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SAZETAK

Ekstrakcija je jedan od dobro znanih separacijskih procesa, a od njezinih zacetaka kada
je predstavljala samo jednostavno mijeSanja uzorka i otapala proces je do danas znatno
napredovao. Tezilo se pronac¢i metodu koja je ekonomicna, ne dugotrajna, a ucinkovita, stoga
su razvijene brojne metode ekstrakcije. Jedna od primjena je ekstrakcija iz biljnog materijala
koji u sebi sadrzi vrijedne sastojke, a primjer takvog ekstrakta je piperin dobiven iz papra. U
ovom radu provedene su Cetiri metode ekstrakcije (ekstrakcija otapalom, Soxhlet ekstrakcija,
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom 1 ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima) na
Cetirima paprima (crni, bijeli, zeleni i1 voatsiperifery papar) koriStenjem etanola kao otapala.
Ekstrakcije su se izvodile pri razli¢itim temperaturama i koristenjem razlicitih veli¢ina Cestica
papra. Cilj rada bio je usporediti metode po svom djelovanju na proces, odnosno utvrditi utjecaj
temperature 1 veli¢ine Cestica na u¢inkovitost ekstrakcije.

Soxhlet ekstrakcijom i UV/Vis spektroskopijom utvrdeno je da najvise piperina ima u
zelenom, a najmanje u voatsiperifery papru. Rezultati su pokazali da procesu ekstrakcije
pogoduje poviSenje temperature i smanjenje veliCine Cestica. Najucinkovitijom metodom

pokazala se ekstrakcija otapalom na magnetskoj mijesalici.

Kljucne rijeci: ekstrakcija, papar, piperin, temperatura ekstrakcije, veli¢ina Cestica papra



ABSTRACT

Evaluation of methods for extraction of piperine from different types of pepper

Extraction is one of well-known separation processes, which has developed profoundly
from its starts when it presented just a simple mixing of a sample and a solvent. The aim of
scientists was to find extraction method that is economical, short-lasting, and efficient, so a
numerous methods have been invented. One of application of the process is extraction of plant
material which consists of valuable ingredients, such as is piperine obtained from pepper. In
this paper four extraction methods have been conducted (solvent extraction, Soxhlet extraction,
ultrasound assisted extraction and microwave assisted extraction) using four different types of
pepper (black, white, green and voatsiperifery pepper) and ethanol as solvent. Extractions were
executed under different temperatures and using different peppercorn particle size. The goal of
the paper was to compare the methods by their effect on the process, and determine the impact
of temperature and particle size on extraction.

By using UV spectroscopy results of Soxhlet extraction, it was determined that content
of piperine is the highest in green pepper, and the lowest in voatsiperifery pepper. Results have
shown that the rise of temperature and decrease of particle size enhance the efficiency of
extraction. The most efficient extraction is solvent extraction performed by using magnetic

stirrer.

Key words: extraction, pepper, piperine, temperature of extraction, peppercorn particle size
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1. UVOD

Ekstrakcija je jedan od dugo znanih separacijskih procesa, a koristi se za odvajanje
jedne ili viSe komponenta iz neke smjese pomocu selektivnog otapala. To otapalo utjeCe na
proces, a osim selektivnosti moralo bi ispunjavati niz uvjeta: imati malu viskoznost 1 niski tlak
para, biti jeftino, sigurno za rad itd. Na proces utjecu i drugi ¢imbenici poput vremena trajanja
i temperature ekstrakcije te veliina Cestica tvari iz koje se ekstrahira Zeljena komponenta. Na
pocetku (primarna) ekstrakcija bila je samo mijesanje neke tvari 1 otapala (danas se taj postupak
naziva maceracija), a napretkom znanosti i tehnologije razvijene su brojne metode ekstrakcije,
od poboljsanja poput vrlo brzog mijesanja sustava (npr. turboekstrakcija), preko upotrebe
ultrazvuka i mikrovalova do upotrebe visokoucinkovitih otapala (npr. superkriti¢ni CO>).
Procesi ekstrakcije kontinuirano se poboljSavaju s ciljem skra¢ivanja vremena trajanja procesa
1 ekonomicne upotrebe energije.

Jedan od vaznijih produkata ekstrakcije su biljni ekstrakti, koji se koriste kao dodaci
prehrani, u aromaterapiji i sl. Papar, odnosno njegov glavni spoj piperin je primjer takvog
biljnog ekstrakta, koji je cijenjen zbog svojih antikancerogenih, antibakterijskih, protuupalnih
svojstva i dr., a otkriveno je 1 da povecava bioraspoloZivost lijekova u organizmu. Vazno je
stoga pronaci najbolju metodu ekstrakcije piperina iz papra, koja bi davala najve¢i moguci
prinos piperina, a ujedno 1 bila ekonomicna.

Cilj ovog rada bio je usporediti Cetiri razlicite metode ekstrakcije piperina iz Cetiriju
razli¢itih vrsta papra, te ocijeniti utjecaj veli¢ine Cestica i temperature procesa na uc¢inkovitost
ekstrakcije. Odredena je i koli¢ina piperina u svakom papru. U konacnici je zaklju€eno koja je

od koriStenih metoda ekstrakcije najbolja za ekstrakciju piperina iz papra.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Papar

Papar je biljka iz porodice paparovki (lat. Piperaceae) koja se sastoji od pet rodova ¢iji
je najvazniji rod papar (lat. Piper). To je velik rod i uklju¢uje 2405 vrsta od kojih su
najpoznatije crni papar (Piper nigrum), dugi papar (Piper longum), pepeljasti papar (Piper
guineense), kubeba papar (Piper cubeba), voatsiperifery papar (Piper borbonense), betelov
papar (Piper betle) i dr. [1]. Ova biljka raste u vlaznoj tropskoj klimi, stoga su njezini najveci
proizvoda¢i Indija, Indonezija, Vijetnam, Sri Lanka i Brazil. U tim drzavama u anti¢ka
vremena, ali i dan-danas, papar se koristio u medicinske svrhe buduc¢i da ima razna pozitivna
svojstva, poput antibakterijskih, antioksidativnih, antitumorskih, protuupalnih itd. Zbog svoje
je vrijednosti i donesen iz Azije u Europu [2, 3].

Papar je viSegodis$nja biljka koja raste u gustim grmovima koji se penju oko neke

podloge (stabla u prirodi, odnosno stupa na plantazama, kako je to prikazano na slici 1). Plod

papra je klas bobica promjera oko 5 mm (slika 1), a one su jedan od najkoriStenijih zacina u

kuhinji [2].

Slika 1. Plantaza i plod papra [4].

Ovisno o vremenu branja 1 naknadnoj obradi bobica razlikujemo zeleni, crni 1 bijeli papar.
Zeleni papar se dobiva branjem nezrelih zelenih bobica, Cija se fermentacija sprecava brzim
suSenjem zrakom, a time se sacuva i zelena boja. Njegov je okus blazi. Crni papar se takoder
dobiva branjem zelenih bobica, no one se potom susSe na suncu dok ne fermentiraju, odnosno
poprime crnu boju. Takav je papar najjaceg okusa. Bijeli papar se dobiva branjem zrelih,

crvenih bobica, koje se namacu u vodi nekoliko dana dok se od bobice ne odvoji ljuska, ¢ime



se uklanja i dio okusa. Bobice se potom suse dok ne poprime bijelu boju. Postoji i crveni papar,
dakle zrela bobica Piper nigruma, no on je skup, stoga se u poznatoj mjesSavini papra za
kucanstvo (prikazanoj na slici 2) on zamjenjuje s tzv. rozim paprom (Schinus terebinthifolius)
koji zapravo ne spada u taj rod [2, 5].

Za ,,papreni okus®, tj. ljutinu najzasluzniji je spoj piperin, koji spada u alkaloide. Osim
njega, u papru se nalaze i drugi alkaloidi: piperetin, piperanin, piperilin A, piperolein B i
pipericin koji takoder doprinose ljutini. U papru se nalaze i hlapivi organski spojevi koji ¢ine
aromu papra, a pronadeno ih je vise od 80, primjerice kamfen, p-cimen, limonen, kamfor i sl.
Osim bobica papra koje se prodaju kao zacin u zrnu, prahu ili salamuri, od papra se radi i
prodaje oleorezina papra (kapljevina dobivena ekstrakcijom koja takoder sluzi kao zacin),
piperin (dobiven ekstrakcijom, formuliran u obliku praha, tablete ili kapsule, kao dodatak
prehrani) i ulje papra (kapljevina dobivena parnom destilacijom i koristi se kao eteri¢no ulje u

aromaterapiji) (slika 2) [6].
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Slika 2. Proizvodi dobiveni od papra: mjesavina papra u zrnu [7], oleorezina papra [8],

piperin u tabletama [9], ulje papra [10].

2.2. Piperin

Piperin je najvazniji spoj u papru, alkaloid kemijske formule C17Hi19NOs (slika 3) 1
molekulske mase 285,34 g/mol. Iz crnog papra 1819. izolirao ga je Hans Christian Orsted,
danski fiziar i kemicar poznatiji po otkricu elektromagnetizma. Ekstrakcijom je dobio
zuckastu kristalnu tvar, blago bazicnu, talista 128 - 130 °C. Piperin je vrlo topljiv u kloroformu
(580 g/L na 18 °C), nesto manje topljiv u etanolu (60 g/L na 18 °C) i dietileteru (27 g/L na
18 °C), a vrlo slabo topljiv u vodi (0,04 g/L na 18 °C) [11].
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Slika 3. Molekula piperina [12].

Udio piperina u paprima je razli¢it, uglavnom se krece izmedu 2 % i 7 %. To ovisi o
ve¢ spomenutom vremenu branja i obradi bobica, no moze ovisiti i o klimatskim uvjetima u
kojima je papar rastao (zemlji podrijetla). Osim u papru, piperin se moze naci i u drugim biljnim
vrstama: liS¢u Rhododendrona faurie, korijenju dumbira i cvijeta Vicoa indica, kori drveta
Careya arborea 1 sjemenju kopra [11, 12].

Piperin se jo$ od antickih vremena koristi u tradicionalnoj kineskoj i indijskoj medicini
radi svojih brojnih pozitivnih svojstava: ima antikancerogena, antimutagena, antibakterijska,
antidepresivna, antialergijska, antioksidativna i protuupalna svojstva, ublazava reumatoidni
artritis 1 groznicu, poboljSava cirkulaciju krvi, potice apetit, djeluje kao analgetik, antipiretik 1
insekticid. Povecava bioraspolozivost lijekova u organizmu na nacin da svojim lipofilnim
djelovanjem povecava propusnost staniéne membrane i time apsorpciju lijeka, a takoder i
inhibira enzime koji bi razgradili, odnosno inaktivirali lijek. Unutar organizma reagira sa

slobodnim radikalima i time sprecava Stetne promjene na stanicama [12].

2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je separacijski proces uklanjanja jedne ili viSe komponenti iz neke smjese
(kapljevite ili ¢vrste) pomocu selektivnog otapala, u kojem Zeljena komponenta ima vecu
topljivost nego u smjesi iz koje se ekstrahira. Ako je rijec o ekstrakciji kapljevina — kapljevina,
primarno i sekundarno otapalo ne smiju biti mjesljivi, a trebali bi imati 1 veliku razliku u gusto¢i
kako bi se na kraju procesa lakSe odvojili. Otapalo za ekstrakciju trebalo bi takoder imati malu
viskoznost, niski tlak para, toplinsku 1 kemijsku stabilnost, moralo bi se mo¢i jednostavno

regenerirati te biti jeftino, dostupno i sigurno za rad [13].



Osim otapala, drugi ¢imbenici koji utjeCu na ovaj proces su veli¢ina Cestica krute tvari
1z koje se ekstrahira klju¢na komponenta (ako se radi o ekstrakciji ¢vrsto — kapljevito), vrijeme
trajanja i temperatura procesa. Opéenito je za sve procese pozeljna §to manja veli¢ina Cestica
tvari jer se time povecava aktivna povrSina koja omogucava brzu i bolju izmjenu tvari, no u
slucaju ekstrakcije, ukoliko je veli¢ina Cestica premala, moze do¢i do resorpcije ekstrahirane
tvari. Sto se ti¢e vremena trajanja procesa, ona je proporcionalna molekulskoj masi
ekstrahirane tvari, a obrnuto proporcionalna temperaturi procesa, no takoder ovisi i o na¢inu
provedbe ekstrakcije — trajanje ekstrakcije bit ¢e dulje ukoliko se radi samo o djelovanju
otapala, koje nije potpomognuto primjerice ultrazvukom ili mikrovalovima. Sto se tice
temperature, za ekstrakciju je povoljnija viSa temperatura jer ona uzrokuje veéu mobilnost
molekula i otapala i ekstrahirane tvari, no potrebno je imati na umu da su neke tvari osjetljive
na povisene temperature pa se u takvim uvjetima mogu i (djelomicno) razgraditi [14].

Za laboratorijske 1 industrijske potrebe ekstrakcija se koristi umjesto destilacije onda
kad je Zeljena komponenta niske hlapivosti ili je toplinski osjetljiva, ili je pak u vrlo maloj
koli¢ini prisutna u smjesi. Ekstrakcija se tada (na industrijskom mjerilu) provodi mijesalicom,
centrifugalnim ili kolonskim ekstraktorom. Na laboratorijskom mjerilu veéinom se radi
maceracija (djelovanje samo otapala na sobnoj temperaturi), digestija (djelovanje samo otapala
na povisenoj temperaturi), perkolacija (maceracija u perkolatoru) i Soxhlet ekstrakcija, no
prisutne su 1 turboekstrakcija (vrlo brzo mijeSanje smjese Cime se pospjesuje proces),
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija
superkritiénim COz 1 dr. Proces ekstrakcije pokusava se poboljsati s ciljem skrac¢ivanja vremena
trajanja procesa, ekonomicne upotrebe energije, te dobivanja vece koliCine CciSceg

ekstrakta [13, 14].

2.3.1. Ekstrakcija otapalom

Ekstrakcija otapalom je konvencionalna metoda ekstrakcije ¢vrsto — kapljevito, u kojoj
se ekstrakcija dogada djelovanjem samo otapala, odnosno 1 dodane topline. Ve¢ je spomenuto
da se ekstrakcija otapalom naziva maceracija ako se odvija na sobnoj temperaturi. Budu¢i da
je takav proces dugotrajan, u vecini slucajeva ekstrakcija se odvija tako da se sustav zagrijava.
Ta dovedena toplina ubrzava gibanje molekula otapala zbog ¢ega one brze prodiru u stanicu

krutog uzorka, a to se naziva termalni efekt. Sustav se istodobno i mijesa (bez obzira na to



dodaje li mu se toplina ili ne), najc¢es¢e na magnetskoj mijesalici, kako bi cijela povrS§ina uzorka
bila u stalnom kontaktu s otapalom [15].

Ovakva ekstrakcija piperina iz papra je dugotrajna i neekonomicna jer troSi puno
energije, stoga su u vecini znanstvenih radova koriStene nekonvencionalne metode ekstrakcije
poput ekstrakcije potpomognute ultrazvukom ili mikrovalovima, a ekstrakcija samo otapalom
sluzi kao referenca da bi se vidjelo koliko se proces ekstrahiranja pospjesio upotrebom drugih

metoda [15, 16].

2.3.2. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija je takoder konvencionalna metoda ekstrakcije ¢vrsto — kapljevito,
a prvi je put ucinjena krajem 19. stolje¢a. Odvija se na poviSenoj temperaturi, tj. temperaturi
vrenja upotrijebljenog otapala, u posebnoj aparaturi prikazanoj na slici 4. Proces se odvija na
nacin da se otapalo zagrijava u tikvici za destilaciju, njegove pare dospijevaju u hladilo gdje se
kondenziraju 1 kapaju u sredi$nji dio, ekstraktor s uzorkom. Dolazi do ekstrakcije, a
novostvorena otopina ekstrahirane tvari skuplja se na dnu ekstraktora i u sifonu. Kad dosegne
toCku prelijevanja, sadrzaj cijelog sifona izlije se u tikvicu. Pare otapala ponovno se
kondenziraju 1 svjezi kondenzat natapa uzorak. Postupak se ponavlja dok god novostvorena
otopina u ekstraktoru ne bude toliko blijede boje da mozemo zakljuciti da se viSe nema $to

ekstrahirati [17].

hladilo

ekstraktor

uzorak I

&
ﬁ- tikvica za
zagrijavanje ydestﬂaciju

Slika 4. Soxhlet aparatura i ekstrakcija: 1 — isparavanje otapala, kondenzacija i natapanje

uzorka, 2 — stvaranje otopine ekstrahirane tvari i prelijevanje iz sifona u tikvicu za destilaciju,
3 — kontinuirano ponavljanje postupka, 4 — zavrSetak ekstrakcije s otopinom ekstrahirane

tvari u tikvici [17, 18].



Ova ekstrakcija, iako iznimno ucinkovita jer izvlaci svu koli¢inu Zeljene tvari iz uzorka, stoga
se koristi kao referenca za odredivanje u¢inkovitosti nekonvencionalnih metoda, ima velike
nedostatke poput toga da je energetski nepovoljna i dugotrajna, te postoji mogucnost termalne
degradacije ekstrahirane tvari jer se ekstrakcija provodi na temperaturi vrenja otapala [17].

U radu Rathoda i sur. [15] Soxhlet ekstrakcija provedena je na dugom papru. 5 g papra
ekstrahirano je sa 150 mL etanola tijekom 4 h, a sam proces odvijao se na 80 °C. Uzorak je
analiziran teku¢inskom kromatografijom visoke u¢inkovitosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). Prinos piperina bio je 1,67 mg/g, dok je za isti papar za ekstrakciju
samo etanolom u trajanju od 8 h prinos bio 0,98 mg/g [15]. U radu Gorganija i sur. [16]
provedena je Soxhlet ekstrakcija 15 g crnog papra s 300 mL etanola u trajanju od 12 h na
temperaturi od 70 °C. Uzorak je analiziran na HPLC-u, a rezultat je bio prinos piperina 39,1 +

2,1 mg/g [16].

2.3.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuk je longitudinalni mehanicki val ¢ija je frekvencija veca od 20 kHz, odnosno
veca od granice osjetljivosti ljudskog uha. Osim za ekstrakciju, koristi se u medicini, za
testiranje materijala (defektoskopija), pri ¢iS¢enju materijala i dr. Za potrebe znanosti i
industrije  proizvodi ga se koriStenjem piezoelektricnog, magnetostrikcijskog,
elektrostrikcijskog, mehanickog te elektrostatiC¢kog 1 elektrodinamickog pretvaraca [19].

U ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom (engl. Ultrasound — Assisted Extraction,
UAE) za sam proces medufaznog prijenosa tvari osim termalnog efekta zasluzan je i fenomen
kavitacije. Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz kapljevinu dolazi do stvaranja podrucja
promjenjivih tlakova (ekspanzija i kompresija). Na mjestu gdje tlak padne ispod kriti¢nog,
kapljevina poc€inje isparavati i pojavljuju se mikroskopski (kavitacijski) mjehuri¢i koji se Sire
pod utjecajem negativnog tlaka (manjeg od atmosferskog), a potom implodiraju pod utjecajem
pozitivnog. Prilikom implozije okolna kapljevina velikom brzinom struji prema sredistu
mjehurica, Cestice se sudaraju i nastaju visoki udarni tlakovi. Na primjeru ekstrakcije piperina,
ti tlakovi razbijaju stijenku stanica papra i omogucuju ulazak otapala u stanicu, ¢ime se

ekstrahira piperin [20].



Za ekstrakciju se koriste dva uredaja prikazana na slici 5, ultrazvu¢na sonda koja se

uranja u smjesu otapala i uzorka, te ultrazvuc¢na kupelj, kod koje ultrazvuk na smjesu djeluje

| i = pretvaraé

izvor elektricne w ™ pojacival
energije - sonda

2

izvana [20].

kupelj

-

unutar kupelji

\v l l izvor elektriéne

pretvaraci energije

Slika 5. Ultrazvuc¢na sonda i ultrazvuéna kupelj [21].

Na proces ultrazvucne ekstrakcije, osim temperature i vremena ekstrakcije, mogu
utjecati 1 parametri ultrazvuka: frekvencija, snaga 1 radni ciklus. Ovi parametri ispitani su u
radu Rathoda 1 sur. [15] na primjeru ekstrakcije piperina iz dugog papra u ultrazvucnoj kupelji.
Kao otapalo odabran je etanol (omjer uzorka i otapala bio je 1:10), a parametri procesa —
vrijeme ekstrakcije, radni ciklus ultrazvuka, frekvencija ultrazvuka i temperatura kupelji —
mijenjali su se kako bi se istrazio njihov utjecaj na proces uz stalne ostale parametre. Dobiveni

ekstrakti analizirani su na HPLC-u. Rezultati eksperimenata prikazani su na slikama 6 — 9.
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Slika 6. Utjecaj vremena trajanja ultrazvucne ekstrakcije piperina iz dugog papra na prinos
piperina uz parametre: temperatura kupelji 40 °C, snaga ultrazvuka 175 W, frekvencija

ultrazvuka 25 kHz, radni ciklus 80 % [15].
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Slika 7. Utjecaj radnog ciklusa ultrazvuka na prinos piperina iz dugog papra uz parametre:

vrijeme ekstrakcije 18 min, temperatura kupelji 40 °C, snaga ultrazvuka 175 W, frekvencija

Prinos, mg/g

ultrazvuka 25 kHz [15].
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Slika 8. Utjecaj frekvencije ultrazvuka na prinos piperina iz dugog papra uz parametre:

vrijeme ekstrakcije 18 min, temperatura kupelji 40 °C, snaga ultrazvuka 175 W, radni ciklus

Prinos, mg/g

ultrazvuka 80 % [15].

O = N W B W o& =

40 50 60

A
(=]

Temperatura, °C

Slika 9. Utjecaj temperature ultrazvucne kupelji na prinos piperina iz dugog papra uz

parametre: vrijeme ekstrakcije 18 min, snaga ultrazvuka 125 W, frekvencija ultrazvuka

25 kHz, radni ciklus ultrazvuka 80 % [15].



Jedan od zahtjeva (svakog) procesa je nac¢i optimalno vrijeme trajanja izmedu
zadovoljavajuceg prinosa i ekonomicnosti procesa. Na slici 6 vidljiv je nagli rast prinosa na
pocetku procesa, koji je uvjetovan velikim koncentracijskim gradijentom piperina u smjesi
otapala i uzorka. Smanjenjem tog gradijenta tijekom vremena smanjuje se i prelazak piperina
iz uzorka u otapalo, zbog ¢ega u konacnici nema povecanja prinosa nakon 18. minute, Sto se
odabralo kao optimalno vrijeme procesa. Kod ovog tipa ekstrakcije ultrazvucno djelovanje
mora se pazljivo dozirati jer predugo izlaganje ultrazvuku moze degradirati materijal. Stoga
nije preporucljivo da ultrazvuk radi cijelo vrijeme tijekom ekstrakcije, ve¢ da se periodicno
gasi 1 ukljucuje, Sto se naziva radni ciklus (engl. duty cycle). Na slici 7 vidljivo je da je
povecanje prinosa piperina proporcionalno povecanju radnog ciklusa, no samo do 80 %-tnog
radnog ciklusa. S obzirom da se prinos smanjuje poslije toga, moguce je da je doslo do
degradacije ekstrahiranog piperina [15]. Nadalje, u¢inak ultrazvuka je veci pri nizim
frekvencijama (18 — 40 kHz) nego pri vecim (400 — 800 kHz) jer pri niZima dominira
kavitacijski efekt [20]. Iako razlika u frekvenciji izmedu 25 i 40 kHz nije toliko velika, na
slici 8 moze se vidjeti da je niza frekvencija povoljnija za proces. Sto se tice temperature
kupelji, na slici 9 vidi se da prinos raste do temperature od 50 °C, a poslije toga stagnira. S
porastom temperature brZe se stvaraju kavitacijski mjehuri¢i, no implodiraju s manje sile, stoga
se pri vecoj temperaturi viSe ne moze racunati na kavitacijski efekt, a sam termalni efekt nije
dovoljan za ucinkovitu ekstrakciju [15, 16]. 50 °C kao optimalna temperatura ultrazvucne

ekstrakcije piperina, nakon koje prinos pada, zabiljezen je 1 u radu Gorganija i sur. [16].

2.3.4. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi valne duljine od 1 do 300 mm. Nemaju
dovoljno energije za mijenjanje strukture tvari ve¢ samo za ubrzano gibanje molekula — one
viSe titraju 1 time se tvar podvrgnuta mikrovalovima zagrijava. Ovaj je efekt iskoriSten za
poboljSanje konvencionalnih metoda ekstrakcije — na primjeru papra, u mikrovalnoj pec¢nici
hlapive tvari i voda koji se nalaze unutar stanice apsorbiraju energiju mikrovalova i isparavaju.
Kako se povecava tlak unutar stanice, tako se stanica deformira i naposljetku puca,
omogucujuéi izmjenu tvari s otapalom. Ovakvim postupkom koji se naziva ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave — Assisted Extraction, MAE), vrijeme procesa

se skracuje, dobiva se ve¢i prinos i potrebna je manja koli¢ina otapala nego kod
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konvencionalnih metoda. Medutim, zagrijavanje uzrokovano mikrovalovima moze biti i
prejako, odnosno moze dovesti do uniStavanja ekstrahiranog materijala [16, 22].

Mehanizam zagrijavanja molekula temelji se na postojanju dipolnog momenta u
polarnim molekulama. Kako oscilira elektromagnetsko polje mikrovalova, tako se i rotira dipol
u molekulama jer se one poravnavaju s njim. Rotiraju¢e molekule sudaraju se s drugim
molekulama, nastaje trenje i1 razvija se toplina [16]. Postoji nekoliko izvedbi mikrovalnih
pecnica za ekstrakciju: mikrovalna peénica s vodenim hladilom (slika 10), mikrovalna pe¢nica
s hidrogravitacijom u kojoj se ekstrahirani materijal skuplja na dnu uredaja (slika 10) i
mikrovalna pecnica sa zatvorenim posudama s kontroliranim tlakom i temperaturom. U nekim

radovima takoder su korisStene mikrovalne peénice za kucanstvo [16, 23].

e
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Slika 10. Shema mikrovalne pec¢nice s vodenim hladilom i1 mikrovalne peénice s

hidrogravitacijom [modificirano iz 22].

U radu Ramana i sur. [23] usitnjeni crni papar podvrgnut je mikrovalnom zracenju u
mikrovalnoj pe¢nici za kucanstvo tijekom 2 minute, a potom je pomijesan s petroleterom radi
ekstrakcije. Taj je eksperiment usporeden s ekstrakcijom samo otapalom, bez mikrovalnog
zraCenja, a rezultati su prikazani na slici 11. Uzorci su uzimani svakih 15 minuta i analizirani
tankoslojnojm kromatografijom visoke uc¢inkovitosti (engl. High Performance Thin — Layer
Chromatography, HPTLC). Ukupna koli¢ina piperina u uzorku odredena je Soxhlet
ekstrakcijom 1 1znosila je 0,102 g piperina u 2,0 g uzorka. 1z grafa je vidljivo koliko mikrovalno
zraCenje pospjesuje ekstrakciju piperina, i po koli¢ini ekstrahirane tvari, i po skracivanju

vremena ekstrakcije. Nadalje, stanice papra prije i nakon podvrgavanja mikrovalovima
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pogledane su mikroskopski kako bi se utvrdile promjene u strukturi. Na slici 12 moze se vidjeti

deformacija (bubrenje) stanica zbog isparavanja hlapivih tvari uslijed generirane topline [23].
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Slika 11. Usporedba ekstrakcije piperina iz crnog papra petroleterom prije i nakon
podvrgavanja usitnjenog papra mikrovalovima (vrijeme i snaga mikrovalnog zracenja: 2 min,

150 W) (A papar podvrgnut mikrovalovima, ¢: papar nepodvrgnut mikrovalovima) [23].

Slika 12. SEM-mikrografije stanica crnog papra prije i nakon podvrgavanja mikrovalnom

zraCenju (vrijeme i snaga mikrovalnog zracenja: 2 min, 150 W) [23].

U radu Gorganija 1 sur. [16] istrazivala se kombinacija mikrovalne i ultrazvucne ekstrakcije
piperina iz crnog papra. Uzorak s otapalom najprije je podvrgnut mikrovalnoj ekstrakciji u

mikrovalnoj pec¢nici za kuéanstvo, a zatim ultrazvu¢noj kupelji. Ovaj je eksperiment usporeden
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sa samostalnom mikrovalnom, ultrazvu¢nom te Soxhlet ekstrakcijom kako bi se uvidjela
poboljsanja u prinosu. U svakom eksperimentu (osim Soxhleta) crni papar pomijesan je s
etanolom u omjeru 1:20, a ostali parametri te prinosi vidljivi su u tablici 1. Svi uzorci analizirani
su na HPLC-u. Iz tablice se jasno vidi poboljsanje u prinosu prilikom kombinacije dviju

ekstrakcija.

Tablica 1. Usporedba prinosa piperina iz crnog papra etanolom postupcima ultrazvucne,

mikrovalne, Soxhlet i kombinirane mikrovalne i ultrazvuéne ekstrakcije [16]:

Ekstrakcija Parametri procesa Prinos piperina
UAE 50 °C, 30 min 37,0 £ 1,6 mg/g
MAE I min, 100 W 38,8 £ 1,9 mg/g

Soxhlet ekstrakcija 15 g uzorka, 300 mL etanola, 70 °C, 12 h 39,1 £2,1 mg/g

Kombinirana
mikrovalna: 1 min, 100 W
mikrovalna i 46,6 + 2,7 mg/g
ultrazvu¢na: 50 °C, 30 min
ultrazvuéna ekstrakcija

2.3.5. Utjecaj otapala u ekstrakciji piperina

Ve¢ je napomenuto da otapalo koje se koristi za ekstrakciju mora imati odredene
karakteristike, poput male viskoznosti kako bi bolje difundiralo u stanicu biljke, Sto je
primjenjivo za svaku metodu ekstrakcije. Nekonvencionalne metode, UAE 1 MAE, zahtijevaju
1 specifi¢ne karakteristike otapala za uspjeSniji proces. U radu Rathoda i sur. [ 15] usporedivali
su razlicita otapala za ekstrakciju otapalom 1 UAE, a rezultati su prikazani na slici 13. Omjer
uzorka 1 otapala te temperatura ekstrakcije bili su isti za svaki eksperiment (1:10 1 40 °C).
Vidljivo je da je aceton bolje otapalo za obje ekstrakcije, a slijedi ga etanol pa heksan. U
ekstrakciji otapalom prinos je uvjetovan polarnos¢u i viskozno$¢u otapala. Aceton i etanol
imaju gotovo jednak indeks polarnosti (5,1 1 5,2), no aceton ima znatno manju viskoznost od
etanola (0,32 cP naprema 1,2 cP), stoga je ucinkovitiji za ekstrakciju. Nadalje, za UAE
pozeljnije je da otapalo ima nizi tlak para jer, iako se stvara manji broj kavitacijskih mjehurica,

oni implodiraju ve¢om silom, stoga je i ekstrakcija bolja. Etanol ima puno manji tlak para od
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Slika 13. Usporedba prinosa piperina iz dugog papra ekstrakcijom otapalom (vrijeme 8 h,
brzina mijeSanja na magnetskoj mijesalici 600 rpm) i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (vrijeme
20 min, snaga ultrazvuka 175 W, frekvencija ultrazvuka 25 kHz) koriStenjem razli¢itih

otapala (g : ekstrakcija otapalom, 1= : UAE) [15].

acetona (5,2 kPa naprema 24 kPa), i time nadoknaduje vecu viskoznost, stoga su njihovi prinosi
vrlo slicni. No s obzirom da je aceton problemati¢an za rukovanje i skuplji od etanola,
zakljuGeno je da je etanol bolje otapalo za daljnje istrazivanje [15]. Sto se ti¢e poZeljne
specificne karakteristike otapala za MAE, u radu Ramana 1 sur. [23] istrazena su polarna i

nepolarna organska otapala prikazana na slici 14.
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Slika 14. Usporedba ucinkovitosti mikrovalne ekstrakcije crnog papra koristenjem razlicitih

otapala (vrijeme ekstrakcije 2 min, snaga mikrovalova 150 W) [23].
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Iz prilozenog je vidljivo da je ekstrakcija bolja u nepolarnim otapalima. Naime, karakteristika
otapala koja utjeCe na mikrovalnu ekstrakciju su dielektri¢na svojstva. Polarna otapala, poput
etanola ili diklormetana, imaju stalan dipol zbog cega apsorbiraju mikrovalno zracenje i
,oduzimaju‘ ga stanicama papra koje pucaju u manjoj mjeri pa je i ekstrakcija losija. Nepolarna
otapala propustaju mikrovalove pa oni mogu djelovati na stanice papra. Ipak, s obzirom da su
upotrijebljena nepolarna otapala opasnija za okoli§ i1 ljude negoli je to etanol, ona se ne
preferiraju za ekstrakciju piperina [23]. Razlici u ucinkovitosti moze se doskociti
kombinacijom mikrovalne 1 ultrazvucne ekstrakcije, kao $to je to ucinjeno u radu Gorganija i
sur. [16] (slika 15). Etanol, iako nije najbolje otapalo za mikrovalnu ekstrakciju, ima najmanji

tlak para od svih otapala $to je poZeljno za ultrazvucénu, i time je rezultirao najve¢im prinosom.
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Slika 15. Usporedba prinosa piperina iz crnog papra kombiniranom mikrovalnom i
ultrazvuénom ekstrakcijom koriStenjem razlicitih otapala (omjer uzorka i otapala 1:20,
vrijeme mikrovalne ekstrakcije 1 min, snaga mikrovalova 150 W, vrijeme ultrazvucne

ekstrakcije 30 min, temperatura kupelji 50 °C) [16].

Osim karakteristika otapala, na proces ekstrakcije utjeCe 1 omjer otapala i uzorka.
Otapala mora biti dovoljno kako bi mogao prodrijeti u stanice uzorka i ekstrahirati zeljenu tvar,
no ukoliko ga je previSe, moze do¢i 1 do ekstrahiranja drugih komponenti uzorka ¢ime se
naruSava Cistoca ekstrakta. Tada su troSkovi proizvodnje, osim zbog upotrebe vece koliine
otapala, povecani i radi naknadnog prociS¢avanja ekstrakta. Utjecaj omjera otapala (etanola) i
uzorka istrazen je u radovima Rathoda i sur. [15] za ultrazvu¢nu ekstrakciju te u radu Gorganija
1 sur. [16] za kombiniranu mikrovalnu i ultrazvu¢nu ekstrakciju. Rezultati eksperimenata

vidljivi su na slikama 16 — 17.
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Slika 16. Utjecaj omjera uzorka dugog papra i otapala etanola na prinos piperina koriStenjem
ultrazvucne kupelji (vrijeme ekstrakcije 18 min, temperatura kupelji 40 °C, snaga ultrazvuka

175 W, frekvencija ultrazvuka 25 kHz) [15].
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Slika 17. Utjecaj omjera etanola i uzorka crnog papra na prinos piperina koriStenjem
kombinirane mikrovalne i ultrazvucne ekstrakcije (vrijeme mikrovalne ekstrakcije 1 min,
snaga mikrovalova 100 W, vrijeme ultrazvucne ekstrakcije 30 min, temperatura

kupelji 50 °C) [16].

Na slici 16 vidljivo je da nema poboljSanja prinosa nakon omjera 1:10. U tom slucaju, otapala
ima dovoljno da bi sva povrSina uzorka bila u kontaktu s otapalom, koncentracijski gradijent
je povoljan i dogada se maksimalna ekstrakcija piperina. Smatra se da je tada koncentracija

otopljenog piperina u etanolu maksimalna, odnosno da se stvorila zasi¢ena otopina, pa vise
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nema poboljsanja s pove¢anjem omjera [15]. Na slici 17 vidljivo je da je omjer 1:20 optimalan,
s povecanjem omjera prinos piperina ¢ak i pada. U potonjim slucajevima pretpostavljeno je da
je otapala bilo previse i ekstrahirale su se i druge tvari u papru, ne samo piperin. Na smanjeni
prinos vjerojatno je utjecalo i $to mikrovalovi nisu mogli, zbog povecanog volumena otapala,

u potpunosti prodrijeti do uzorka pa ekstrakcija nije bila toliko u¢inkovita [16].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Cilj rada

Cilj rada bio je ekstrahirati piperin iz Cetiriju vrsta papra koristenjem Cetiriju razli¢itih
metoda ekstrakcije. Uzorci papra usitnjeni su i podijeljeni u tri veli¢inske frakcije, a metode su
se, ukoliko je bilo moguce, izvodile na razli¢itim temperaturama. Bilo je potrebno utvrditi
utjecaj veliCine Cestica 1 temperature procesa na ucinkovitost ekstrakcije te instrumentalno
odrediti prinos piperina u svakom uzorku i ukupnu koli¢inu piperina u svakom papru. U
konacnici je bilo potrebno usporediti metode po ucinkovitosti, odnosno zakljuciti koja je od

koriStenih metoda ekstrakcije najbolja za ekstrakciju piperina iz papra.

3.2. Materijali
Popis koriStenih kemikalija prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Popis kemikalija 1 proizvodaca:

Kemikalije Cistoéa Proizvodac
etanol p.a. Gram-mol, Hrvatska
metanol HPLC-¢istoce J.T. Baker, SAD
acetonitril HPLC-Cistoce VWR, SAD

U radu su koriStene Cetiri vrste papra, prikazane na slici 18:

e crni papar (Piper nigrum) u zrnu, zemlja porijekla Indija, nabavlja Harissa Spice Store,
Hrvatska

e zeleni papar (Piper nigrum) u zrnu, zemlja porijekla Indija, nabavlja Harissa Spice
Store, Hrvatska

e bijeli papar (Piper nigrum) u zrnu, zemlja porijekla Indija, nabavlja Harissa Spice Store,
Hrvatska

e voatsiperifery papar (Piper borbonense) u zrnu, zemlja porijekla Madagaskar, nabavlja

Harissa Spice Store, Hrvatska.
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Slika 18. Papri koriSteni u radu, redom crni, zeleni, bijeli 1 voatsiperifery papar.

3.3. Provedba eksperimenta

Uzorci svih papra usitnjeni su u elektricnom mlincu i prosijani tako da se dobiju tri
veli¢inske frakcije: 1,40 mm < d¢ < 2,00 mm, 0,71 mm < d¢ < 1,40 mm i d¢ < 0,71 mm. Za
ekstrakciju su koriStene Cetiri metode: ekstrakcija otapalom na magnetskoj mijesalici, Soxhlet
ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom u ultrazvuénoj kupelji te ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima u mikrovalnoj peénici sa zatvorenim posudama s kontroliranim
tlakom 1 temperaturom. Sve ekstrakcije osim Soxhleta provedene su na dvjema ili trima
razli¢itim temperaturama. Na UAE 1 MAE provedene su ekstrakcije svih triju frakcija, dok je
za ekstrakciju otapalom odabrana samo najmanja frakcija, a za Soxhlet smjesa svih triju

frakcija. Kao ekstrakcijsko otapalo za sve ekstrakcije izabran je etanol.

3.3.1. Ekstrakcija otapalom na magnetskoj mijesalici

Za ekstrakciju etanolom odabrana je samo najmanja frakcija svih papra. Sva ispitivanja
provodila su se na elektromagnetskoj mijeSalici Witeg MSH-20D (Njemacka) jedan sat pri
200 rpm (slika 19). Temperature ekstrakcija bile su sobna temperatura (25 °C), 50 °C 1 75 °C.
Omjer uzorka papra 1 etanola bio je 0,1:10. Ekstrakti su filtrirani kroz filter-papir pora

promjera < 2 um proizvodaca LLG (Njemacka) i analizirani.

Slika 19. Ekstrakcija otapalom iz zelenog papra.

19



3.3.2. Soxhlet ekstrakcija

Za Soxhlet ekstrakciju koriStena je smjesa svih veli¢inskih frakcija. 30 g svakog papra
1250 mL etanola stavljeni su u aparaturu, a ekstrakcija je trajala 3 h (slika 20). Temperatura
procesa bila je podeSena tako da etanol cijelo vrijeme lagano vrije (oko 80 °C). Ekstrakti su
filtrirani kroz filter-papir pora promjera < 2 pm proizvodaca LLG (Njemacka) i analizirani.
Primijeceno je da je nastalo taloga u svim ekstraktima (slika 20), a najvise ga je bilo u ekstraktu

voatsiperifery papra.

Slika 20. Soxhlet ekstrakcija bijelog papra i filtrirani ekstrakti, redom bijeli, crni, zeleni 1

voatsiperifery papar.

3.3.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

UAE je provedena za svaku frakciju papra u ultrazvucnoj kupelji Sonorex Digital 10 P
proizvodaca Bandelin (Njemacka), prikazanoj na slici 21. Ekstrakcije su provedene na dvjema
temperaturama: 50 °C i 75 °C, a ostali parametri su bili nepromjenjivi: vrijeme ekstrakcije bilo
je 30 min, frekvencija ultrazvuka 35 kHz i radni ciklus 100 %. Omjer uzorka i etanola u veéini
slucajeva bio je 0,1:10, u rezultatima je