min) u odnosu na maceraciju (24 h). Prema
tome, najmaniji prinos UF (4,1373 g GAE/100 g droge) je zabeleZen pri sledeé¢im uslovima
ekstrakcije: temperatura od 120°C, vreme ekstrakcije 30 min i 0,75% koncentracija HCI, dok
je najvedi prinos ekstrakcije ostvaren na temperaturi od 170°C, vremenu ekstrakcije 30 min i
bez dodatka HCl u ekstragens. Prema rezultatima iz Tabele 15, mozZe se zakljuciti da je

neophodno povedati temperaturu subkriticne vode kako bi se ostvario veéi prinos UF.
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Tabela 15. Realne i kodirane vrednosti nezavisno premenljivih, Box-Behnken eksperimentalni dizajn i eksperimentalno dobijene vrednosti

ispitivanih odziva (Y, UF, UFIl, TEAC i ECso) u ekstraktima dobijenim subkriticnom vodom

Redni Nezavisne promenljive Odzivi

broj Realno Kodirano Y UF UFI ICso TEAC ECso
Temperatura; Vreme HCl X1 X, X3 [%]  [gGAE/100g [gCE/100g  [ug/mL] [mM [ng/mL]
X1 [°C] ekstrakcije;  konc,; droge] droge] Trolox/100
Xz [min] X3 [%] gl
1 170 10 1,5 0 -1 1 39,26 7,4886 2,1442 31,11 37,20 44,93
2 120 20 0 -1 0 -1 32,06 6,7249 4,9280 20,31 36,63 57,44
3 120 10 0,75 -1 -1 0 40,98 4,4012 3,1115 40,22 22,66 70,92
4 170 20 0,75 0 0 0 42,74 6,7586 3,5773 29,54 31,09 48,24
5 170 20 0,75 0 0 0 41,70 7,5672 3,5021 32,30 33,03 45,73
6 220 10 0,75 1 -1 0 35,98 7,5560 3,7779 22,82 39,56 40,87
7 220 30 0,75 1 1 0 33,56 7,1292 3,6095 26,91 41,45 44,44
8 170 20 0,75 0 0 0 42,24 7,0618 3,5737 26,99 33,66 45,51
9 220 20 0 1 0 -1 26,04 7,4437 4,7668 18,10 39,18 47,18
10 220 20 1,5 1 0 1 36,44 7,0394 2,0475 22,72 42,08 50,02
11 170 30 0 0 1 -1 32,94 7,8255 4,8921 16,08 39,65 46,07
12 170 10 0 0 -1 -1 33,34 7,6233 4,9423 15,89 33,74 49,96
13 120 20 1,5 -1 0 45,48 4,1710 1,7716 36,55 27,44 66,19
14 170 30 1,5 0 1 43,04 6,8597 2,0618 15,89 33,91 41,67
15 120 30 0,75 -1 45,16 4,1373 3,3229 40,00 23,69 68,94
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Tabela 16. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja polinomnim modelom drugog reda odziva

izmerenih u ekstraktima dobijenim subkritichnom vodom

Odziv Suma Sredniji F—vrednost p—vrednost
kvadrata kvadrat
Model 21,86 9 2,43 7,63 0,0188
T 11,84 1 11,84 37,18 0,0017
t 0,16 1 0,16 0,49 0,5152
R HCl konc. 2,06 1 2,06 6,46 0,0517
< Txt 6,63-10° 1 6,63 -10° 0,02 0,8909
3 Tx HCl konc. 1,16 1 1,16 3,63 0,1152
fal t x HCl konc. 0,17 1 0,17 0,54 0,4947
g T 5,44 1 5,44 17,08 0,0091
) t’ 0,04 1 0,044 0,14 0,7249
e (HCl konc.)’ 0,68 1 0,68 2,14 0,2036
< Rezidual 1,59 5 0,32
Lack of Fit 1,26 3 0,42 2,52 0,2972
Greska 0,33 2 0,17
Ukupno 23,45 14
Model 16,83 9 1,87 90,83 < 0,0001
T 0,14 1 0,14 6,92 0,0465
t 1,00-10° 1 1,00 -10° 0,05 0,8341
‘g HCl konc. 16,54 1 16,54 803,47 <0,0001
S Txt 0,04 1 0,04 1,75 0,2430
% Tx HCl konc. 0,05 1 0,05 2,32 0,1882
= txHClkonc. 2,60-10" 1 2,599-10% 0,01 0,9149
§ T 0,05 1 0,05 2,31 0,1887
fi t’ 1,21-10° 1 1,21-10° 0,06 0,8185
N (HCl konc.)? 0,01 1 0,01 0,62 0,4655
E Rezidual 0,10 5 0,02
Lack of Fit 0,10 3 0,03 18,38 0,0520
Greska 3,60-107 2 1,80 -10°
Ukupno 16,93 14
Model 989,33 9 109,93 7,32 0,0206
T 270,75 1 270,75 18,02 0,0081
t 9,37 1 9,37 0,62 0,4654
a 5 HClkonc. 184,22 1 184,22 12,26 0,0173
S8 Txt 4,63 1 4,63 0,31 0,6029
S T  TxHClkonc. 33,76 1 33,76 2,25 0,1942
t x HCl konc. 80,33 1 80,33 5,35 0,0687
T 61,77 1 61,77 4,11 0,0984
t’ 5,44 1 5,44 0,36 0,5735
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(HCl konc.)? 317,90 1 317,90 21,16 0,0058
Rezidual 75,13 5 15,03
Lack of Fit 61,07 3 20,36 2,89 0,2672
Greska 14,06 2 7,03
Ukupno 1064,46 14
Model 469,67 9 52,19 5,96 0,0318
T 335,96 1 335,96 38,38 0,0016
t 3,84 1 3,84 0,44 0,5372
HCl konc. 9,18 1 9,18 1,05 0,3528
Txt 0,19 1 0,19 0,02 0,8892
Tx HCl konc. 36,51 1 36,51 4,17 0,0966
8 tx HCl konc. 21,19 1 21,19 2,42 0,1805
L T 0,27 1 0,27 0,03 0,8665
t 0,85 1 0,85 0,10 0,7679
(HCl konc.)? 59,47 1 59,47 6,79 0,0479
Rezidual 43,77 5 8,75
Lack of Fit 40,17 3 13,39 7,45 0,1206
Greika 3,59 2 1,80
Ukupno 513,43 14
Model 1269,23 9 141,03 5,18 0,0424
T 819,77 1 819,77 30,12 0,0027
t 0,01 1 0,01 4,19 - 10" 0,9845
*§ Hcl konc. 6,87 1 6,87 0,25 0,6367
‘uE‘» Txt 7,72 1 7,72 0,28 0,6172
s Tx HCl konc. 8,75 1 8,75 0,32 0,5952
§ t x HCl konc. 5,35 1 5,35 0,20 0,6760
o T 394,13 1 394,13 14,48 0,0126
3 £ 1,05 1 1,05 0,04 0,8520
£ (HCl konc.) 9,68 1 9,68 0,36 0,5768
$ Rezidual 136,07 5 27,21
Lack of Fit 131,46 3 43,82 19,02 0,0504
Gretka 4,61 2 2,30
Ukupno 1405,30 14
% Broj stepeni slobode
® R?=0,932,
© R°=0,994,
4 R?=0,924,
¢ R?=0,915,
fR?=0,903,

Prema literaturnim podacima, do sada nije vrSena ekstrakcija Zalfije subkritic(nom

vodom. Hossain i sar. (2010) su primenili ekstrakciju tec¢nostima pod pritiskom koristeci
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smeSe metanol-voda za ekstrakciju polifenola iz Zalfije, i ostvarili prinos UF od 4,14 do 6,16 g
GAE/100 g droge. | u ovom slucaju, moZe se zakljuciti da primena subkriti¢cne vode moze da
pruzi odredene prednosti u pogledu prinosa i kradeg trajanja procesa u odnosu na

konvencionalnu /T ekstrakciju.

Uticaj parametara SWE je statisticki odreden kao znacajan (p<0,05), umereno
znacajan (0,05<p<0,10) i neznacajan (p>0,10), prema p-vrednostima za ¢lanove (Tabela 16).
Regresioni koeficijenti iz jednacine (3) su metodom najmanjih kvadrata odredeni za sve
ispitivane odzive (UF, UFI, ICso, TEAC i EC5p) i dobijene jednacine kojima je moguce predvideti

vrednosti ispitivanih odziva u primenjenom eksperimentalnom domenu su date u Tabeli 17.

Prema dobijenim podacima iz Tabele 16 mozZe se uociti da su linearni i kvadratni ¢lan
temperature pokazali znacajan uticaj na prinos UF, dok je linearni ¢lan koncentracije HCI
pokazao umereno znacajan uticaj. Linearni ¢lan temperature je pokazao pozitivan uticaj na
UF, Sto je u skladu sa prethodno uocenim visokim vrednostima UF na viSim temperaturama
(Tabela 15). Prema Vergara-Salinas i sar. (2012), prinos UF konstantno raste sa porastom
temperature do 200°C u ekstrakciji polifenola iz timijana koris¢enjem subkriticne vode kao
ekstragensa, i na temperaturama veéim od 200°C dolazi do degradacije odredenih derivata
hidroksicimetne kiseline, kao Sto je rozmarinska kiselina. Tokom procesa SWE temperatura
uti¢e i na cvrstu (biljni materijal), i na tecnu fazu (ekstragens). PoviSena temperatura
smanjuje povrsinski napon i viskozitet vode, Sto dalje vodi do brzeg prodiranja ekstragensa u
pore biljnog materijala. Pored toga, temperatura utie i na prekidanje interakcija vezanih
jedinjenja i biljnog materijala koje poti¢u od Van der Walls-ovih sila, vodoni¢nih veza i dipol-
dipol interakcija, olakSavajuéi difuziju jedinjenja u te¢nu fazu (Mustafa i Turner, 2011).
Medutim, negativan uticaj kvadratnog ¢lana temperature ukazuje na to da ¢e prinos UF sa
porastom temperature dostiéi svoj maksimum, a zatim poceti da opada kako se temperatura
priblizava maksimalnoj ispitivanoj u ovom radu (220°C). Sli¢an uticaj temperature na prinos
UF zabelezen je u ekstrakciji semena korijandera subkriticnom vodom (Zekovic i sar., 2014).
To je u skladu sa glavnim konceptom SWE, koji ukazuje na to da eksperimente treba vrsiti na
maksimalnoj temperaturi koja ne izaziva degradaciju ciljanih jedinjenja. Sa druge strane,
linearni ¢lan koncentracije HCl je pokazao negativan uticaj na prinos UF, ukazujuéi na
smanjenje UF sa porastom koncentracije kiseline u ekstragensu (Slika P7; Prilog). Negativan

uticaj vremena ekstrakcije ukazuje na to da ¢e optimalni uslovi za ekstrakciju polifenola biti
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na povisenoj temperaturi, za kratko vreme i bez dodatka kiseline u ekstragens, medutim,
uticaj vremena ekstrakcije i koncentracije HCl je bio dosta manji u odnosu na dominantni

uticaj temperature (Tabela 16).

Tabela 17. Jednacine modela koje predvidaju vrednosti odziva u ispitanom

eksperimentalnom domenu

Odziv Polinomni model drugog reda

Ukupni fenoli UF=7,13+1,22 X;—0,14 X, — 0,51 X3 — 0,04 X; X, + 0,54 X; X3 — 0,21 X, X;
-1,21%X,°-0,11 X,> + 0,43 X5°

Ukupni flavonoidi UFl = 3,55 + 0,13 X; — 0,01 X, — 1,44 X3 — 0,10 X; X, + 0,11 X; X5 — 8,06-10°
X» X3 — 0,11 X;* + 0,02 X,° — 0,06 X3

ICs vrednost ICso = 29,61 — 5,82 X; — 1,08 X, + 4,80 X5 + 1,08 X; X, — 2,90 X; X5 — 4,48 X,
X3+ 4,09 X, — 1,21 X,°— 9,28 X5°

TEAC TEAC = 32,59 + 6,48 X1 + 0,69 X, — 1,07 X3 + 0,22 X1 X, + 3,02 X; X3 — 2,30
X, X3 — 0,27 X;> — 0,48 X, + 4,01 X,

ECso vrednost ECso = 46,49 — 10,12 X; — 0,04 X, + 0,93 X3 + 1,39 X; X, — 1,48 X; X3 — 1,16
X2 X3+ 10,33 X;° = 0,53 X,° — 1,62 X3

Eksperimentalne vrednosti prinosa UFl u ekstraktima SPZ dobijenih subkritic(nom
vodom su date u Tabeli 15. Prinos UFI je bio od 1,7716 do 4,9423 g CE/100 g droge. Najmaniji
prinos UFl je ostvaren na temperaturi od 120°C, vremenu ekstrakcije 20 min, koriséenjem
1,5% HCIl kao ekstragensa. Svi uzorci koji su dobijeni primenom Ciste vode kao ekstragensa su
pokazali relativno visok prinos UFI (4,7668 — 4,9423 g CE/100 g droge), ukazujudi na to da je
uticaj koncentracije HCl u ekstragensu viSe izrazen u poredenju sa ostalim parametrima
procesa. Flavonoidi predstavljaju oko 80% polifenolne frakcije u etanolnim ekstraktima
zalfije dobijenim konvencionalnom ekstrakcijom (Velickovi¢ i sar., 2011), dok je HPLC
analizom utvrdeno da flavonoidnu frakciju Zalfije ¢ine apigenin, luteolin, kvercetin, kemferol

i njihovi glikozidi (Roby i sar., 2013).

Kvadratni polinom kojim se moZe predvideti ponasanje UFl u ispitivanom
eksperimentalnom domenu je prikazan u Tabeli 17. 1z rezultata se moze zakljuditi da linearni
¢lan koncentracije HCl (p<0,0001) predstavlja najuticajniji parametar procesa ekstrakcije
flavnoida SPZ pomocéu SWE. Pored toga, uticaj linearnog ¢lana temperature je, takode, bio
znacajan, dok je uticaj ostalih parametara bio statisticki neznadajan (p>0,10). Uticaj
koncentracije HCl je bio negativan, Sto je u skladu sa eksperimentalno dobijenim malim

vrednostima UFI pri povecéanoj koncentraciji HCl u ekstragensu (Tabela 15). Medutim, nije
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utvrdeno da li HCl dovodi do potpune degradacije flavonoida ili samo do parcijalne hidrolize
flavonoidnih glikozida na aglikone. Posmatrajuci uticaj temperature na prinos UFl, moZe se
zakljuciti da je slican kao u sluc¢aju UF (Slika P8; Prilog), a prethodno je zabelezeno da je
optimalna temperatura ekstrakcije UF i UFl veoma bliska, kada se kao rastvarac koristi

subkriti¢na voda bez dodatka kiseline (Zekovic i sar., 2014).
4.4.3. Antioksidativna aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih subkriti€cnom vodom

Antioksidativna aktivnost ekstrakata SPZ dobijenih SWE je odredena brzim in vitro
testovima, tj. merenjem direktnog ,hvatanja“ DPPH i ABTS radikala, kao i redukcionom
kapacitetu prema Fe3+jonima. Uticaj parametara SWE na antioksidativnu aktivnost odreSenu
DPPH, ABTS i testom redukcione modi je data na Slikama P9-P11 (Prilog). Eksperimentalno
dobijene ICso vrednosti subkritiénih ekstrakata SPZ su bile od 15,89 do 40,22 pg/mL. U
uzorcima 12 (170°C, 10 min i 0% HCI) i 14 (170°C, 30 min i 1,5% HCI) su zabeleZzene najmanje
ICso vrednosti, odnosno, ovi uzorci su pokazali najvecu antioksidativnu aktivnost prema DPPH
radikalima. Sa druge strane, uzorak dobijen na temperaturi od 120°C, vremenu ekstrakcije 10
min i sa 0,75% HCl kao ekstragensom je pokazao najmanju antioksidativnu aktivnost. Sli¢na
antioksidativna aktivnost (3,37 — 10,08 pg/mL) je zabeleZzena i u metanolnim ekstraktima
7alfije (Hamrouni-Sellami i sar., 2013). Sa druge strane, subkriti¢ni ekstrakti SPZ su pokazali
slabiju antioksidativnu aktivnost u odnosu na ekstrakte Zalfije dobijene konvencionalnom
ekstrakcijom metanolom (3,37 — 10,08 pg/mL) (Farhat i sar., 2013), medutim, Zalfija
koriséena u okviru tog rada je sa severa Afrike, dok je biljni materijal koris¢en u okviru ovog
rada poreklom iz Crne Gore. Antioksidativna aktivnost ekstrakata zalfije poreklom iz Grcke je
bila od 0,39 do 1,64 umol Trolox/mL, gde je zabeleZzeno da antioksidativna aktivnost raste sa

porastom temperature ekstrakcije (Skotti i sar., 2014).

Rezultati antioksidativne aktivnosti prema ABTS radikalima (TEAC) su dati u Tabeli 15.
MozZe se uoCiti da je najveda antioksidativna aktivnost (42,08 mM Trolox/100 g droge)
dobijena na temperaturi od 220°C, vremenu ekstrakcije 20 min koris¢enjem 1,5% HCl kao
ekstragensa, dok je najniza vrednost TEAC (22,66 mM Trolox/100 g droge) zabelezena pri
sledeéim ekstrakcionim parametrima: 120°C, 10 min i 0,75% HCl. Najmanja antioksidativna
aktivnost prema DPPH i ABTS radikalima je zabeleZzena u istom uzorku (uzorak 3), $to ukazuje

na potencijalnu korelaciju antioksidativne aktivnosti odredene razli¢itim testovima. TEAC
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vrednosti dobijene u okviru ovog rada su veoma slicne antioksidativnoj aktivnosti ekstrakta
Zalfije dobijenog ekstrakcijom u blenderu pomodéu 80% etanola (32 mM Trolox/100 g droge)
(Mantle i sar., 2000). Prema Skotti i sar. (2014), vrednosti TEAC u ekstraktima Zzalfije
dobijenih konvencionalnom, ultrazvu¢nom i ekstrakcijom na povisenoj temperaturi (85°C) su

bile 0,50, 0,62 i 1,63 mM Trolox/100 g droge.

Redukciona mo¢ ekstrakata SPZ izrazena kao ECso vrednost je bila od 40,87 do 70,92
ug/mL (Tabela 15). Kao i u sluéaju prethodna dva antioksidativna testa, najslabija aktivnost je
i u ovom slucaju zabeleZzena u istom uzorku (3). Sa druge strane, najveéa redukciona mo¢, tj.
najniza ECso vrednost je dobijena na temperaturi od 220°C, vremenu ekstrakcije 10 min i
0,75% koncentraciji HCl. Hamrouni-Sellami i sar. (2013) su odredili redukcionu mo¢
ekstrakata Zalfije koja je bila od 236,17 do 375,15 pg/mlL, Sto je oko 6 puta manja aktivnost u
poredenju sa rezultatima ovog rada. Drugi autori su koristili druge antioksidativne testove za
odredivanje redukcionog kapaciteta, kao $to je FRAP metoda i dobili su da je redukciona mo¢
12,77 g Trolox/100 g droge u ekstraktu Zalfije dobijenom ekstrakcijom smeSom metanol-

voda pod pritiskom (Hossain i sar., 2010).

Antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata je u najve¢em broju slucajeva povezana
sa sadrzajem polifenola, prema tome, neophodno je proveriti da li postoji korelacija izmedu
ovih vrednosti. Rezultati antioksidativne aktivnosti su fitovani linearnim modelom i moze se
uoditi da postoji umerena pozitivna korelacija izmedu prinosa UF i TEAC, dok je UF u
umerenoj negativnoj korelaciji sa ICsq i ECso vrednostima (Slika P12a; Prilog). Sli¢na korelacija
izmedu UF i ICso vrednosti je zabelezena u ekstraktima korijandera dobijenim SWE tehnikom
(Zekovi¢ i sar., 2014). Sa druge strane, ustanovljeno je da ne postoji linearna zavisnost
izmedu UFl i parametara antioksidativne aktivnosti (ICso, TEAC i ECso) (Slika P12a; Prilog).
Ustanovljeno je da postoji korelacija izmedu svih parametara antioksidativne aktivnosti (p
<0,05), s obzirom da su vrednosti Pirsonovih koeficijenata korekacije za IC5o-TEAC, ICs50-ECsg i
TEAC-ECs bile -0,716, 0,704 i -0,776, sto ukazuje na to da parametri ekstrakcije subkritiénom
vodom sliéno uti€u na antioksidativnu aktivnost ekstrakata SPZ odredenu pomocu tri razli¢ita

testa.

Prema ANOVA rezultatima, linearni ¢lan temperature i koncentracije HCI, kao i

kvadratni ¢lan koncentracije HCI, je pokazao znacajan uticaj (p<0,05) na ICso vrednost, dok je
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kvadratni ¢lan temperature i interakcija vreme ekstrakcije - koncentracija HCl pokazala
umereno znacajan uticaj (p<0,10) (Tabela 16). ICso vrednost opada sa porastom temperature,
odnosno povecanje temperature utice na povecanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata,
$to se moze uoditi na Slici P8 (prilog). Isti slucaj bio je i sa TEAC i ECso vrednos$éu (Tabela 16).
Sa druge strane, koncetracija HCI je pokazala znacajan pozitivan uticaj na ICsq vrednost, sto
znaci da ¢e najveda antioksidativna aktivnost biti ostvarena u ekstraktima dobijenim cCistom
ili blago zakiSeljenom vodom. Medutim, interakcija vreme ekstrakcije - koncentracija HCl je
pokazala negativan efekat na ICsg vrednost, Sto znaci da ée antoksidativna aktivnost biti veca
kada se duZe vreme ekstrakcije kombinuje sa primenom zakiseljene vode kao ekstragensa.
To potencijalno ukazuje da tokom ekstrakcije zakiSeljenom vodom dolazi do oslobadanja
potentnih flavonoidnih aglikona usled kiselinske hidrolize do koje dolazi tokom ekstrakcije.
Interakcija temperatura — koncentracija HCl je pokazala umereno pozitivan uticaj (p<0,10) na
TEAC, $to znaci da ¢e pri povisenoj temperaturi i koncentraciji HCI u ekstragensu dodi do

povedéanja antioksidativne aktivnosti.
4.4.4. Optimizacija procesa

Regresiona analiza uticaja parametara ekstrakcije subkriticnom vodom na ispitivane odzive,
zajedno sa metodom odzivne povrSine (RSM), moze da se koristi za optimizaciju procesa u
cilju dobijanja Zeljenih veli¢ina odziva (Ferreira i sar., 2007; Leardi, 2009; Myers i sar., 2009).
Prema tome, izvréena je optimizacija ekstrakcije SPZ pomocu subkritiéne vode na osnovu tri
razliita sistema u zavisnosti od ciljanih odziva (Tabela 18). Cilj prvog sistema je bila
optimizacija povecanja prinosa UF i UFl i predvideni optimalni uslovi su temperatura od
184°C, vreme ekstrakcije 15,9 min i primena Ciste vode kao ekstragensa (bez dodatka HCI).
Prethodno je uocleno da povecéanje koncentracije HCl u ekstragensu vodi do povecanja
antioksidativne aktivnosti ekstrakata, prema tome, drugi sistem je imao za cilj optimizaciju u
smislu povecanja antioksidativne aktivnosti (minimalni ICsq i ECso i maksimalni TEAC).
Dobijeni optimalni uslovi su temperatura od 215,5 °C, vreme ekstrakcije od 30 mini 1,5% HCI
kao ekstragens. To je u skladu sa ANOVA rezultatima s obzirom da je zabeleZzeno da je
interakcija vreme ekstrakcije — koncentracija HCl pokazala pozitivan uticaj na antioksidativnu
aktivnost (Tabele 15 i 16). Glavna prednost metode odzivne povrSine je simultana
optimizacija viSe odziva u definisanom eksperimentalnom domenu, prema tome, treci sistem

je imao za cilj simultano poveéanje prinosa polifenolnih jedinjenja i antioksidativne aktivnosti
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ekstrakata. Predvideni optimalni uslovi optimizacije su bili temperatura od 201,5°C, vreme
ekstrakcije 15,8 min i Cista voda kao ekstragens (Tabela 18). Predvidene vrednosti odziva na
ovim eksperimentalnim uslovima su 7,98 g GAE/100 g droge, 4,93 g CE/100 g droge, 13,38
pug/mL, 38,34 mM Trolox/100 g droge i 41,66 pug/mL, za UF, UFI, ICsg, TEAC i ECso.

Moze se zakljuciti da primenjeni kvadratni model predstavlja dobru matematicku
aproksimaciju ispitivanih odziva na osnovu odgovarajuc¢ih parametara ANOVA i deskriptivne
statistike (R* and CV). Prema tome, metoda odzivne povriine moze uspe$no biti primenjena
za optimizaciju procesa ekstrakcije SPZ subkritiénom vodom na $ta ukazuju i velike vrednosti
Zeljene funkcije (Tabela 18). Pored toga, mozZe se uociti da ova ekstrakciona tehnika
obezbeduje povecdanje prinosa polifenolnih jedinjenja uz znacajno skraéenje vremena
ekstrakcije u poredenju sa konvencionalnom C/T ekstrakcijom. To znadi da se SPZ moze
iskoristiti kao dobra sirovina za dobijanje visoko-vrednih polifenolnih jedinjenja i ekstrakata
sa izrazenom antioksidativnom aktivnoséu, koji se uz dalju preradu mogu koristiti u

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
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Tabela 18. Optimalni uslovi dobijeni metodom odzivne povrsine i predvidene vrednosti ispitivanih odziva

Predvideni odzivi

Optimalni uslovi

CadIFEIGI[EE Temperatura Vreme HCI UF UFI ICs0 TEAC
[°C] ekstrakcije  koncentracija [g GAE/100 [gCE/100g [ug/mL] [mM
[min] [%] g droge] droge] Trolox/100 g]
UF, UFI
. . 184 15,9 0 8,12 4,94 1
maksimalni
TEAC
maksimalan
215,5 30 1,5 14,78 42,08 43,35 0,955
ICs0, ECso
minimalni
TP, TF, TEAC
maksimalan
201,5 15,8 0 7,98 4,93 13,38 38,34 41,66 0,952
ICs0, ECso
minimalni

" Zeljena funkcija
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4.5. Ekstrakcija superkriti¢nim ugljendioksidom

U cilju izolovanja lipofilne frakcije SPZ, kao savremena ekstrakciona tehnika je
primenjena ekstrakcija superkriticnim CO, (SFE). Ispitan je uticaj pritiska (100, 200 i 300 bar),
temperature (40, 50 i 60°C) i protoka CO; (0,2, 0,3 i 0,4 kg/h) na ukupan prinos ekstrakcije
(Y). Eksperimentalno dobijene vrednosti izmerenih odziva u Box-Benken eksperimentalnom
dizajnu su date u Tabeli 19. Pored SFE, u cilju izolovanja nepolarnih i lako isparljivih
jedinjenja, primenjene su Soxhlet ekstrakcija i destilacija vodenom parom (Tabela 20). Moze
se uociti da je Y ostvaren superkriticnom ekstrakcijom bio od 1,81 do 8,83%. Najvedi prinos
je zabeleZen na sledec¢im eksperimentalnim uslovima: 300 bar, 50°C i 0,4 kg/h. Sa druge
strane, prinos etarskog ulja dobijen destilacijom vodenom parom (1,80%, v/m) iz SPZ je bio
manji od svih Y dobijenih primenom SFE. S obzirom na to da se destilacijom vodenom parom
dobija ,Cisto” etarsko ulje koje sadrzi samo lako isparljiva jedinjenja, primenom SFE se pored
lakoisparljivih izoluju i druga nepolarna jedinjenja. Pored toga, moZe se uoditi da je Y
ostvaren Soxhlet ekstrakcijom bio najveéi (Tabela 20). Soxhlet ekstrakciju karakterise
potpuno iscrpljenje biljne sirovine i mala selektivnost, prema tome, ocekuje se da ovom
tehnikom budu ekstrahovana sva jedinjenja rastvorna u primenjenim rastvaracima (metilen

hlorid i n-heksan).

Prema literaturnim navodima, superkriticna ekstrakcija terpena iz S. officinalis je
Cesto bila predmet istrazivanja u poslenjih nekoliko godina (Glisi¢ i sar., 2010; Fornari i sar.,
2012; Gafidn i Brignole, 2013). Babovic i sar. (2010) su izvrsili superkriticnu ekstrakciju zZalfije
na temperaturi od 100°C i pritisku 250-350 bar i ostvarili prinos od 1,53%, a razlog za
primenu ovih uslova ekstrakcije, t.j. povisene temperature, je selektivnost superkriti¢cnog CO,
prema polifenolnim diterpenima (karnozinska kiselina, karnozol, epirosmanol, itd.), koji su i
detetkovani u ekstraktima. Glisi¢ i sar. (2010) su takode poredili prinos Soxhlet ekstrakcije,
superkriticne ekstrakcije i destilacije vodenom parom. Prinos etarskog ulja Zalfije ostvaren
destilacijom vodenom parom je bio 0,5%, dok je najvedi prinos SFE bio 4,28%, a ostvaren je
na 300 bar i 50°C, $to je u skladu sa rezultatima ovog rada, jer je najvedi prinos ostvaren pri
istoj temperaturi i pritisku, odnosno gustini CO;, (Tabela 19). Fornari i sar. (2011) su izvrsili
superkriticnu ekstrakciju Zalfije (300 bar i 40°C), ali su ekstrakte frakcionisali u dva separatora

na 40°C i pritisku od 100 i 10 bar. Ostvareni Y u prvom i drugom separatoru je bio 1,39 i
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3,23%, a ekstrakti su se razlikovali po hemijskom sastavu. Sto se Cistog etarskog ulja Zalfije
tice, prinos mozZe da varira od 0,7% (Fellah i sar., 2005) do 5,2% (Menaker i sar., 2004), a

prinos etarskog ulja ostvaren u ovom radu je bio u ovom opsegu (Tabela 20).

Tabela 19. Box-Behnken eksperimentalni dizajn sa realnim i kodiranim parametrima

superkriticne ekstrakcije i eksperimentalno dobijene vrednosti ukupnog prinosa

ekstrakcije (Y)

Pritisak Temperatura Zapreminska masa Protok CO, Y

[bar] [°C] [g/cm’] [kg/h] [g/100 g droge; %]
1 100 (-1) 60 (1) 0,290 0,3 (0) 1,81
2 300 (1) 50 (0) 0,871 0,2 (-1) 5,66
3 200 (0) 40 (-1) 0,840 0,4 (1) 6,58
4 200 (0) 60 (1) 0,724 0,2 (-1) 5,07
5 200 (0) 40 (-1) 0,840 0,2 (-1) 5,14
6 300 (1) 60 (1) 0,830 0,3 (0) 7,82
7 100 (-1) 50 (0) 0,384 0,4 (1) 3,57
8 100 (-1) 50 (0) 0,384 0,2 (-1) 2,55
9 300 (1) 40 (-1) 0,910 0,3 (0) 6,42
10 200 (0) 60 (1) 0,724 0,4 (1) 7,48
11 200 (0) 50 (0) 0,784 0,3 (0) 5,56
12 100 (-1) 40 (-1) 0,629 0,3 (0) 2,75
13 200 (0) 50 (0) 0,784 0,3 (0) 5,68
14 200 (0) 50 (0) 0,784 0,3 (0) 5,71
15 300 (1) 50 (0) 0,871 0,4 (1) 8,83

Tabela 20. Prinos etarskog ulja i lipofilnih ekstrakata SPZ dobijenih konvencionalnim

tehnikama
Ekstrakciona tehnika Uslovi ekstrakcije Ekstragens Y [%, m/m]
Destilacija vodenom Temperatura klju¢anja (<100°C); 180"
parom 2 sata ’

L Metilen hlorid 14,68
Temperatura klju¢anja;

Soxhlet ekstrakcija e
15 sifoniranja

n-Heksan 10,84

" Prinos etarskog ulja je izrazen kao % [v/m]
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4.5.1. Provera modela

Statisticki parametri (ANOVA i deskriptivna statistika) koji opisuju slaganje
eksperimentalno dobijenih vrednosti Y ostvarenih superkriticnom ekstrakcijom i kvadratnog
polinoma su prikazani u Tabeli 21. | u ovom slucaju su parametri deskriptivne statistike bili
odgovarajuci (R2=0,995 i CV=4,23%), a adekvatnost primenjenog modela je potvrdena
FiSerovim testom za model i nedostatka prilagodavanja (p<0,05 i p>0,05). Prema tome, moZze
se zakljuciti da kvadratni polinom sa regresionim koeficijentima iz Tabele 22 moze da se
koristi za predvidanje vrednosti Y u okviru ispitanog eksperimentalnog domena parametara

superkriti¢ne ekstrakcije (pritisak, temperatura i protok CO,).

Tabela 21. Analiza varijanse (ANOVA) fitovanja rezultata polinomnim modelom drugog reda

Suma Sredniji F—vrednost p—vrednost

kvadrata kvadrat
Model 55,94 9 6,22 120,43 <0,0001
Pritisak 40,71 1 40,71 788,76 < 0,0001
Temperatura 0,21 1 0,21 4,04 0,1007
Protok CO, 8,09 1 8,09 156,81 < 0,0001
Pritisak x Temperatura 1,38 1 1,38 26,69 0,0036
Pritisak x Protok CO, 1,16 1 1,16 22,44 0,0052
Temperatura x Protok CO, 0,23 1 0,23 4,46 0,0884
Pritisak® 3,21 1 3,21 62,27 0,0005
Temperatura® 8,80-10™ 1 8,80-10™ 0,017 0,9012
(Protok CO,)* 0,69 1 0,69 13,44 0,0145
Rezidual 0,26 5 0,05
Lack of fit 0,25 3 0,08 12,78 0,0735
Gregka 0,013 2 6,40-10°
Ukupno 56,20 14

® broj stepeni slobode

4.5.2. Uticaj parametara SFE

Na Slici P13 (Prilog) prikazan je kombinovan uticaj parametara superkriti¢ne
ekstrakcije na ukupan prinos ekstrakcije. Prema rezultatima ANOVA, moZe se uociti da
znacajan uticaj na Y imaju linearni Clanovi pritiska i protoka CO,, interakcija pritisak-
temperatura i pritisak-protok CO,, i kvadratni ¢lanovi pritiska i protoka CO,. Svi linearni

¢lanovi i interakcije su pokazali pozitivan uticaj, dok su kvadratni ¢lanovi imali negativan
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uticaj na Y, Sto se moze uociti i na Slici P13 (Prilog). Pozitivan uticaj pritiska i protoka CO; je
oCekivan, dok negativan uticaj njihovih kvadratnih ¢lanova ukazuje na postizanje maksimalne
vrednosti Y u okviru ispitivanog eksperimentalnog domena i dalje opadanje Y sa porastom
ovih parametara. To se moZe i uoCiti i na Slici P13 gde se maksimalna vrednost Y dostiZe blizu
gornjih nivoa pritiska i protoka CO, (300 bar i 0,4 kg/h). Pozitivan uticaj interakcije pritisak-
temperatura i pritisak-protok CO, ukazuje na znacano povedéanje prinosa sa porastom
temperature i protoka CO,, kada se ekstrakcije vrSe na najviSem ispitivanom nivou pritiska

(300 bar).

Tabela 22. Regresioni koeficijenti fitovanja polinomnog modela drugog reda za supekriti¢nu

ekstrakciju SPZ

Koeficijent Odziv ‘
Y
8, 5,65
Linearni
8, 2,26
8; 0,16
8; 1,01
Interakcija
81, 0,59
83 0,54"
8,3 0,24
Kvadratni
811 -0,93"
8., -0,02
833 -0,43"

" statisti¢ki zna&ajan (p<0,05)
4.5.2.1. Uticaj pritiska

U cilju detaljne analize uticaja parametara superkriticne ekstrakcije izvrSena su dva
dodatna eksperimenta kao dopuna ekperimentima u okviru Box-Behnken eksperimentalnog
dizajna (Tabela 19). Superkritiéna ekstrakcija SPZ je izvr§ena na pritiscima od 100, 200 i 300
bar, pri konstantnim vrednostima temperature (50°C) i protoka CO, (0,3 kg/h), a kineticke
krive ekstrakcije su prikazane na Slici 35. MoZe se uociti da Y raste od 2,99 do 5,80% sa
porastom pritiska od 100 do 300 bar pri konstantoj temperaturi (50°C) i protoku CO, (0,3
kg/h) za krajnje vreme ekstrakcije (240 min). Pored toga, mozZe se uociti da je porast prinosa
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viSe izrazen pri porastu pritiska sa 100 na 200 bar, dok pri daljem porastu pritiska ne dolazi
do znacajnijeg porasta prinosa ekstrakcije. Ovo je oCekivano s obzirom da je gustina CO,,
koja uti¢e na njegovu mo¢ rastvaranja, na temperaturi 50°C jednaka 0,384, 0,784 i 0,871
g/cm3 na pritiscima 100, 200 i 300 bar. Sli¢an uticaj pritiska na Y pri izoterminim uslovima su
zabelezZili i GliSi¢ i sar. (2010). Prema Fornari i sar. (2012), pritisak predstavlja najvazniji
procesni parametar superkriti¢ne ekstrakcije koji uti¢e na vrednost Y. Porast pritiska uti¢e na
povecéanje gustine CO,, Sto direktno vodi do povecanja modi rastvaranja, kao i do smanjenja
selektivnosti ekstrakcije. Medutim, upotreba visokog pritiska se ne preporucuje uvek,
pogotovo u slucaju kada je cilj ekstrakcija aromati¢nih jedinjenja sadrzanih u etarskom ulju
(Pourmortazavi i Hajimirsadeghi, 2007). Prema tome, ekstrakti SPZ dobijeni na povisenim

pritiscima ée pored aromatic¢nih jedinjenja sadrzavati razli¢ite smole i voskove.
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Slika 35. Uticaj pritiska na kinetiku superkriticne ekstrakcije na temperaturi od 50°C i protoku

C0, 0,3 kg/h
4.5.2.2. Uticaj temperature

Uticaj temperature na ukupan prinos SFE SPZ je posmatran na 40, 50 i 60°C, pri
konstantnom pritisku i protoku CO; (300 bar i 0,3 kg/h) i kineti¢ke krive su prikazane na Slici
36. Moze se uociti da je Y bio najveci (7,48%) na 60°C, a najmanji (5,68%) na 50°C pri
izobarnim uslovima ekstrakcije. Za razliku od pritiska, uticaj temperature na Y je kompleksniji

s obzirom da temperatura uti¢e i na osobine CO, i na biljni materijal. Gustina CO, opada sa
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porastom temperature, prema tome, mo¢ rastvaranja CO, se smanjuje. Sa druge strane,
temperatura utice na isparljivost jedinjenja koja se ekstrahuju, pa je tesko predvideti kakav
¢e biti krajnji ishod. Prema Pourmortazavi i Hajimirsadeghi (2007), superkriticna ekstrakcija
na viSim temperaturama ¢e uticati na smanjenje prinosa neisparljivih jedinjenja, i poveéanje
temperature utice na kompeticiju izmedu rastvorljivosti i ispraljivosti jedinjenja. Prema
tome, relativno visok prinos je ostvaren na 40°C, koji zatim opada na 50°Ci ponovo raste pri
porastu radne temperature na 60°C (Slika 36). Pri porastu temperature sa 40 na 50°C,
gustina CO, opada sa 0,840 na 0,784 g/cm® pri pritisku 300 bar, $to vodi do smanjenja Y
usled smanjenja moci rastvaranja CO,. Daljim povedanjem temperature na 60°C pri
konstatnom pritisku dolazi do smanjenja gustine CO, na 0,724 g/cm?, ali u ovom sluéaju je
zabeleZeno povecanje Y (7,48%) (Slika 36) usled povecanja napona pare rastvorka, pa prema
tome, rastvorljivost ciljanih jedinjenja zavisi od ravnoteze izmedu gustine CO, i napona pare

tih jedinjenja (Nadalin i sar., 2014).
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Slika 36. Uticaj temperature na kinetiku superkriti¢ne ekstrakcije na pritisku od 300 bar i

protoku CO, 0,3 kg/h
4.5.2.3. Uticaj protoka CO,

Uticaj protoka CO, (0,2, 0,3 i 0,4 kg/h) na ukupan prinos superkritiéne ekstrakcije SPZ
je ispitan na izoterminim-izobarnim uslovima (50°C i 300 bar) i kineticke krive su prikazane

na Slici 37. MoZe se uociti da je najveci Y (8,83%) ostvaren pri najvecem ispitivanom protoku
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CO,, kao i da ne postoji znacajna razlika u kinetici ekstrakcije kada se primene protoci CO,
0,2 i 0,3 kg/h (Slika 37). Efikasnost procesa ekstrakcije se povedava smanjenjem otpora
prenosu mase, $to se moze posti¢i smanjenjem srednjeg precnika Cestica biljnog materijala il
povecanjem protoka CO, (Fornari i sar., 2012). Medutim, poveéanje protoka CO, dovodi do
povedéanja njegove potrosnje, kao i povecanja operativnih troskova, pa je i to potrebno uzeti
u obzir prilikom optimizacije parametara procesa (Pereira i Meireles, 2010). Prema
Papamichail i sar. (2000), veliko povecanje protoka CO, moZe da dovede do smanjenja Y
usled smanjenja vremena kontakta izmedu ekstragensa i rastvorka, kao i onemogucavanja
unutrasnje difuzije. Pored toga, uticaj protoka CO, je neophodno povezati sa vremenom
ekstrakcije, jer je sa industrijske tacke gledista neophodno proces SFE prilagoditi da bude
ekonomski isplativ, tako da je potrebno ekstrakcije vrsiti dok traje period brze ekstrakcije,
koji je kontrolisan rastvorljivos¢u ciljanih jedinjenja. Ovaj period karakteriSe veéi nagib
ekstrakcione krive i traje oko 90 min, a nakon toga pocinje period spore ekstrakcije, koji je
ogranicen unutrasnjom difuzijom (tzv. molekulska difuzija) jedinjenja iz biljnog materijala u
superkriticni CO,, i karakteriSe ga manji nagib ekstrakcione krive koja se priblizava

stacionarnoj fazi (od 100 do 140 min) (Slika 37).
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Slika 37. Uticaj protoka CO, na kinetiku superkritiéne ekstrakcije na pritisku od 300 bar i

temperaturi 50°C
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4.5.3. Optimizacija procesa

Optimizacija industrijskog procesa predstavlja klju¢an korak koji utice na njegovu
efikasnost i isplativost, prema tome neophodno je podesiti parametre superkritiéne
ekstrakcije (pritisak, temperatura i protok CO,) da oni obezbede najvedi Y iz SPZ. Optimizacija
samog procesa je izvrSena na osnovu analize eksperimentalno dobijenih vrednosti Y (Tabela
19) metodom odzivne povrsine. Optimizovani uslovi supekriticne ekstrakcije SPZ koji
obezbeduju maksimalan Y su prikazani u Tabeli 23. MozZe se uociti da su svi optimalni
parametri superkriticne ekstrakcije imali vrednost blisku njihovim gornjim nivoima (300 bar,
60°C i 0,4 kg/h). U cilju potvrde predvidenih optimalnih uslova i generisanog matematickog
modela, izvriena je superkritiéna ekstrakcija SPZ na optimalnim uslovima. Poredenjem
eksperimentalno dobijene i predvidene vrednosti Y moZe se zakljuciti da je eksperimentalna
vrednost bila u 95% intervalu poverenja za predvidenu vrednost. Na taj nacin je generisan

kvadratni polinom verifikovan kao odgovarajuéa aproksimacija dobijenih rezultata.

Tabela 23. Optimalni parametri superkriti¢ne ekstrakcije SPZ i predvidena maksimalna

vrednost ispitivanog odziva

Optimalni uslovi Ispitivani odziv ‘
Y [%]
Predvidena vrednost 8,90
Eksperimentalna vrednost 8,84
Pritisak [bar] 290
Temperatura [°C] 55
Protok CO, [kg/h] 0,4

4.5.4. Hemijski sastav lipofilnih ekstrakata i etarskog ulja

Hemijski profil ekstrakata SPZ dobijenih superkritiénom i Soxhlet ekstrakcijom, kao i
etarskog ulja dobijenog destilacijom vodenom parom je odreden GC-MS metodom i prikazan
je u Tabelama 24 i 25. Povrsina pika je koriS¢ena za odredivanje relativnog udela jedinjenja u
uzorcima, a hromatogrami su prikazani na Slikama P14-P31 (Prilog). Na osnovu rezultata iz
Tabela 24 i 25, mozZe se uociti da su oksidovani monoterpeni (a-tujon i kamfor), oksidovani

seskviterpeni (viridiflorol) i polifenolni diterpeni (epirosmanol) dominantna jedinjenja
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prisutna u lipofilnim ekstraktima i etarskom ulju SPZ. Pored toga, nekoliko oksidovanih
monoterpena (eukaliptol, B-tujon, borneol, bornil acetat i izo-geraniol) i seskviterpenskih
ugljovodonika (trans-kariofilen i a-humulen) su detektovani u svim superkriticnim
ekstraktima sa relativnim udelom veéim od 1% (Tabela 24). Ostala jedinjenja koja su
detektovana u svim superkriti¢cnim ekstraktima su monoterpenski ugljovodonici (B-mircen,
a-terpinen, p-cimen, limonen, y-terpinen i dehidro-p-cimen), oksidovani monoterpeni (cis-
linalool oksid, mentol, 4-terpineol, timol i karvakrol), seskviterpenski ugljovodonici (y-
kariofilen, aromadendren, leden i kariofilen) i oksidovani seskviterpeni (kariofilen oksid i
humulen oksid), medutim, sa relativno niskim relativnim udelom (Tabela 24). Sli¢an hemijski
profil je dobijen u superkriticnim ekstraktima Zzalfije pri izotermnim uslovima (50°C) na
razli¢itim pritiscima (70, 100, 150, 200 i 300 bar) (Glisi¢ i sar., 2010), dok je superkriticnom
ekstracijom na 90 bar i 50°C (Aleksovski i Sovova, 2007) i na 150 bar i 40°C zabeleZen znatno

nizi udeo viridiflorola i epirosmanola (Maksimovi¢ i sar., 2013).

U etarskom ulju i Soxhlet ekstraktima SPZ je identifikovano znatno manje jedinjenja u
odnosu na superkriticne ekstrakte (Tabela 25). Medutim, kao i u slucaju superkriticne
ekstrakcije, slicna jedinjenja su sa najveéim relativnim udelom detetektovana i u ovim
uzorcima (a-tujon, B-tujon, kamfor, eukaliptol, borneol, viridiflorol i epirosmanol). Prema
literaturnim navodima, oksidovani monoterpeni (eukaliptol, a-tujon, B-tujon i kamfor)
predstavljaju jedinjenja sa najve¢im ukupnim udelom u etarskom ulju Zalfije (=70%)
(Aleksovski i Sovova, 2007; Glisi¢ i sar., 2010; Maksimovic¢ i sar., 2013; Gafian i sar., 2013;
Occhipinti i sar., 2014). Prema Glisi¢ i sar. (2010), polifenolni diterpeni i triterpeni
predstavljaju dominantna jedinjenja u Soxhlet ekstraktima dobijenim koriséenjem 70%
etanola kao ekstragensa, Sto je i o¢ekivano s obzirom na znatno vecu polarnost primenjenog
ekstragensa u poredenju sa metilen hloridom i n-heksanom koris¢enim u ovom radu.
Koriséenjem n-heksana kao ekstragensa dobijen je veéi udeo monoterpena u ekstraktima,
dok je relativni udeo epirosmanola znatno nizi (5,48%) u poredenju sa ekstraktom dobijenim
metilen hloridom (22,77%) (Tabela 25), $to ukazuje na bolju selektivnost polarnijeg

rastvaraca za ekstrakciju polifenolnih diterpena.
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Tabela 24. Relativni udeo detektovanih jedinjenja u supekritiénim ekstraktima SPZ

Jedinjenje g’ Relativni udeo [%]

SFE-1 SFE-2 SFE-3 SFE-4 SFE-5 SFE-6 SFE-7 SFE-8 SFE-9 SFE-10 SFE-11 SFE-12 SFE-13 SFE-14 SFE-15
1 B-Mircen 4,460 0,05 005 007 004 007 006 003 005 0,06 0,06 0,06 0,04 0,05 0,05 0,07
2 a-Terpinen 5,067 001 o009 008 008 009 0,10 0,04 0,03 0,08 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10
3 p-Cimen 5,283 0,27 025 025 021 1031 028 019 0,25 0,28 0,28 0,26 0,23 0,24 0,23 0,31
4 Limonen 5,341 0,26 031 042 031 051 042 032 034 0,44 0,45 0,46 0,36 0,40 0,38 0,50
5 Eukaliptol 5,420 389 546 6,15 447 582 543 343 450 5,70 5,51 5,41 4,16 4,93 4,82 6,14
6 y-Terpinen 6,106 0,02 006 007 006 007 008 004 004 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,09
7 cis-Linalool oksid 6,556 0,07 004 004 005 004 005 004 006 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,04 0,06
8 Dehidro-p-cimen 6,997 0,10 0,07 0,09 008 0,10 0,09 0,07 0,10 0,09 0,08 0,09 0,09 0,08 0,08 0,09
9 a-Tujon 7,487 10,52 899 9,70 8,19 10,02 8,79 846 11,00 9,29 9,10 9,36 9,48 8,98 9,82 9,41
10  B-Tujon 7,781 3,15 268 298 244 295 2,79 256 3,31 2,88 2,72 2,91 2,97 2,59 8,38 2,92
11 Kamfor 8,643 15,86 12,77 14,40 12,99 14,49 13,30 11,44 1597 13,79 13,74 14,27 13,39 13,99 12,73 14,03
12 Borneol 9,480 599 4,22 4,23 420 429 4,08 4,65 4,97 4,09 4,15 4,14 4,72 4,29 3,88 4,13
13 Mentol 9,653 0,14 o011 0,12 0,13 0,24 0,12 019 0,15 0,06 0,11 0,08 0,17 0,09 0,11 0,08
14  4-Terpineol 9,689 035 026 026 021 026 025 026 033 0,21 0,21 0,23 0,28 0,19 0,25 0,22
15 Karvotanaceton 11,826 nd’ nd. 006 0,04 0,05 0,08 n.d. nd. 0,05 0,04 0,04 0,03 0,03 0,03 0,08
16  trans-Geraniol 12,1912 0,07 nd. 006 006 nd.O 0,07 0,07 0,08 0,06 0,06 0,04 0,05 0,06 0,05 0,07
17 Bornil acetat 12,861 2,16 1,44 146 1,48 150 1,40 1,51 194 1,43 1,47 1,51 1,57 1,53 1,36 1,45
18  Kamfen 13,123  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. 014 0,16 0,11 0,12 0,13 0,14 0,12 0,11 0,13
19  Timol 14,1112 o042 1037 039 033 1034 063 041 039 0,38 0,37 0,34 0,51 0,19 0,30 0,53
20  Karvakrol 14,400 0,17 0,16 0,24 1013 0,16 020 0,18 0,14 0,14 0,13 0,13 0,19 0,15 0,13 0,16
21  y-Kariofilen 16,531 0,09 0,11 0,21 0,12 0,11 0,10 0,10 0,21 0,10 0,11 0,10 0,10 0,09 0,09 0,14
22 trans-Kariofilen 16942 281 181 18 18 190 1,75 1,66 2,27 1,77 1,83 1,97 1,77 1,80 1,71 1,76
23 Aromadendren 17,530 0,15 0,14 nd. 014 014 0,15 0,12 0,4 0,12 0,14 0,07 0,09 0,12 0,12 0,11
24 a-Humulen 18,009 4,15 3,05 3,10 3,37 3,18 299 250 3,49 2,90 3,15 3,30 2,83 3,08 2,91 2,94
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25  Leden 19,240 0,62 045 045 049 048 044 054 059 042 0,44 045 048 043 039 047
26 Kariofilen oksid 21,927 039 031 037 039 037 049 041 048 047 045 048 050 052 046 0,40
27  Viridiflorol 22,386 18,64 17,07 16,85 16,97 1597 16,96 18,64 1558 16,58 16,79 16,59 17,55 16,91 1548 16,29
28  Ledol 22586 nd. 008 008 nd. 010 0113 0,16 015 008 0,08 010 007 007 011 0,11
29  Humulen oksid 22,720 052 039 047 047 042 061 048 053 046 0,38 039 046 035 0,35 045
30 izo-Geraniol 24262 1,41 1,62 154 168 153 170 1,76 1,32 161 156 1,51 156 1,57 1,43 1,58
31  Kariofilen 24690 061 0,76 0,71 0,76 0,68 079 084 057 073 0,73 070 071 071 0,65 0,70
32 Epirosmanol 34,120 12,84 21,60 20,64 21,90 19,61 19,63 22,70 1597 20,76 21,70 20,60 21,92 21,59 20,08 20,30
33 Fitol 35324 nd. nd. nd. 039 033 nd 044 044 044 041 031 048 025 030 0,31
34 Feruginol 40274 nd. nd. nd. 078 nd. nd 042 032 081 0,69 1,00 060 08 081 1,18

Ukupno 85,73 84,72 87,14 84,82 86,03 83,96 84,8 8577 8651 8726 87,24 87,7 8647 87,78 8731

® retenciono vreme [min],

® hije detektovano.
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Tabela 25. Relativni udeo jedinjenja detektovanih u etarskom ulju i Soxhlet ekstraktima SPZ

Jedinjenje Relativni udeo [%]
EU® SOX-MeCI® SOX-Hex*

1 Limonen 5,341 0,36 0,38 0,82
2 Eukaliptol 5,420 3,30 4,46 11,84
3 a-Tujon 7,487 5,26 7,76 16,36
4 B-Tujon 7,781 4,09 2,88 3,25
5 Kamfor 8,643 12,74 14,05 23,57
6 Borneol 9,480 3,28 3,15 4,68
7 Mentol 9,653 n.d.® n.d. 0,22
8 Bornil acetat 11,513 1,26 1,24 1,69
9 Timol 14,111 1,61 1,93 0,29
10 Karvakrol 14,400 0,95 1,48 0,11
11 trans-Kariofilen 16,942 1,62 1,12 0,84
12 a-Humulen 18,009 3,62 2,84 1,43
13 Kariofilen oksid 21,927 0,42 0,60 0,16
14 Viridiflorol 22,386 18,42 17,55 22,45
15 Epirosmanol 34,120 26,25 22,77 5,48
16 Fitol 35,324 n.d. 1,51 0,28
17 Feruginol 40,274 1,81 1,46 n.d.
Ukupno 85,01 85,16 93,46

? retenciono vreme [min],

® etarsko ulje dobijeno destilacijom vodenom parom,
“ Soxhlet ekstrakt dobijen metilen hloridom,

4 Soxhlet ekstrakt dobijen n-heksanom,

* nije detektovano.

Na osnovu rezultata iz Tabele 24 mozZe se zakljuciti da se hemijski sastav
superkritiénih ekstrakata ne menja znacajno u zavisnosti od primenjenih eksperimentalnih
uslova (pritiska, temperature i protoka CO;). Medutim, GC-MS analiza i relativni procenat
detektovanih jedinjenja nije dovoljan kvantitativni pokazatelj ove promene. Prema tome,
GC-FID analizom je odreden sadrzaj monoterpena (limonen, eukaliptol, y-terpinen, linalool,
a-terpineol, metil-havikol, geraniol, karvakrol, a-pinen, B-pinen, kamfor, eugenol i a-tujon) u
supekriticnim ekstraktima, etarskom ulju i lipofilnim ekstraktima dobijenim Soxhlet
ekstrakcijom (Tabela P32; Prilog). Na osnovu sadrZaja detekovanih jedinjenja u ekstraktima i
ukupnog prinosa ekstrakcije je izraCunat prinos dominantnih monoterpena (limonen,
eukaliptol, a-terpineol, karvakrol, kamfor i a-tujon) izrazen u mg/100 g droge (Tabela 26).
Kao i u sluc¢aju ukupnog prinosa ekstrakcije, izvrSena su dva dodatna eksperimenta kao

dopuna ekperimentima Box-Behnken eksperimentalnog dizajna (Tabela 19), kao i analiza
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uzorka dobijenog na optimalnim uslovima (290 bar, 55°C, 0,4 kg CO,/h), u cilju detaljne
analize uticaja parametara superkriticne ekstrakcije. Na osnovu rezultata iz Tabele 26, moze
se uociti da su eukaliptol (34,75 — 233,38 mg/100 g droge), kamfor (174,67 — 614,11 mg/100
g droge) i a-tujon (122,90 — 489,19 mg/100 g droge) dominantna jedinjenja prisutna u
ispitivanim ekstraktima. Najnizi prinos sva tri jedinjenja je zabeleZzen u uzorku SFE-1 (100 bar,
60°C, 0,3 kg CO,/h), dok je najveéi prinos dobijen u uzorku SFE-10 (200 bar, 60°C, 0,4 kg
CO,/h), ukazujuci da prinos raste sa porastom pritiska i protoka CO, pri izotermnim uslovima.
U slucaju eukaliptola, prinos Soxhlet ekstrakcijom sa metilen hloridom je bio najveci (309,75
mg/100 g droge), dok je u slucaju prinosa ostalih jedinjenja, kao i prinos ukupnih
monoterpena bio najvedi u uzorcima dobijenim superkriticnom ekstrakcijom (SFE-4, SFE-7,
SFE-10, SFE-11, SFE-13, SFE-14, SFE-15 i SFE-18) (Tabela 26). Ovo ukazuje na prednost
savremene ekstrakcione tehnike u odnosu na konvencionalne u pogledu prinosa ekstrakcije
terpena, kao $to je bio slucaj i pri ekstrakciji polifenolnih jedinjenja. Sto se ostalih
monoterpena tice, njihov prinos ostvaren superkriti¢cnom ekstrakcijom je bio 2,72 — 21,69,
6,15 — 21,69 i 5,61 — 27,37 mg/100 g droge za limonen, a-terpineol i karvakrol. Samo u
slu¢aju limonena, najvedi prinos je ostvaren destilacijom vodenom parom (23,22 mg/100 g
droge), dok je kod a-terpineola i karvakrola superkritiéna ekstrakcija pokazala prednost nad

destilacijom vodenom parom i Soxhlet ekstrakcijom u pogledu prinosa (Tabela 26).

Uticaj parametara SFE (pritiska, temperature i protoka CO,) na prinos eukaliptola,
kamfora i a-tujona je prikazan na Slici 38. Kod sva tri jedinjenja je zabeleZzeno povecanje
prinosa pri povecanju pritiska sa 100 na 200 bar, dok dalje povecanje pritiska (300 bar)
dovodi do smanjenja prinosa. To je posledica poveéanja gustine CO, (0,384, 0,784 i 0,871
g/cm®) pri promeni pritiska od 100, 200 i 300 bar, $to direktno uti¢a na selektivnost
ekstragensa. Prema tome, selektivnost CO, prema monoterpenima je pri izotermnim
uslovima (50°C) najvecéa na 200 bar (0,784 g/cm?), dok dalje poveéanje pritiska, t.j. gustine
CO,, dovodi do poveéanja rastvorljivosti veéih molekula i smanjenja selektivnosti prema
monoterpenima (Glisi¢ i sar., 2010). U slucaju uticaja temperature, zabelezeno je smanjenje
prinosa eukaliptola, kamfora i a-tujona pri povecanju temperature sa 40 na 50°C pri
izobarnim uslovima (300 bar), sto se moZe objasniti smanjenjem gustine CO,, a samim tim i
smanjenja modi rastvaranja CO; (Slika 39). S obzirom da su monoterpeni lako isparljiva

jedinjenja, dalje povecdanje temperature (60°C) dovodi do povecdanja prinosa ispitivanih

112



jedinjenja usled povecanja njihovog napona pare (Lang i Wai, 2001). Slicha promena prinosa
eukaliptola, kamfora i a-tujona je zabeleZena i sa porastom protoka CO, pri konstantnom
pritisku i temperaturi (Slika 40). Do smanjenja prinosa ispitivanih jedinjenja sa poveéanjem
protoka sa 0,2 na 0,3 kg/h potencijalno dolazi usled smanjenja vremena kontakta izmedu
ekstragensa i rastvorka, odnosno onemogucavanja unutrasnje difuzije, dok je dalje
povecanje prinosa sa porastom protoka na 0,4 kg/h uslovljeno povec¢anjem koncentracionog
gradijenta konstantnim dovodenjem sveZeg rastvaraca. Medutim, to uslovljava i vecdu
potrosnju CO,, pa je sa ekonomskog aspekta racionalno ekstrakcije vrsiti na nizem protoku
(0,2 kg/h).

Tabela 26. Prinos monoterpena u etarskom ulju i lipofilnim ekstraktima SPZ dobijenim

superkriticnom i Soxhlet ekstrakcijom

Prinos [mg/100 g droge]

Uzorak Limonen Eukaliptol a-Terpineol Karvakrol a-Tujon IMT?
SFE-1 2,72 34,75 6,15 5,61 174,67 122,90 346,80
SFE-2 12,45 160,18 14,72 14,72 435,82 331,11 968,99
SFE-3 13,82 159,89 16,45 20,40 398,75 310,58 919,88
SFE-4 11,66 171,37 18,76 15,72 533,36 400,02  1.150,89
SFE-5 11,82 142,38 13,36 12,85 386,01 312,51 878,94
SFE-6 10,95 141,54 16,42 22,68 353,46 281,52 826,57
SFE-7 11,07 137,09 19,28 11,07 489,45 423,40 1.091,35
SFE-8 6,63 81,09 10,97 6,12 310,59 256,02 671,42
SFE-9 13,48 161,14 16,69 19,26 409,60 330,63 957,86
SFE-10 21,69 233,38 21,69 17,95 614,11 489,19  1.405,49
SFE-11 13,90 166,24 15,57 16,12 460,92 363,07 1.041,39
SFE-12 7,95 84,94 11,23 8,77 285,78 242,49 644,72
SFE-13 13,06 159,04 17,04 14,20 472,58 369,77 1.051,94
SFE-14 14,85 186,72 18,84 14,28 523,61 416,83  1.181,40
SFE-15 15,01 193,38 21,19 27,37 467,99 378,81  1.112,58
SFE-16" 6,96 92,22 12,76 18,56 240,70 186,18 557,38
SFE-17¢ 6,88 66,38 11,36 7,18 258,93 220,96 571,69
SFE-18° 19,49 214,41 21,26 24,81 501,48 416,42  1.206,73
EU 23,22 186,12 <1 4,32 319,32 305,28 838,26
Soxhlet-MeCl 13,21 309,75 <1 <1 447,74 248,09  1.018,79
Soxhlet-Hex 11,92 214,63 <1 <1 336,04 131,16 693,76

® ukupno monoterpena,
®300 bar, 50°C, 0,3 kg CO,/h,
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€100 bar, 50°C, 0,3 kg CO,/h,
4290 bar, 55°C, 0,4 kg CO,/h (optimalni uslovi).

Promena prinosa ,sporednih” monoterpena (limonen, a-terpineol i karvakrol) u
zavisnosti od primenjenih ekstrakcionih parametara je prikazana na Slikama P33-P35 (Prilog).
U sluéaju limonena i a-terpineola promena prinosa u zavisnosti od pritiska i temperature je
bila slicna kao kod dominantnih monoterpena, dok je u slu¢aju karvakrola zabelezeno
konstantno povecanje prinosa sa porastom pritiska, odnosno gustine CO, (Slika P33; Prilog),
kao i sa povec¢anjem protoka CO, (Slika P35; Prilog). Sto se uticaja temperature tice, sli¢an
trend je zapaZzen kod promene prinosa, kako ,sporednih®, tako i dominantnih monoterpena

(Slika P34; Prilog).
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Slika 38. Uticaj pritiska na prinos ekstrakcije dominatnih monoterpena pri konstantnoj

temperaturi (50°C) i protoku CO, (0,3 kg/h)
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Slika 39. Uticaj temperature na prinos ekstrakcije dominatnih monoterpena pri konstantnom

pritisku (300 bar) i protoku CO, (0,3 kg/h)
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Slika 40. Uticaj protoka CO, na prinos ekstrakcije dominatnih monoterpena pri konstantnom

pritisku (300 bar) i temperaturi (50°C)
4.6. Spray drying

Tecni ekstrakti su osetljivi na faktore sredine, pa vrlo ¢esto moZe doci do degradacije
bioaktivnih jedinjenja usled prisustva vode, svetlosti ili kiseonika. Prema tome, neophodno je
prevesti tecCne ekstrakte u suvi oblik kojeg karakteriSe veéa stabilnost (Munin i Edwards-Levy,
2011), laksa primena, standardizacija, transport i lagerovanje (Oliveira i sar., 2006). Kao
prednosti suvih ekstrakata navode se i bolja prihvatljivost kod potrosaca i laka rastvorljivost,
a dobijeni prahovi se dalje mogu lako dodati kako u prehrambene proizvode, tako i u ¢vrste
farmaceutske oblike (tablete i kapsule), koji predstavljaju najéesée koris¢ene forme lekova i
dijetetskih suplemenata (Leuenberger i Lanz, 2005). Prema tome, ekstrakti SPZ dobijeni
konvencionalnim (maceracija i destilacija vodenom parom) i savremenim (ultrazvucna,
mikrotalasna i ekstrakcija subkritichom vodom) na prethodno optimizovanim uslovima su

kori$¢eni kao napojna smesa za spray drying i dobijanje suvih ekstrakata (prahova) SPZ.
4.6.1. Karakterizacija napojne smese

U napojnim smesama, t.j. te¢nim ekstraktima SPZ, su prvobitno odredeni sadriaj
ukupnih rastvorenih materija (URM), UF, UFl i Y. Prema rezultatima iz Tabele 27, mozZe se
uociti da se najvedi Y (35,62%) dobija ekstrakcijom subkritichom vodom, $to je i ocekivano, s
obzirom na parametre procesa (voda pod pritiskom i poviSena temperatura) koji dovode do
ostecenja celijske strukture biljnog materijala i omoguéavaju olakSanu difuziju iz évrste u

te¢nu fazu (Mustafa i Turner, 2011). Dalje, Y koji je dobijen ekstrakcijom subkriticnom
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vodom je bio manji u odnosu na Y koji se dobija na laboratorijskom postrojenju (Pavli¢ i sar.,
2016). Napojna smesa za suSenje rasprsivanjem je pripremljena na optimalnim uslovima za
laboratorijski ekstraktor, a ekstrakcija je izvrSena na pilot postrojenju, Sto je dovelo do
znacajnog produZetka faze zagrevanja i hladenja u procesu ekstrakcije. Sa druge stranem,
najnizi Y (28,82%) je ostvaren maceracijom. Ova ekstrakciona tehnika zahteva najvecu
potrosnju vremena (5 dana), medutim, ekstrakcija se izvodi na sobnoj temperaturi (Ph. Jug.
IV). Sve druge tehnike su izvedene na povisenoj temperaturi, Sto je dovelo do znacajnog
povecanja Y. URM u teénim ekstraktima SPZ je bio od 12,91 do 35,62 mg/mL. Odredivanje
ove vrednosti je klju¢no, s obzirom da moZe znacajno uticati na fizicko-hemijske parametre
suvih ekstrakata dobijenih spray drying tehnikom (Couto i sar., 2012). U slucaju sadrzaja
polifenola, najveci UF i UFl su zabeleZeni u ekstraktu dobijenom subkriticnom vodom, dok je
najnizi sadrzaj bio u postdestilacionom ostatku. Sa druge strane, prinos UF dobijen
primenjenim ekstrakcionim tehnikama je bio 7,90, 9,83, 10,57, 6,90 6,75 g GAE/100 g droge
(Tabela 27). Najveci prinos UF i UFI je dobijen mikrotalasnom ekstrakcijom. UF i UFI dobijeni
ultrazvu¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom su bili u skladu sa predvidenim vrednostima koji

se dobijaju na optimalnim uslovima.

Tabela 27. Karakterizacija napojnih smesa dobijenih razli¢itim ekstrakcionim tehnikama

Ekstrakciona tehnika URM UF UFI TP/TF

[mg/mL] [mg GAE/mL] [mg CE/mL]

MAC C/T ekstrakcija
. 25,82 12,91 3,95 2,71 1,46
(maceracija)
UAE Ultrazvuéna ekstrakcija 30,44 15,22 4,92 2,86 1,72
MAE Mikrotalasna ekstrakcija 32,18 16,09 5,29 3,37 1,57
SWE Ekstrakcija subkriticnom
35,62 35,62 6,90 4,57 1,51
vodom
PHD Destilacija vodenom
parom (postdestilacioni 31,38 15,69 3,38 2,22 1,52
ostatak)

4.6.2. Biohemijske karakteristike suvih ekstrakata

4.6.2.1. Sadrzaj polifenola

Glavni problem koji se javlja kod primene biljnih ekstrakata je nedostatak

odgovarajucih procedura za standardizaciju sadrzaja aktivnih principa. S obzirom da su
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polifenolna jedinjenja okarakterisana sa velikim bioaktivnim potencijalom, neophodno je
odrediti njihov sadrZaj u ekstraktima koji ¢e se dalje inkorporirati u farmaceutske
formulacije, dijetetske suplemente ili funkcionalnu hranu. Sadrzaj UF, UFl i rozmarinske
kiseline (RK) u suvim ekstraktima SPZ sa i bez dodatka nosaca su dati u Tabeli 28. Najve(i
sadrzaj UF (290,28 mg GAE/g) je zabeleZen u UAE uzorku, dok je najnizi (90,20 mg GAE/g) bio
u PHD ekstraktu. U naucnoj literaturi nema podataka u dobijanju suvih ekstrakata S.
officinalis tehnikom spray drying. Medutim, ruzmarin je biljka veoma sli¢na Zalfiji u pogledu
sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti, i prema Couto i sar. (2012), sadrzaj UF u
ekstraktima ruzmarina dobijenim maceracijom i osusenim spray drying tehnikom je bio od
132 do 174 mg GAE/g. S obzirom da su svi eksterakti osuseni pod istim uslovima, UF je
direktno povezan sa primenjenom ekstrakcionom tehnikom koriSéenom za dobijanje
napojne smese, kao i sa dodatkom nosaca. Prema Sahin-Nadeem i sar. (2013), UF u
ekstraktima Salvia fruticosa dobijenim spray drying tehnikom je bio od 132,8 do 297,2 mg/g,
sliéno kao i u suvim ekstraktima SPZ. UF je u ekstraktima sa dodatkom maltodekstrina (20%)
bio niZi u odnosu na uzorke bez dodatka nosaca, Sto je i ocekivano s obzirom na dodatak
nosaca uti¢e na smanjenje koncentracije aktivnih principa u ekstraktima. Moze se uociti da
su MAC, UAE i MAE suvi ekstrakti sa relativno visokim sadrZajem polifenola (Tabela 28).
Medutim, neophodno je razmotriti i ukupan prinos ekstrakcije (Tabela 27) koji je bio
najmanji u slucaju maceracije. lako maceracija obezbeduje dobijanje prahova sa visokim
sadrzajem UF, ukupan prinos polifenola ée biti manji u odnosu na UAE i MAE uzorke. Ovo
ukazuje na prednosti upotrebe savremenih u odnosu na konvencionalne ekstrakcione
tehnike. Relativno mali sadrzaj UF u SWE i PHD ekstraktima moZe da se objasni upotrebom
vode kao rastvaraca, koja poseduje nisku selektivnost prema polifenolnim jedinjenjima u
poredenju sa smeSama etanol-voda koriséenim u uzorcima MAC, UAE i MAE. Medutim, s
obzirom na visok Y kod SWE uzorka (35,62%), ovom tehnikom ée biti dobijen zadovoljavajudi
prinos UF u suvim ekstraktima, ali ée njihov sadrzaj biti razblaZzen balasnim materijama koje

se vodom ekstrahuju u poé¢etnom koraku C/T ekstrakcije.

Sa druge strane, najveéi sadrzaj UFl (154,88 mg CE/g) je zabeleien u ekstraktu
dobijenom maceracijom, a najnizi (56,98 mg CE/g) u SWE uzorku sa dodatkom
maltodekstrina. | u ovom slucaju je UFl u MAC, UAE i MAE uzorcima bio znacano vedi u

odnosu na SWE i PHD ekstrakte (Tabela 28). To ponovo ukazuje na izvesne prednosti UAE i
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MAE uzoraka, s obzirom na visok sadrzaj UFl i ukupan prinos ekstrakcije (Tabela 27). Pored
prednosti u pogledu prinosa, ove dve tehnike pruzaju znacajno manju potrosnju vremena,
jer je vreme ekstrakcije u ova dva slucaja bilo 80 i 18,7 min. UFI je u ekstraktima ruzmarina
dobijenim spray drying tehnikom bio od 46 do 76,4 mg/g (Couto i sar., 2012), Sto je znacajno
manje u odnosu na ekstrakt SPZ (154,88 mg CE/g) dobijen na sli¢an nacin. Sto se sadrzaja RK
tice, slicna je raspodela kao i u slu¢aju UF i UFI. Ponovo je UAE uzorak pokazao najbolje
karakteristike u pogledu sadrzaja RK (42,01 i 42,11 mg/g), dok je najmanji sadrzaj zabeleZen
u SWE uzorcima (3,04 i 3,16 mg/g). Do malog sadrzaja RK u SWE uzorcima je doslo usled
degradacije derivata hidroksicimetne kiseline na poviSenoj temperaturi koja je primenjena u
ekstrakciji subkriticnom vodom (200°C). Medutim, prethodno je zabeleZzeno da u takvoj
sredini, pored degradacije polifenola, moZe da dode do transformacije i do nastajanja novih
jedinjenja sa izuzetno visokom antioksidativhom aktivnoséu (Zekovié i sar., 2014; Zekovic i

sar., 2016).

Tabela 28. Sadrzaj UF, UFI i RK u suvim ekstraktima SPZ dobijenim spray drying tehnikom

Uzorak UF [mg GAE/g] UFI [mg CE/g] RK [mg/g]
MAC 0 280,35 + 5,24° 154,88 + 1,33° 40,64 + 0,89°
MAC-20 20 226,90 + 4,00° 133,55 + 1,69° 37,08 +0,54°
UAE 0 290,28 +2,31° 147,70 + 2,24° 42,01 +0,75°
UAE-20 20 281,88 +1,57° 135,41 +1,32° 42,11 +0,36°
MAE 0 254,43 +2,51° 150,07 + 1,69° 40,68 + 0,74°
MAE-20 20 210,79 + 2,80° 119,41 +1,80° 36,66 + 0,87°
SWE 0 106,26 * 2,68" 58,97 + 1,02° 3,16 +0,63°
SWE-20 20 91,35+ 1,728 56,98 + 1,00' 3,04 +0,37°
PHD 0 106,59 + 1,52" 74,02 + 0,98¢ 17,78 +0,91°
PHD-20 20 90,20 + 1,58' 59,87 + 0,44" 17,16 0,53¢

Vrednosti obeleZene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test),
i koncentracija maltodekstrina [%].
U cilju odredivanja stepena degradacije polifenola, stepen prezervacije (SP) je

izracunat iz sledece jednacine (Shofinita i Langrish, 2014):

Fse

SP [%] = UF
te

100 9

gde je UF, sadrzaj ukupnih fenola u suvom ekstraktu, a UF sadrzaj u tecnom ekstraktu. Na

isti nacin je izraCunat SP za flavonoide koriste¢i UFI u suvom i te€nom ekstraktu. SP
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polifenola i flavonoida zabeleZen u suvim ekstraktima SPZ dobijenih spray drying tehnikom je
prikazan na Slici 41. SP polifenola je bio najveci kod uzorka UAE-20 (96,62%), a najmanji u
uzorku PHD (49,55%). Slican slucaj je bio i kod SP flavonoida, s obzirom da je najveéi SP
(90,08%) zabelezen u istom uzorku, dok je najmanji SP bio u uzorku SWE (49,55%). Prema
Souza i sar. (2008), tokom spray drying procesa dolazi do degradacije polifenolnih jedinjenja
usled oksidativne kondenzacije i toplotne degradacije indukovane visokom temperaturom.
Medutim, pored pozitivhog efekta na stabilnost suvih ekstrakata, dodatak nosac uti¢e i na
smanjenje degradacije ciljanih jedinjenja tokom procesa spray dying (Krishnaiah i sar., 2014).
Na Slici 41 se moZe uociti da je SP polifenola i flavonoida bio veéi kada je maltodekstrin
koriséen kao nosac, Sto ukazuje na sposobnost maltodekstrina da smanji toplotnu
degradaciju ovih jedinjenja. To je u skladu sa literaturnim navodima, jer je prethodno
zabelezeno da maltodekstrin ima bolje protektivne sposobnosti od drugih nosaca kao $to su
izolat sojinog proteina i proteina graska (Moreno i sar., 2016). SP je bio u korelaciji sa
ekstragensom koji je primenjen u pocetnom koraku C/T ekstrakcije, opadajuci sa
povedanjem udela vode u ekstragensu. Najveci SP je zabeleZzen u MAC i UAE uzorcima (60%
etanol), zatim u MAE (45% etanol), dok je najnizi bio u SWE i PHD uzorcima, gde je kao
ekstragens koris¢éena voda. Ovo se moze objasniti poveéanjem temperature klju¢anja kada
se kao rastvarac koristi voda, Sto znaéi da je temperatura veca u procesu spray drying, a

samim tim i stepen degradacije odredenih polifenola i flavonoida.

a) 100 -
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Slika 41. SP a) ukupnih polifenola i b) ukupnih flavonoida u suvim ekstraktima SPZ sa i bez

SP flavonoida [%]

dodatka maltodekstrina
4.6.2.2. Antioksidativna aktivnost

Usled specifi¢ne strukture i sposobnosti da reaguju kao , hvataci” slobodnih radikala,
konzumiranje hrane bogate polifenolima, kao Sto su crna cokolada, masline, zeleni ¢aj,
crveno vino, bobicasto voce i lekovito bilje (Pérez-Jiménez i sar., 2010), moZe da pomogne u
prevenciji sréanih oboljenja, kancera, kao i da pomogne za postizanje drugih pozitivnih
efekata na ljudsko zdravlje (Pandey i Rizvi, 2009). Pored oksidativne stabilnosti, prisustvo
polifenola u hrani moze da uti¢e i na ukus, boju i miris. S obzirom da Zalfija predstavlja drogu
sa visokim antioksidativnim potencijalom, neophodno je odrediti aktivnost suvih ekstrakata

SPZ antioksidativnim testovima in vitro.

Prema tome, antioksidativna aktivnost suvih ekstrakata SPZ je komparativno
odredena DPPH, FRAP i ABTS testovima. Antiokidativna aktivnost prema DPPH radikalima je
bila od 244,26 do 476,00 mg Trolox/g, a posebno visoka aktivnost je zabelezena u UAE i MAE
uzorcima (Tabela 29). U slucaju redukcione modéi prema Fe* jonima, najveéi FRAP je
zabeleZen u uzorku UAE (52,56 mg Fe®'/g), dok je najniza vrednost dobijena u PHD-20 uzorku
(25,74 mg Fe2+/g). Antioksidativna aktivnost prema ABTS radikalima u suvim ekstraktima SPZ
je bila od 377,52 do 811,68 mg Trolox/g. Na osnovu rezultata iz Tabele 29 se moze zakljuditi

da suve ekstrakte SPZ odlikuje izrazito visok antioksidativni kapacitet.
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Kao i u slucaju sadrzaja polifenola, antioksidativna aktivnost je bila manja u uzorcima
gde je maltodekstrin koriséen kao nosa, s obzirom na razblaZenje aktivnih principa
dodatkom inertnog jedinjenja. SWE i PHD uzorci su pokazali znatno nizu antioksidativnu
aktivnost u poredenju sa ostalim (Tabela 29), Sto je direktno povezano sa sadrZajem
polifenola u suvim ekstraktima (Tabela 28). Pored toga, etarsko ulje Zalfije, koje poseduje
odredenu antioksidativnu aktivnost (BozZin i sar., 2007), je uklonjeno iz PHD uzorka, s
obzirom da je postdestilacioni ostatak koriS¢en za susSenje spray drying tehnikom. To je
dovelo da antioksidativna aktivnost PHD uzoraka bude znadajno manja u odnosu na ostale
(Tabela 29). Prema svim parametrima antioksidativne aktivnosti, MAC, UAE i MAE uzorci su
pokazali znacajno veéu aktivnost u poredenju sa ostalim uzorcima (Tabela 29). lako je MAC
uzorak pokazao slican antioksidativni kapacitet kao UAE i MAE, znacajno veca vrednost Y se
dobija primenom savremenih ekstrakcionih tehnika. Na taj nacin je opravdana upotreba
savremenih ekstrakcionih tehnika koje bi obezbedile dobra antioksidativna svojstva i visok

prinos ekstrakcije u po¢etnom koraku C/T ekstrakcije.

Tabela 29. Antioksidativna aktivnost suvih ekstrakata SPZ odredena DPPH, FRAP i ABTS

testovima
Uzorak DPPH [mg Trolox/g] FRAP [mg Fe**/g] ABTS [mg Trolox/g]
MAC 418,11 + 6,24° 45,14 +0,93° 670,55 + 36,48°
MAC-20 379,47 +12,95° 39,27 +0,28" 600,79 + 19,10°
UAE 442,58 +3,19° 52,56 + 1,30° 669,26 + 25,91°
UAE-20 369,16 +5,27° 37,42 +0,87° 538,89 + 30,13*"¢
MAE 476,00 + 17,01° 42,56 +0,51° 811,69 + 34,97°¢
MAE-20 372,24 +1,69° 40,19 +1,11°¢ 595,91 + 9,63¢
SWE 298,63 + 7,54° 31,09 + 0,33 431,88+ 11,88
SWE-20 244,26 + 6,90° 28,30 +0,97° 377,52+ 15,598
PHD 275,99 + 13,01° 28,45 + 1,01° 496,81 + 11,88"
PHD-20 247,60 + 11,60° 25,74 +0,73" 429,77 +15,59'

Vrednosti obeleZene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test).

Antioksidativna aktivnost suvih ekstrakata SPZ je bila u korelaciji sa sadriajem
polifenola u uzorcima. Na Slici P36 se moZe uociti dobra linearna veza izmedu UF, UFl i
parametara antioksidativne aktivnosti (DPPH, FRAP i ABTS). Prema literaturnim navodima,
sliéna korelacija izmedu UF i antioksidativne aktivnosti je zabeleZzena u suvim ekstraktima
Salvia fruticosa i Rosmarinus officinalis dobijenim spray drying tehnikom (Sahin-Nadeem i

sar., 2013; Couto i sar., 2012). Linearna regresija UFl i antioksidativne aktivnosti je bila bolja
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u odnosu na UF, usled vece vrednosti R? (Slika P36; Prilog). Ovo ukazuje na Cinjenicu da su
polifenolna jedinjenja najve¢im delom odgovorna za antioksidativne efekte ekstrakata SPZ,
iako i neki drugi metaboliti Zalfije mogu da poseduju odredenu antioksidativnu aktivnost.
Dalje, moZe se zakljuciti da ¢e dodatak maltodekstrina uticati na smanjenje gubitka
antioksidativne aktivnosti sprecavajuc¢i degradaciju polifenolnih jedinjenja (Slika 41). S
obzirom na izraZen antioksidativni potencijal suvih ekstrakata SPZ, odgovarajuc¢a bi bila
njihova upotreba, kako u farmaceutskim formulacijama, tako i kao dodatak hrani sa

funkcionalnim svojstvima.
4.6.2.3. Antimikrobna aktivnost

Lekovito bilje se u velikoj meri koristi u tradicionalnoj i savremenoj medicini kao izvor
aktivnih principa sa antimikrobnim delovanjem. Prema literaturnim navodima, etarsko ulje i
razli¢iti ekstrakti zalfije poseduju odredenu antimikrobnu aktivnost (Bozin i sar., 2007;
Stanojevié i sar., 2010; Witkowska i sar., 2013). Bez obzira na dobar antibakteriski efekat,
vrlo je teSko uporediti rezultate razlic¢itih autora usled razlika u poreklu biljnog materijala,
hemijskom sastavu i primenjenim ekstrakcionim tehnikama. Iz toga razloga je neophodno
odrediti antimikrobni potencijal suvih ekstrakata SPZ, koji je odreden samo u ekstraktima

dobijenim bez dodatka maltodekstrina.

Preliminarna evaluacija antimikrobne aktivnosti je izvrSena disk-difuzionom
metodom. Na osnovu rezultata iz Tabele 30 mozZe se uociti da su Gram-negativne bakterije i
kvasci bili potpuno rezistentni na sve ekstrakte SPZ. Rezistentnost kvasaca moZe biti
povezana sa kompleksnijom strukturom Ccelije (eukariotska celika) u poredenju sa
bakterijama (prokarioktska éelija), dok je neefikasnost ekstrakata protiv Gram-negativnih
bakterija posledica specificne strukture celijske membrane. Gram-negativne bakterije su
obavijene tankim zidom peptidoglikana koji je okruzen spoljaSnjom memberanom koju ¢&ine
lipopolisaharidi, dok Gram-pozitivnim bakterijama nedostaje spoljasnja membrana (Silhavy i
sar., 2010). Prema tome, spoljasnja membrana predstavlja barijeru koja ogranic¢ava difuziju
aktivnih principa (Pierozan i sar., 2009). Dobijeni rezultati antimikrobne aktivnosti su bili u
skladu sa prethodnim literaturnim navodima vezanim za antimikrobne efekte ekstrakata

zalfije (Pierozan i sar., 2009).
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Sa druge strane, iz Tabele 30 se mozZe zakljuCiti da su Gram-pozitivhe bakterije
osetljive na efekte ispitivanih uzoraka. MAC, UAE i MAE uzorci su pokazali slu¢nu aktivnost
prema Gram-pozitivnim bakterijama, dok se uzorci SWE i PHD odlikuju slabijom aktivnos¢u
(preénik zone inhibicije oko 10 mm) ili je aktivnost potpuno izostala. Suvi ekstrakti SPZ su
pokazali najveéu aktivnost prema Staphylococcus saprophyticus”, dok je najrezistentniji

Gram-pozitivni soj bio Bacillus cereus"”.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) ekstrakata SPZ je odredena za sve
ispitivane Gram-pozitivne sojeve i rezultati dobijeni mikrodilucionom metodom su dati u
Tabeli 31. MoZe se uociti da su svi uzorci pokazali zadovoljavaju¢u antimikrobnu aktivnost
usled niske MIC (<50 mg/mL), koja je bila poveéana samo u sludaju Bacillus cereus"”. Na
osnovu vrednosti MIC iz Tabele 31 moZe se zakljuciti da su sojevi Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Listeria ivanovii ATCC 19119, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Staphyloccocus
saprophyticus®, Listeria monocytogenes” i Enterococcus faecalis” bili posebno osetljivi na
efekte MAC, UAE i MAE uzoraka, dok je vrednost MIC za uzorke SWE i PHD bila znacajno
veca. Dalje, ispitani uzorci su pokazali slabu aktivnost prema Bacillus cereus”, dok je MIC za
Bacillus cereus ATCC 11778 bila znatno manja, ukazujuéi na vecu rezistentnost prirodnih
izolata. Medutim, nije bio isti slu¢aj sa Enterococcus faecalis, s obzirom da je prirodni izolat
pokazao veéu osetljivost na suve ekstrakte SPZ. Prema Pierozan i sar. (2009), MIC etarskog
ulja Zalfije rastvorenog u dimetilsulfoksidu (DMSO) je bila <10 mg/mL za Enterococcus
faecalis i Staphylococcus aureus. Medutim, za ekstrakte SPZ je voda kori$éena kao rastvarag,
pa je na taj nacin potpuno eliminisan uticaj rastvaraca na antimikrobnu aktivnost. Prema
Witkowska i sar. (2013), MIC ekstrakata Zalfije dobijenih wodom, etanolom i n-heksanom
kao ekstragensom je bila 10-40 mg/mL za Staphylococcus aureus, ali i u ovom slucaju je
DMSO koriséen kao rastvara¢ za odredivanje antimikrobne aktivnosti. Antimikrobna
aktivnost je bila u korelaciji sa sadrzajem polifenola (Tabela 28) i antioksidativnom
aktivnoscu (Tabela 29), s obzirom da su uzorci MAC, UAE i MAE bili znatno potentniji od SWE
i PHD. To takode ukazuje na povezanost polifenola Zalfije i bioloske aktivnosti

(antioksidativne i antimikrobne).

123



Tabela 30. Antimikrobna aktivnost ekstrakata SPZ (srednja vrednost preénika zone inhibicije (mm) uklju€ujuéi disk (6 mm))

Disk-difuziona metoda (15 uL, koncentracija ekstrakta od 50 mg/mlL) Pozitivna kontrola
Uzorak
MAE
° Escherichia coli nd nd nd nd nd 14,0+0,0
5 ATCC 25922
% Pseudomonas nd nd nd nd nd 15,311,7***
= aeruginosa
© ATCC 27853
Staphylococcus 12,33+0,58 14,33+0,58 nd 10,67+0,58 12,00£0,00 12,00+0,00
aureus
ATCC 25923
Bacillus cereus 20,00+1,00 18,00+2,65 20,331£2,08 8,6710,58 11,00+0,00 nd
ATCC 11778
Listeria ivanovii 18,67+0,58 16,67+0,58 19,67+0,58 7,3311,15 13,33+0,58 7,67+0,58
o ATCC 19119
:qc_,‘ Enterococcus 15,67+2,31 16,33+0,58 17,00+0,00 nd 10,00+0,00 9,00+1,20
% faecalis
i~ ATCC 19433
° Staphylococcus 23,00+1,00 21,33%£2,89 24,00£0,00 7,3310,58 11,00+0,00 11,00+0,58
saprophyticus"”
Bacillus cereus" 8,00+0,58 8,00+0,00 8,00+2,08 nd nd nd
Listeria 15,67+0,58 15,67+1,53 22,331+0,58 8,00%0,00 nd 10,20+0,42
monocytogenes"
Enterococcus 12,0041,73 nd 13,33+2,08 nd 11,00+0,00 8,00+0,00
faecalis”
Saccharomyces nd nd nd nd nd 13,3310,58****
. cerevisiae
g ATCC 9763
X Candida albicans nd nd nd nd nd 12,00i0,00*m
ATCC 10231

* nema zone inhibicije; ** Cista zona oko diska; *** ACV suplement, **** aktidion
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Tabela 31. Minimalna inhibitorna koncentracija (mg/mL) odredena mikrodilucionom

metodom

Ispitani sojevi MIC [mg/mL]

Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 12,5 12,5 50 25
Bacillus cereus ATCC 11778 37,5 9,4 37,5 37,5 37,5
;“C—’. Listeria ivanovii ATCC 19119 6,25 9,4 6,25 6,25 9,4
§ Enterococcus faecalis ATCC 19433 25 50 50 25 25
-E Staphyloccocus saprophyticus” 6,25 9,4 9,4 18,8 9,4
% Bacillus cereus” >50 >50 >50 >50 >50
Listeria monocytogenes” 3,12 6,25 12,5 6,25 12,5
Enterococcus faecalis" 6,25 6,25 9,4 18,8 18,8

¥ prirodni izolat

Poredenjem rezultate disk-difuzione i mikrodilucione metode moze se zakljuciti da
rezultati nisu potpuno uniformni. Medutim, oba testa ukazuju na osetljivost Gram-pozitivnih
bakterija na suve ekstrakte SPZ. Prema tome, disk-difuziona metoda se moze adekvatno
koristiti kao preliminarni test, dok diskdifuziona metoda predstavlja kvantifikovanje
antimikrobne aktivnosti. Na osnovu rezultata iz Tabela 30 i 31 se moZe zakljuditi da je UAE
uzorak okarakterisan sa najizrazenijom antimikrobnom i antioksidativnom aktvnoscu, kao i
najvec¢im sadrzajem polifenola. Usled odredenih antimikrobnih efekata, suvi ekstrakti zZalfije
se potencijalno mogu koristiti kao konzervansi, posebno pogodni za ¢vrstu hranu, ali i u

farmaceutskim formulacijama sa ciljem ostvarenja antimikrobnog i antioksidativnog efekta.
4.6.3. Fizicke karakteristike suvih ekstrakata

Prinos susSenja u spray drying procesu se uglavnom izrazava kao efikasnost susenja, a
predstavlja odnos eksprimentalno dobijene mase suvog ekstrakta i teorijske vrednosti koja
se izraCunava is sadrZaja rastvorenih materija u napojnoj smesi. Efikasnost susenja tecnih
ekstrakata SPZ je bila od 37,29% (MAC-20) do 57,18% (PHD). Do gubitaka u ovom procesu
dolazi usled zadrZavanja suvog ekstrakta na zidovima komore i ciklona, Sto je nepozZeljno sa
aspekta ekonomicnosti procesa. Pored toga, materijal koji se duze vreme zadrzava u uredaju
usled duZeg izlaganja poviSenoj temperaturi degradira i, ako se spontano ukloni sa zida

uredaja, moze da dovede do kontaminacije proizvoda (Santana i sar., 2013). Ekstrakt koji se
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duZe zadrZava u uredaju na povisenoj temperaturi moZe da ima promenjene osobine
(sadrzaj vlage, boja, rastvorljivost, itd.) i ne moZe se smatrati dobrim proizvodom. Efikasnost
suSenja >50% se navodi kao kriterijum uspeSnog susenja u laboratorijskim uslovima
(Bhandari i sar., 1997), sto je ostvareno za uzorke UAE, UAE-20, MAE-20, SWE, SWE-20 i PHD
(Tabela 32). Sli¢can opseg efikasnosti susenja (25,8 — 56,1%) je zabeleZen u susenju ekstrakata
Carzocar brasiliense (Santana i sar., 2013). U vedini slu¢ajeva (UAE, MAE i SWE) je zabeleZzeno
povecanje efikasnosti susenja sa dodatkom maltodekstrina, Sto je u skladu sa prethodnim
literaturnim navodima (Vidovi¢ i sar., 2014), s obzirom da je tokom susenja ekstrakata bez
dodatka nosaca olakSano deponovanje i lepljenje ekstrakta na zidove uredaja. Pored toga,
suSenje je u okviru ovog rada izvedeno na pilot postrojenju koje zahteva veéu zapreminu od
zapremine ekstrakata koja je koris¢ena za susenje (oko 2 L), pa se moZe ocekivati da odnos
sakupljenog ekstrakta i deponovanog na zidove uredaja bude relativno nizak, odnosno da

gubici budu vedi.

Tabela 32. Efikasnost su$enja i fizicke karakteristike suvih ekstrakata SPZ dobijenih spray

drying tehnikom

Uzorak Efikasnost Sadrzaj vlage Higroskopnost Vreme
[%] [%] [%] rehidratacije
[s]
MAC 0 40,64 7,18 13,86° 7,89°
MAC-20 20 37,29 15,35° 13,80° 11,91¢
UAE 0 51,52 8,94"¢ 14,40° 20,57°
UAE-20 20 54,29 10,04° 14,30° 24,01°
MAE 0 39,05 5,92%¢ 15,75° 9,82°
MAE-20 20 53,65 9,40 16,08° 25,82°
SWE 0 53,72 5,49%¢ 14,42° 4,24°
SWE-20 20 56,61 4,53° 18,02° 3,45°
PHD 0 57,18 7,31 13,83° 3,39°
PHD-20 20 49,47 5,72%¢ 13,61° 16,93

Vrednosti obeleZene istim slovom u koloni nisu znacajno razlicite na 5% (Tukey’s test).

4.6.3.1. Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage je u suvim ekstraktima SPZ bio od 4,53 do 15,35%. Nizak sadriaj vlage u
suvim ekstraktima je poZzeljan, jer se na taj nacin sprecava aglomeracija ¢estica i zadrzavaju
se dobre protocne osobine prahova (da Silva i sar., 2013). Prema Sinija i Mishra (2008),

instant Cajevi koji imaju sadrzaj vlage <5% imaju veliku stabilnost tokom pakovanja i
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sladistenja, prema tome, samo uzorak SWE-20 ispunjava ovaj kriterijum. Dodatak
maltodekstrina je kod uzoraka MAC, UAE i MAE doveo do povecanja sadrZaja vlage, dok je
kod uzoraka SWE i PHD bio obrnut slucaj (Tabela 32). Prema Kha i sar. (2010), povedanje
koncentracije maltodekstrina dovodi do smanjenja sadrZaja vlage u suvim ekstraktima
Momordica cochinchinensis. Sa druge strane, zabeleZzeno je poveéanje sadrzaja vlage sa
dodatkom maltodekstrina usled oteZane difuzije molekula vode pored velikih molekula
maltodekstrina tokom procesa susenja (Adhikari i sar., 2004), Sto je i bio sluc¢aj u uzorcima
MAC, UAE i MAE. SadrzZaj vlage u velikoj meri zavisi od temperaturnog gradijenta, odnosno
od razlike ulazne i izlazne temperature koja je u svim eksperimentima bila oko 40°C. Sadrzaj
vlage u suvim ekstraktima Salvia fruticosa je bio od 3-5%, medutim, ulazna temperatura je u
ovom slucaju bila znacajno veca (145 — 165°C), Sto je ubrzalo isparanja rastvaraca tokom
spray drying procesa (Sahin-Nadeem i sar., 2013). Uzorci MAC-20 i UAE-20 pokazali su
neodgovarajucée karakteristike u pogledu poveéanog sadriaja vlage (>10%). Sto se ostalih
uzoraka ti¢e, njihova upotreba u farmaceutksoj industriji bi mogla biti ogranicena jer bi veci
sadrZaj vlage (>5%) imao negativan uticaj na osobine tableta sa suvim ekstraktima SPZ.
Medutim, neophodno je izvrsiti dalja istrazivanja da bi se utvrdila moguénost eventualne

upotrebe ovih ekstrakata u ¢vrstim farmaceutskim oblicima.
4.6.3.2. Higroskopnost

Higroskopnost predstavlja masu vode koju apsorbuje 100 g praha tokom sedam dana
skladistenja na 25°C i 90% relativnoj vlaznosti vazduha (Krishnaiah i sar., 2014). U suvim
ekstraktima SPZ se ova vrednost kretala od 13,61 do 18,02%. Najveéa higroskopnost je
zabeleZzena u uzorcima MAE, MAE-20 i SWE (15,75, 16,08 i 18,02%), dok izmedu ostalih
uzoraka nije ustanovljena statisticki znacajna razlika (Tabela 32). Higroskopnost ekstrakata i
hrane je povezana sa prisustvom hidrofilnih molekula koji mogu da vezuju vodu iz atmosfere.
Najveca higroskopnost je zabelezana u uzorku SWE-20 (18,02%), gde je kao rastvarac
koriséena subkritiCna voda koja ima veliku moc¢ rastvaranja, kako za umereno polarna
jedinjenja kao sSto su polifenoli, tako i za polarne biomolekule (ugljene hidrate i proteine) koji
imaju sposobnost vezivanja vode. Slican opseg higroskopnosti (13,85 — 14,81%) je zabeleZen
u suvim ekstraktima Myrciaria jaboticaba, gde je maltodekstrin (30%) takode koris¢en kao
nosa¢ (Silva i sar.,, 2013). Prema literaturnim navodima, ocekuje se da dodatak

maltodekstrina dovede do smanjenja higroskopnosti suvih ekstrakata usled povecanja
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temperature staklavosti (Tg) teCnog ekstrakta (Vladi¢ i sar., 2016). Medutim, ovaj fenomen je
zabeleZzen samo kod uzoraka MAC, UAE i PHD, dok je kod uzoraka MAE i SWE dodatak
maltodekstrina doveo do povecanja higroskopnosti. Pored dodatka nosaca, temperatura
suSenja takode ima veliki uticaj na higroskopnost i ocekivano je da prahovi osuseni na veéim
temperaturama imaju vecu higroskopnost, s obzirom da se na viSim temperaturama dobijaju
poroznije Cestice, pa je na taj nacin olakSana apsorpcija vode (de Souza i sar., 2015). Suvi
ekstrakti SPZ su imali nizu higroskopnost nakon 48 h od suvih ekstrakata sporednog
proizvoda hajducke trave (20,52 — 21,49%), dobijenih pod sli¢énim uslovima (Vladi¢ i sar.,

2016).
4.6.3.3. Vreme rehidratacije

Maltodekstrin predstavlja jedan od najées¢e koris¢enih nosaca za spray drying, a
jedan od razloga za to su njegove dobre fizicke karakteristike, kao $to je rastvorljivost u vodi
(Krishnaiah i sar., 2014). S obzirom da maltodekstrin predstavlja modifikovani skrob, njegovo
vreme rastvaranja je duze od vecine hidrofilnih jedinjenja prisutnih u biljnim ekstraktima
(Caliskan i Dirim, 2016), pa je ocekivano da ekstrakti sa maltodekstrinom imaju produzeno
vreme rehidratacije (Nunes i sar., 2015). U skladu sa tim, vreme rehidratacije je za sve
uzorke, osim SWE, bilo produZeno u uzorcima gde je maltodekstrin koris¢en kao nosac
(Tabela 32). Vreme rehidratacije je u suvim ekstraktima SPZ bilo od 3,45 do 25,82 s. Krace
vreme rehidratacije je ostvareno u uzorcima SWE i PHD u odnosu na ostale. To se moze
objasniti upotrebom vode kao ekstragensa u pocetnom koraku C/T ekstrakcije, prema tome,
rekonstitucija ovih ekstrakata u vodenoj sredini je olakSana u odnosu na uzorke gde je kao
ekstragens koriséena smesa etanol-voda (MAC, UAE i MAE). Moze se zakljuditi da su svi suvi
ekstrakti imali relativno kratko vreme rehidratacije (Tabela 32), za razliku od suvih ekstrakata
llex paraguariensis, gde je vreme rehidratacije bilo od 292 do 589 s, i bilo je vece sa

porastom koncentracije dodatog maltodekstrina.
4.6.3.4. WAIi WSI

Indeks apsorpcije vode (WAI) i indeks rastvorljivosti u vodi (WSI) predstavljaju vazne
osobine suvih ekstrakata koje su povezane sa njihovom rastvorljivoséu. WAI je bio relativno
visok u uzorcima MAC, UAE i MAE, dok su statisticki znacajno nize vrednosti zabelezene kod
SWE i PHD uzoraka (Slika 42a). WAI predstavlja sposobnost ekstrakata da apsorbuje vodu i
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pozeljno je da bude Sto niZi kako bi karakteristike praha bile bolje (Vladi¢ i sar., 2016). S
obzirom da maltodekstrin smanjuje kapacitet zadrZavanja vode u suvim ekstraktima,
dodatak maltodekstrina je u svim uzorcima doveo do smanjenja WAI, Sto je u skladu sa
prethodnim literaturnim navodima (Vidovié i sar., 2014). Nizak WAI u uzorcima SWE i PHD je
bio slican sa WAI ekstrakata Satureja montana (2 — 6%) dobijenim pod sliénim uslovima
(Vidovi¢ i sar., 2014), dok je u slucaju suvih ekstrakata hajducke trave, WAI bio povecan

(17,32 — 20,08%) (Vladi¢ i sar., 2016).

WSI prestavlja parametar koji opisuje rastvorljivost suvih ekstrakata u vodi i veée
vrednosti su pozeljne, s obzirom na povecanje kapaciteta rekonstitucije ekstrakata u vodi.
WSI suvih ekstrakata SPZ je bio od 57,52 do 97,87% (Slika 42b). U uzorcima bez dodatka
maltodekstrina ve¢i WSI je bio u uzorcima kod kojih su u stupnju C/T ekstrakcije kori$éeni
polarniji rastvaraci (voda i 45% etanol), dok primena 60% etanola kao ekstragensa dovodi do
znacajnog smanjenja WSI. Kod uzoraka MAE, SWE i PHD je dodatak maltodekstrina doveo do
smanjenja WSI, koje je posebno izraZzeno kod uzoraka kod kojih je kao ekstragens koris¢ena
voda (SWE i PHD). WSI suvih ekstrakata SPZ je bio u skladu sa WSI suvih ekstrakata Satureja
montana (Vidovic i sar., 2014) i hajducke trave (Vladi¢ i sar., 2016) (87,85 — 90,55% i 72,12 —
76,39%).
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Slika 42. a) WAI i b) WSI u suvim ekstraktima SPZ sa i bez dodatka maltodekstrina (Vrednosti

obelezene razli¢itim slovom su znacajno razli¢ite na 5% (Tukey’s test))
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5. ZAKLJUCCI

Ekstrakcija polifenola sporednog proizvoda Zalfije (SPZ) je izvréena konvencionalnom
(maceracijom) i savremenim (ultrazvu¢na, mikrotalasna i ekstrakcija subkriticnom
vodom) ekstrakcionim tehnikama i zakljuceno je da savremene tehnike obezbeduju
znacajno vedi prinos ukupnih fenola (UF) i flavonoida (UFI), kao i ve¢u antioksidativnu
aktivnost.

Kod konvencionalne ekstrakcije je optimizovana koncentracija etanola u cilju
dobijanja maksimalnog prinosa ekstrakcije (Y), UF i UFI, i ustanovljeno je da se
koris¢éenjem 60% etanola dobija ekstrakt najboljih karakteristika.

Ultrazvu¢na (UAE), mikrotalasna (MAE), ekstrakcija vodom u subkritichom stanju
(SWE) i ekstrakcija superkriticnim CO, (SFE) su optimizovane koriS¢enjem Box-
Behnken eksperimentalnog dizajna i metode odzivne povrSine. Na osnovu
parametara deskriptivne statistike (R® i CV) i analize varijanse (ANOVA) moze se
zakljuciti da su primenjeni kvadratni polinomi u svim slucajevima predstavljali dobru
aproksimaciju eksperimentalnih rezultata.

Optimalni uslovi ultrazvuéne ekstrakcije su bili temperatura od 75,4°C, vreme
ekstrakcije 80 min i snaga ultrazvuka od 42,54 W/L, dok su predvidene vrednosti UF i
UFI bile 9,876 + 0,584 g GAE/100 g droge i 7,052 + 0,209 g CE/100 g droge.

Optimalni uslovi mikrotalasne ekstrakcije su bili koncentracija etanola od 46,2%,
vreme ekstrakcije 18,7 min i odnos rastvarac-droga 40 mL/g, dok su predvidene
vrednosti UF i UFI bile 10,105 + 0,685 g GAE/100 g droge i 7,802 + 0,338 g CE/100 g
droge.

Tecni ekstrakti dobijeni ultrazvu¢nom i mikrotalasnom ekstrakcijom su pokazali
izuzetno visoku antioksidativnu aktivnost odredenu ,hvatanjem” DPPH i O,  radikala i
kapacitetom redukcije Fe* jona.

Analizom uticaja parametara na proces ekstrakcije zakljueno je da temperatura
predstavlja glavni parametar u ultrazvucnoj ekstrakciji, dok su koncentracija etanola i
vreme ekstrakcije bili parametri sa glavnim uticajem u mikrotalasnoj ekstrakciji.
Optimalni uslovi ekstrakcije vodom u subkriticnom stanju koji predvidaju najveci

prinos polifenola i najve¢u antioksidativnu aktivnost su bili temperatura od 201,5°C,
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15,8 min, bez dodatka HCl u ekstragens. Predvidene vrednosti odziva na ovim
uslovima su bile 7,98 g GAE/100 g droge, 4,93 g CE/100 g droge, 13,38 ug/mL, 38,34
mM Trolox/100 g droge i 41,66 ug/mL za UF, UFl i antioksidativnu aktivnost odredenu
DPPH, ABTS i testom redukcione modi.

Zakljuceno je da ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju pruZa prednosti u odnosu
na konvencionalnu tehniku u pogledu znatno kraéeg vremena ekstrakcije, kao i da
temperatura predstavlja glavni parametar ovog procesa.

Ekstrakcija terpenoidnih jedinjenja je izvrSena konvencionalnim (Soxhlet ekstrakcija i
destilacija vodenom parom) i savremenim (ekstrakcija superkriticnim CO,)
ekstrakcionim tehnikama i uporeden je ukupan prinos ekstrakcije i sadrzaj
terpenoidnih jedinjenja u ekstraktima.

Optimalni uslovi ekstrakcije superkriticnim CO; su bili pritisak 290 bar, temperatura
55°C i protok CO, od 0,4 kg/h, dok su predvidene i eksperimentalne vrednosti prinosa
ekstrakcije bile 8,90 i 8,84%.

Zaklju€eno je da svi parametri superkriticne ekstrakcije znac¢ajno uti¢u na prinos, a da
se kao najdominantniji izdvaja uticaj pritiska. Pored toga, medusobna interakcija
parametara je pokazala znacajan uticaj na ispitivani odziv.

Hemijskom analizom lipofilnih ekstrakata je utvrdeno da su oksidovani monoterpeni
(a-tujon i kamfor), oksidovani seskviterpeni (viridiflorol) i polifenolni diterpeni
(epirosmanol) dominantna jedinjenja prisutna u lipofilnim ekstraktima i etarskom ulju
SPZ.

Kvantitativnom analizom pojedinaénih monoterpena je zakljuéeno da se
superkritichnom ekstrakcijom ostvaruje najveéi prinos limonena, karvakrola, a-
terpineola, kamfora i a-tujona, dok se Soxhlet ekstrakcijom dobija najveci prinos
eukaliptola. Soxhlet ekstrakcijom se dobija najveéi ukupan prinos ekstrakcije, ali je
prinos terpena relativno mali usled manje selektivnosti. Sa druge strane, destilacija
vodenom parom ima veliku selektivnost prema terpenoidnim jedinjenjima, medutim
prinos pojedinacnih monoterpena je bio veéi u ekstraktima dobijenim superkritiénom

ekstrakcijom.

132



Tecni ekstrakti Zalfije dobijeni konvencionalnim i savremenim ekstrakcionim
tehnikama su spray drying tehnikom osuseni u cilju prevodenja u stabilniju formu
suvog ekstrakta.

Suvi ekstrakti su okarakterisani u pogledu hemijskog sastava (UF i UFI), bioloske
aktivnosti (antimikrobna i antioksidativna aktivnost) i fizickih osobina (sadrzaj vlage,
higroskopnost, mo¢ rehidratacije, WAI i WSI).

U pogledu isptivanih karakteristika, suvi ekstrakt dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom
je pokazao najbolji balans fizicko-hemijskih osobina. Ekstrakti su pokazali izuzetno
visoku antioksidativhu aktivnost odredenu DPPH, FRAP i ABTS testovima, kao i
izrazenu antimikrobnu aktivnost prema odabranim Gram-pozitivnim bakterijama.

Na osnovu izvedenih eksperimenata se moZe zakljuciti da se upotreba savremenih
ekstrakcionih tehnika u kombinaciji sa suSenjem rasprSivanjem moZe uspesno
koristiti za dobijanje kvalitetnih suvih ekstrakata koji mogu biti inkorporirani u
razliCite forme proizvoda prehrambene i farmaceutske industrije. Na taj nacin je
sporedni proizvod zZalfije iz fabrike ¢aja valorizovan kao sirovina za dobijanje visoko-

vrednih bioaktivnih jedinjenja.
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Tabela P5. Korelaciona matrica sa Pirsonovim koeficijentima korelacije (r) za UF, UFI, DPPH', FRAP i O,"

Ultrazvucna ekstrakcija Mikrotalasna ekstrakcija
UF UFI DPPH’ FRAP 0, UF UFI DPPH’ FRAP 0,
UF 1 1
UFI 0,932" 1 0,754 1
DPPH’ -0,612" 0,590 1 -0,700"" -0,811" 1
FRAP 0,785 0,793 -0,602" 1 0,689 0,581" -0,774" 1
0, -0,078 -0,293 0,098 0,045 1 -0,476 -0,331 0,658 -0,582" 1
" Pirsonov koeficijent korelacije

" p<0,05
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Slika P6. Temperaturni profili ekstrakcije subkritichom vodom na a) 120°C, b) 170°Ci c) 220°C
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Slika P9. Uticaj parametara ekstrakcije subkriticnom vodom (temperature, vreme ekstrakcije
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Slika P12. Korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti odredene DPPH, ABTS i testom
redukcione moéi: a) UF i b) UFI u ekstraktima SPZ dobijenim subkritiécnom vodom.
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Slika P14. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (100 bara, 60°C i 0,3 kg CO,/h)
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Slika P15. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (300 bara, 50°Ci 0,2 kg CO,/h)
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Slika P16. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 40°C i 0,4 kg CO,/h)
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Slika P17. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 60°C i 0,2 kg CO,/h)
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Slika P18. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 40°Ci 0,2 kg CO,/h)
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Slika P19. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (300 bara, 60°C i 0,3 kg CO,/h)
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Slika P20. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (100 bara, 40°C i 0,4 kg CO,/h)
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Slika P21. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (100 bara, 50°Ci 0,2 kg CO,/h)
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Slika P22. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (300 bara, 40°C i 0,3 kg CO,/h)
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Slika P23. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 60°C i 0,4 kg CO,/h)
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Slika P24. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 50°Ci 0,3 kg CO,/h)
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Slika P25. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (100 bara, 40°C i 0,3 kg CO,/h)
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Slika P26. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 50°Ci 0,3 kg CO,/h)
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Slika P27. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (200 bara, 50°Ci 0,3 kg CO,/h)
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Slika P28. GC hromatogram superkritiénog ekstrakta SPZ (300 bara, 50°C i 0,4 kg CO,/h)
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Slika P29. GC hromatogram etarskog ulja SPZ
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Slika P30. GC hromatogram ekstrakta SPZ dobijenog Soxhlet ekstrakcijom (metilen hlorid)
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Slika P31. GC hromatogram ekstrakta SPZ dobijenog Soxhlet ekstrakcijom (n-heksan)
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Tabela P32. Sadriaj pojedinaénih monoterpena u etarskom ulju i lipofilnim ekstraktima SPZ dobijenim superkritiécnom i Soxhlet ekstrakcijom

Jedinjenje Sadrzaj [g/100 g ekstraktal]

SFE-1 SFE-2 SFE-3 SFE-4 SFE-5 SFE-6 SFE-7 SFE-8 SFE-9 SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- SFE- EU® Sox-  Sox-
10 11 12 13 14 15 16 17 18 MeCl Hex

d-Limonen 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2 1,3 0,1 0,1

Eukaliptol 1,9 2,8 2,4 3,4 2,8 1,8 3,8 3,2 2,5 3,1 3,0 3,1 2,8 3,3 2,2 1,6 2,2 2,4 10,3 2,1 2,0
y-Terpinen <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 <0,1 <0,1 0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Linalool <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <02

o-Terpineol 03 03 03 04 03 02 05 04 03 03 03 04 03 03 02 02 04 02 <01 <01 <01
Metil-havikol <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 0,3 <01 <0,1

Geraniol <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01
Karvakrol 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 <0,1 <01
a-Pinen <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 1,7 0,5 0,5
B-Pinen <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <021
Kamfor 9,7 7,7 6,1 10,5 7,5 4,5 13,7 12,2 6,4 8,2 8,3 10,4 8,3 9,2 5,3 4,2 8,7 5,7 17,7 3,1 3,1
Eugenol <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01 <01
a-Tujon 6,8 5,9 4,7 7,9 6,1 3,6 11,9 10,0 5,2 6,5 6,5 8,9 6,5 7,3 4,3 3,2 7,4 4,7 17,0 1,7 1,2

? etarsko ulje dobijeno destilacijom vodenom parom,
® Soxhlet ekstrakt dobijen metilen hloridom,
“ Soxhlet ekstrakt dobijen n-heksanom.
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Slika P33. Uticaj pritiska na prinos ekstrakcije ,,sporednih” monoterpena pri konstantnoj

temperaturi (50°C) i protoku CO, (0,3 kg/h)
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Slika P34. Uticaj temperature na prinos ekstrakcije ,,sporednih“ monoterpena pri

konstantnom pritisku (300 bar) i protoku CO; (0,3 kg/h)
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Slika P35. Uticaj protoka CO, na prinos ekstrakcije ,,sporednih“ monoterpena pri

konstantnom pritisku (300 bar) i temperaturi (50°C)
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Slika P36. Linearna veza izmedu parametara antioksidativne aktivnosti (DPPH, FRAP i ABTS) i
sadrZaja a) UF i b) UFl u suvim ekstraktima SPZ
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