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SAZETAK

Polifenoli, koji se nalaze u namirnicama biljnog podrijetla, antioksidansi su koji pozitivho
utje€u na ljudsko zdravlje. Postupkom ekstrakcije izdvajaju se iz biljaka pomocu prirodnih
eutektickih otapala, koja su danas sve ceS¢e u upotrebi zbog svoje netoksi¢nosti,

biorazgradljivosti i niske cijene.

U ovom radu, od viSe pripremljenih razli¢itih otapala odabrano je i koriSteno prirodno
cutektiCko otapalo pripremljeno od mlijecne kiseline, fruktoze i glicerola (La-Fru-Gly) u
molarnom omjeru 2:1:2 sa razli¢itim masenim udjelima vode. Za navedeni NADES pratila su
se fizikalno-kemijska svojstva, kao $to je gustoca, viskoznost, pH i polarnost. Provedena je i
ekstrakcija krutina-kapljevina polifenolnih spojeva iz lista trputca pomoc¢u navedenog NADES-
a, kojom se odredila koncentracija ukupnih fenolnih spojeva. Osim toga, ispitan je utjecaj
toksi¢nosti otapala na glavice ceSnjaka. Gustoca, viskoznost i polarnost se smanjuju
povecanjem udjela vode, dok pH pokazuje obrnuti slucaj. Takoder, koncentracija fenolnih

spojeva opada porastom udjelom vode.

Kljuéne rije¢i: trputac, polifenoli, DES, NADES, gustoca, viskoznost, pH, polarnost,
ekstrakcija



ABSTRACT

Polyphenols, which are found in foods of plant origin, are antioxidants, which have a positive
effect on human health. By the extraction process, they are extracted from plants with natural
eutectic solvents, which are increasingly used today because of their non-toxicity,

biodegradability and low cost.

In this paper, from several different solvents prepared, it was selected and used natural eutectic
solvents prepared from milk acid, fructose and glycerol in molar ration 2:1:2, with different
mass fractions of water. Physical-chemical properties were monitored for the mentioned
NADES, such as density, viscosity, pH and polarity. Solid-liquid extraction of polyphenolic
compounds from plantain leaves was also performed using said NADES, which determined the
concentration of total phenolic compounds. In addition, the effect of solvent toxicity on garlic
heads was examined. Density, viscosity and polarity decrease with increasing water content,
while pH shows the opposite case. Also, the concentration of phenolic compounds decreases

with increasing water content.

Key words: plantain leaves, polyphenols, DES, NADES, density, viscosity, pH, polarity,

extraction
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1. UvOD

U danasnje vrijeme sve je vec¢i uCinak zagadenja okolisa te se radi na tome da se pronadu
bolja 1 ekoloski prihvatljivija rjeSenja, koja ¢e biti dobra za istraZivanja 1 koriStenje u
industriji, a ne€e imati negativan utjecaj na okoli$ i ljudsko zdravlje. Vode¢u ulogu u tome
ima grana zelene kemije, koja Zeli smanjiti, odnosno potpuno izbaciti upotrebu okolisno
nepovoljnih otapala. Prije su se koristila konvencionalna otapala, koja su zamijenjena
ionskim kapljevinama. Medutim, ona su pokazala brojne nedostatke kao Sto su velika
toksicnost, visoka cijena, niska biorazgradljivost te sloZena sinteza. 1z toga razloga, bilo je

potrebno pronaci bolje rjeSenje.

Alternativu prethodno navedenim otapalima ¢ine niskotemperaturna eutekticka otapala
(engl. deep eutectic solvent, DES) i prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (engl.
natural deep eutectic solvent, NADES). Ono $to je pokazalo ova otapala boljima od
prethodnih jesu niska cijena, jednostavna priprema, biorazgradljivost i niza toksi¢nost. Ova
otapala pripremljena su mijeSanjem dviju ili viSe komponenata, odnosno donora i akceptora
vodikove veze, kako bi se dobile eutektiCke smjese niZeg taliSta s obzirom na pojedinacne
komponente. Prilikom njihove pripreme ne dolazi do kemijske reakcije, a komponente su

povezane medumolekulskim silama, koje utjecu na fizikalno-kemijska svojstva DES-ova.

U ovom radu koriSteno je prirodno eutekticko otapalo sastavljeno od mlije¢ne kiseline,
fruktoze i glicerola u molarnom omjeru 2:1:2 s razli¢itim masenim udjelima vode za
ekstrakciju polifenolnih spojeva iz lista trputca, biljke koja je vrlo rasprostranjena na naSem
podrucju. Polifenolni spojevi, koji se nalaze u biljkama, su vazni antioksidansi, Koji se
koriste u prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Takoder, imaju brojna protuupalna
djelovanja te sposobnost sprjecavanja raznih bolesti. Osim postupka ekstrakcije, provela se
fizikalno-kemijska karakterizacija navedenog NADES-a te ispitao utjecaj toksi¢nosti

otapala na glavicu ¢eSnjaka.



2. OPCI DIO

2.1. BILJKE

2.1.1. Aktivne komponente

Biljke sadrze mnoge aktivne komponente od kojih svaka sluzi za neku odredenu
funkciju i u razli¢itim koli¢inama se nalaze u pojedinim biljkama. Petnaest glavnih aktivnih

komponenata koje se mogu nacéi u biljkama jesu':

e Alkaloidi — najaktivniji sastojci biljaka, koji mogu imati razne ljekovite u¢inke, ali i biti
otrovni ukoliko se koriste u velikim dozama. Jedan od najpoznatijih primjera alkaloida
je kofein, koji se moze naci u kavi, ¢aju, kakau.

e Antocijanini — antioksidativni pigmenti koji daju crvenu, ljubicastu ili plavu boju voéu
1 cvije¢u. Osim toga, vazni su za odrzavanje zdravlja krvnih Zila. Hrana bogata
antocijaninom je grozde i kupina.

e Antrakinoni — prirodne laksativne komponente koje pomazu u ublazavanju zatvora i
omeksavanju stolice.

e Srcani glikozidi — prirodni diuretici, koji povecavaju brzinu stezanja srca, ¢ime jacaju

srce, snizavaju krvni tlak, pospjeSuju cirkulaciju. Neke od biljaka koje ih sadrze mogu
biti otrovne pa je vazno poznavati biljke prije upotrebe.
e Kumarini — njihovo djelovanje pruza zastitu od sunca, razrjeduje krv i opusta misice.

e Cijanogeni glikozidi — iako sadrze otrovni cijanid, u malim dozama mogu imati

sedativan ucinak na srce 1 miSice, a takoder se koriste 1 protiv kaslja. Nalaze se u kori
divlje tresnje 1 bazgi.

e Flavonoidi — antioksidansi koji pospjeSuju cirkulaciju i pomazu pri oSte¢enju tkiva
patogenima. Skupina polifenola. Imaju protuupalna svojstva. Primjeri flavonoida su luk,
¢esnjak, Spinat i zeleno lisnato povrée.

e Glukosilinati — pomazu pri problemima sa zglobovima, povecavaju protok Krvi u
zahvacenom podrucju, ali djeluju nadrazujuce. Moze ih se pronaci u rotkvici.

e Minerali — elementi periodnog sustava elemenata (Mg, Fe, Cu). Nalaze se u svim
namirnicama i jedan su od gradivnih sastojaka vitamina. Maslacak i preslica su biljke

bogate mineralima.



e Sluz — sastojak biljaka koji sadrzi polisaharide, koji pruzaju hidratantne i zaStitne
ucinke, odnosno pomazu u umirivanju koze, grla, plu¢a i drugih organa. Nalaze se u
ljuskama sjemena aloe vere.

e Fenoli — nalaze se u mnogim spojevima kao npr. salicilna kiselina, a imaju antisepticko
1 protuupalno djelovanje. U izravnom doticaju s koZom mogu imati nadrazujuce
djelovanje. Nalaze se u svim namirnicama, a od biljaka u zimnicama i bijeloj vrbi.

e Saponini — bliski su prirodnim hormonima koji se nalaze u tijelu, a poti¢u hormonalnu
aktivnost. Jedan od najpoznatijih saponina jest sladic.

e Tanini — nalaze se u kori i lis¢u svih biljaka. Vinopijama su poznati kao sastojci koji
uzrokuju glavobolju. Takoder se koriste i za tamnjenje koze. Izvori tanina jesu vino,
piva, ¢okolada, citrusi, hrastova kora.

e Vitamini — jedni od klju¢nih gradivnih elemenata, jer su vazni u odredenim stani¢nim
procesima i njihov nedostatak moze dovesti do bolesti i poremecaja, kao Sto je skorbut,
do kojeg dolazi bez vitamina C. Vrlo su cijenjeni u kozmetici i ve¢inom sluze kao
antioksidansi. Biljke s visokom razinom vitamina su potocarke i ruze pasa.

e Aromati¢na ulja — imaju snazno antisepticko djelovanje, kao i protuupalna svojstva.

Biljke s ovim sastojkom imaju snaznu aromu te se Cesto koriste u aromaterapiji kao

esencijalna ulja. Nalaze se u ulju ¢ajevca, pepermintu i ulju origana.

2.1.2. Trputac

Trputac (Plantago lanceolata L.) ili bokvica je trajna zeljasta biljka koja se u prirodi
moze Vvrlo lako pronaéi, posebice na vlaznom i plodnom tlu. Jedna je od najrasprostranjenijih
biljaka i moze se na¢i na livadama i pasnjacima, u vrtovima, nasipima ili pored ceste te se ¢esto
smatra korovom iako je to jedna od najljekovitijih biljki na svijetu. Otkriveno je preko 200 vrsta
trputca, od kojih su najpoznatiji uskolisni i sirokolisni trputac. Svaka od tih vrsta je ljekovita i
jestiva. 2 Glavni sastojci trputca su : trijeslovine, polisaharidi, kumarin, flavonoidi, silicijeva

kiselina, cink, kalij. 3



Slika 1. Trputac (Plantago lanceolata L.)

2.1.2.1. Berba i priprema

Listovi trputca, koji mogu biti osuseni ili svjezi, koriste se u ljekovite svrhe, ali isto tako
moze se koristiti i cijeli nadzemni dio trputca. Listovi se ubiru u vrijeme cvatnje, jer su tada
potpuno razvijeni. Listovi nakon ubiranja idu na susenje, koje moze trajati do tjedan dana i
pritom se listovi moraju okretati kako ne bi potamnili. Suhi biljni materijal koji se dobije ¢uva
se u vrecama na suhom mjestu. Nakon procesa obrade, trputac najées¢e odlazi u ljekarne u
obliku zeleno-smedih listova, koji ne smiju biti tamnosmedi, jer je to indikator da je doslo do

odredenih kemijskih promjena. 3

2.1.2.2. Djelovanje i upotreba

Posebno se koristi u narodnoj medicini kao sredstvo za lijeCenje rana, zaustavljanje
krvarenja, snizavanje visoke temperature, zacjeljivanje rana, jacanje zeluca, izlu¢ivanje sluzi.

Trputac se takoder Koristi i za ublazavanje uboda od insekata te moze sprijeciti nastanak i sirenje

4



infekcije. Osim toga, u suvremenoj fitoterapiji trputac se moze koristiti i za smirivanje kaslja i
ublazavanje upala sluznice usne Supljine i Zdrijela. Takoder, jo$ jedan sastojak trputca je i
alantoin koji je u¢inkovit pri regeneraciji oStecenog koznog tkiva. Koristi se i pri ublazavanju
zubobolje, bolova u uhu i koznih bolesti.  Trputac sadrzi anti-upalna, analgetska,
antibakterijska, adstrigentna i antioksidativna svojstva. Adstrigentno djelovanje predstavlja

skupljanje pora u svrhu kontrole masnoée koze. Najcesc¢i proizvodi trputca su sirup i ¢aj. 3

2.1.3. Polifenoli

Polifenoli su vrlo vazni spojevi za fiziologiju biljaka, jer utje¢u na njihovu funkciju
rasta, pigmentacije, otpornosti za patogene. * Nalaze se u brojnim namirnicama koje su
uglavnom biljnog podrijetla, a bogate su antioksidansima. Antioksidansi su tvari koje stite
stanicu od reaktivne vrste kisika i slobodnih radikala. Upravo zbog svojih antioksidativnih
svojstava korisni su u kozmetic¢koj i prehrambenoj industriji. ¢ Mogu se ekstrahirati iz biomase
(biljke), otpada od hrane i mikroalgi. Poznato je oko 8000 molekula polifenola, a neke od

najznacajnijih skupina su flavonoidi.*

2.1.3.1. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenola koji se nalaze u biljkama. Oni su sekundarni metaboliti
koji ne utjecu direktno na rast i razvoj biljke, ali kao snazni antioksidansi uklanjaju slobodne
radikale, koji ostecuju stanicu i DNA, poti¢u njeno starenje te uzrokuju mnoge bolesti kod ljudi,
biljaka i Zivotinja. 7 Vazna znacajka koja utjeCe na njihovu sposobnost antioksidativnog
djelovanja je njihova molekularna struktura, odnosno polozaj OH skupine.® Koriste se pri izradi
lijekova za bolesti krvi, disanja, mokraénog sustava i koze. Neke od vecih skupina flavonoida

su: antocijani, flavanoni, flavoni, flavonoli, izoflavonoidi, prikazani na slici 2.”
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Slika 2. Skupine flavonoida.

2.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je ravnotezni separacijski proces uklanjanja ili odvajanja jedne ili viSe
komponenti iz ¢vrste ili kapljevite smjese pomocu selektivnog otapala. Postupak trajanja
procesa ekstrakcije ovisi najvise o topljivosti komponente u otapalu, viskoznosti otapala,
temperaturi 1 drugim ¢imbenicima. Ekstrakcijom se dobiva ekstrakt u kojem je sadrzana tvar
koju se Zeli odvojiti, ali prije daljnje upotrebe uobicajeno je da se provede postupak
procis¢avanja.®

Osim zelene kemije, postoji i pojam zelena ekstrakcija, koja se veze na zelenu kemiju,
obnovljivim prirodnim produktima, smanjiti upotrebu energije i osigurati Sto kvalitetniji

ekstrakt, odnosno produkt. Postupci kojima se ekstrahira klju¢na komponenta, a koje je



.....

ekstrakcija organskim otapalima.®

S obzirom na agregatna stanja faza postoje dvije vrste ekstrakcije, kapljevina —
kapljevina i krutina - kapljevina. Prednost separacije ekstrakcijom pred destilacijom jest u puno
manjem utroS$ku energije, jer se u pravilu provodi pri temperaturama bliskim temperaturi

okoline.!!

2.2.1. Odabir otapala

Koliko dobro ¢e se zeljena komponenta ekstrahirati iz rafinatne u ekstraktnu fazu ovisi
o otapalu, stoga je izbor pogodnog otapala vrlo vazan za ekstrakciju. Da bi otapalo bilo pogodno
za ekstrakciju mora zadovoljiti odredene kriterije. Vrlo vazan kriterij jest selektivnost tj. otapalo
mora biti selektivno za Zeljenu komponentu kako bi upravo nju ekstrahiralo iz pocetne tvari ili
smjese. Osim toga, vazno je da je razlika u gusto¢i izmedu rafinatne i ekstraktne faze Sto veca
kako bi se one lakse odvojile. Otapala medusobno ne smiju biti mjesljiva, jer se na taj nacin
sprjecava gubitak otapala i oneciS¢enje obje faze. Otapalo mora biti dostupno, jeftino 1 sigurno
za rad.'® Selektivno otapalo mora imati mogucnost jednostavne regeneracije $to je vrlo vazno s
ekoloskog stajaliSta, jer se ne stvara novi otpad, a takoder 1 s ekonomskog, zbog manjih tro§kova
nabave samog otapala. Osim toga, poZeljno je da selektivno otapalo ima §to manju viskoznost
kako bi se lakSe dispergiralo, a otpor prijenosu tvari smanjio. Viskoznost se moze smanjiti
provodenjem ekstrakcije pri poviSenim temperaturama. Niski tlak para je isto tako vazan kriterij
pri odabiru otapala, jer otapalo ne smije biti hlapljivo kako ne bi doslo do gubitaka, osim toga
hlapiva organska otapala su vrlo Stetna. Otapalo mora biti toplinski i kemijski stabilno te ne

smije reagirati s komponentama pojne smjese.®



2.2.2. Ekstrakcija kapljevina-kapljevina

Ekstrakcija kapljevina-kapljevina odvija se u sustavu s dvije ili vise kapljevitih faza
izmedu kojih dolazi do procesa prijenosa tvari i uspostavljanja ravnoteze. Koristi se za
procis¢avanje kapljevitih smjesa kod kojih nije moguca separacija destilacijom pa se tako
koristi za smjese komponenata niske hlapivosti, bliske hlapivosti, toplinski osjetljive
komponente i kada je Zzeljena komponenta u vrlo maloj koli¢ini. Pomo¢na komponenta,

odnosno selektivno otapalo potice prijenos tvari.®

Stupnjevi ekstrakcije su: mijeSanje pojne smjese i selektivnog otapala, medufazni prijenos tvari
te separacija faza, uz uklanjanje ili regeneraciju otapala, slika 3. Prilikom mijesanja dolazi do
povecanja medufazne povrSine te disperzije jedne faze u drugoj. Nakon postizanja stupnja
separacije, dolazi do razdvajanja faza na rafinatnu i ekstraktnu. Rafinatna faza se uglavnom
sastoji od primarnog otapala, male koli¢ine klju¢ne komponente te moze sadrzavati sekundarno
otapalo u tragovima. Ekstraktna faza sadrzi sekundarno otapalo, veéu koli¢inu kljucne
komponente i primarno otapalo u tragovima. Ekstraktna faza nakon separacije odlazi na
regeneraciju, uglavnom destilacijom, gdje se kao jedan produkt dobije klju¢na komponenta, a
drugi proc¢is¢eno sekundarno otapalo, koje se vraca natrag u ekstraktor i koje 1 nakon ¢iS¢enja

moze sadrzavati odredeni udio klju¢ne komponente.®

pojna sekundarno

smjesa otapalo
A t

laksa faza

teZa faza

Slika 3. Koraci u procesu ekstrakcije kapljevina-kapljevina.®



Najjednostavniji sustavi su dvofazni trokomponentni koji se prikazuju u trokutnom dijagramu,
slika 4. Dodatkom otapala u dvokomponentni sustav moze doé¢i do nastajanja homogene
otopine odnosno potpuno mijesljivog sustava, koji nije pogodan za ekstrakciju. Primarno i
sekundarno otapalo mogu biti potpuno nemjesljivi, djelomi¢no mjesljivi ili mogu nastati dvije
ili viSe djelomi¢no myjesljivih faza. Kao $to je ve¢ spomenuto, idealno je kad su otapala
medusobno nemjesljiva, ali u praksi su takvi slu€ajevi rijetki pa se ¢esto koriste otapala koja su

djelomi¢no mjesljiva.®

e Binodalna krindja

hom ogeno

primamo otapalo selandarno otapalo

dvofazno
podrudje

Slika 4. Trokutni dijagram dvofaznog trokomponentnog sustava.®

2.2.3. Ekstrakcija krutina - kapljevina

Ekstrakcija krutina - kapljevina (engl. solvent liquid extraction, SLE) predstavlja
separacijski proces izdvajanja odredene komponente iz krute tvari uz pomo¢ selektivnog
otapala, odnosno kapljevine, slika 5. Taj se proces jo$ naziva i izluzivanje te je jedan od naj¢esce
upotrebljavanijih procesa separacije aktivnin komponenti iz biljnih materijala. Prvi stupanj
ckstrakcije je mijeSanje, koji se kod ekstrakcije Kkrutina-kapljevina naziva suspendiranje.
Suspendiranjem se sprjeava sedimentacija Krutine i osiguravaju uvjeti za bolji prijenos tvari.
Osim mehani¢kog mijeSanja, ekstrakcija se moze provoditi pomocu ultrazvucnog i
mikrovalnog zracenja.'? Ovaj tip ekstrakcije moze se provoditi kao maceracija ili perkolacija.

Maceracija je Sarzni proces koji se odvija u suspenziji, tako da se kruta tvar potopi u otapalo te



se na granici faza krutina-kapljevina odvija prijenos tvari, dok je perkolacija polusarzni proces,

koji se odvija na nacin da otapalo protjece kroz nepokretan sloj ¢vrstog materijala.'?

Slika 5. Ekstrakcija krutina-kapljevina.®

Za bolju ekstrakciju vazno je prethodno pripremiti samu krutinu kako bi se ekstrakt §to brze
ekstrahirao. Krutina se za te potrebe moze gnjeciti, mrviti i usitnjavati kako bi se osigurala veca
medufazna povrSina i postigla veéa ucinkovitost ravnoteznog separacijskog procesa. Nakon
toga provodi se mijeSanje kako bi se ostvarila §to bolja interakcija medu fazama, brza uspostava
ravnoteze, bolji prijenos tvari izmedu kapljevine, odnosno otapala i krutine i reduciralo vrijeme
trajanja procesa. Tijekom tog procesa, otapalo ulazi u pore krutog materijala kako bi doslo do
zeljene komponente, koja se nalazi u krutini 1 prenijelo ju u otapalo. Na povrSini Zeljene
komponente se stvara granicni sloj odnosno sloj zasi¢ene otopine te se izmedu tog grani¢nog
sloja i ostatka otapala stvara koncentracijski gradijent zbog razlika u koncentraciji §to
omogucuje stalan prijelaz komponente u ostatak otapala (slika 6.). Ovisno o debljini grani¢noj
sloja mijenja se brzina izluZivanja i to obrnuto — proporcionalno, koja proporcionalno ovisi i 0

razlici koncentracija izmedu grani¢nog sloja i otapala.'?
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difuzijski graniéni sloj

Slika 6. Mehanizam prijenosa tvari tijekom ekstrakcije.®

Procesom ekstrakcije ne moze se potpuno izdvojiti zeljena komponenta odnosno ekstrakt, jer
velik dio komponente ostane u krutini iz koje ju ekstrahiramo. Otapala je potrebno nakon
procesa regenerirati ukoliko se Zele ponovno upotrijebiti te podvrgnuti nekim od separacijskih

procesa, $to je ¢esto dio procesa na koji se najvise trosi i potrebna je energija.'?

Na ekstrakciju krutina-kapljevina najvise utjeCu veli¢ina Cestica, temperatura provedbe
ekstrakcije, izbor selektivnog otapala, nacin mijeSanja 1 nain izvodenja samog procesa
ekstrakcije. Temperatura je ve¢inom proporcionalna s brzinom otapanja krutine pa tako viSa
temperatura najces¢e povecava brzinu procesa, smanjuje viskoznost i gustocu otapala, ali to
nije uvijek slu¢aj tako da je vazno upoznati se s fizikalno-kemijskim karakteristikama sustava
za koji se ekstrakcija provodi.’? Smanjenje veli¢ine Cestica pozitivno utjece na prijenos tvari,

jer manje Cestice omogucuju vecu kontaktnu povrsinu izmedu dvije faze.
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2.3. OTAPALA

2.3.1. Konvencionalna otapala

Konvencionalna otapala, odnosno hlapljivi organski spojevi (engl. volatile organic
compounds, VOC), kao na primjer etil-acetat, potjecu iz petrokemijskih izvora, nafte i koriste
se za izdvajanje polifenola iz biomase, medutim ta otapala imaju mnogo nedostataka. Neki od
tih nedostataka su njihova velika hlapljivost, toksi¢nost, zapaljivost, opasni su za okoli§ 1
ljudsko zdravlje. Uz njih, predlozena je i1 voda kao otapalo pogodno za ekstrakciju polifenola,
koje nije toksi¢no 1 ekoloski je prihvatljivo. Medutim, voda je specificno otapalo za hidrofilne
1 polarne spojeve, zbog Cega nije bas ucinkovita za nepolarne i hidrofobne spojeve i moze

sadrzavati brojne necistoce. '

2.3.2. lonske kapljevine

Kao novi izbor, predlozene su ionske kapljevine (engl. ionic liquids, IL), organske
nehlapljive soli, koje su gradene od iona, a ne molekula, kao klasi¢na otapala. Anioni u ionskim
kapljevinama su najéeS¢e halogenidi (Br , Cl ), acetatne, sulfatne i druge skupine. Kationi su
tipi¢no organske molekule s pozitivnim dusikovim, sumporovim, fosforovim atomom.'! Imaju
nisko taliSte, zanemariv tlak pare, dobru kemijsku 1 toplinsku stabilnost.. Prema procjeni,
postoji vrlo velik broj (10'¥) mjeSavina ionskih kapljevina koje bi mogle biti prikladne kao
otapala (slika 7.). Kombinacijom raznih aniona i kationa moguce je prilagodavati razli¢ita
svojstva kako bi se dobile Zeljene vrijednosti viskoznosti, topljivosti i sli¢éno.!* Bez obzira na
navedene potencijale ionskih kapljevina imaju i brojne nedostatke koji znacajno smanjuju
njihovo koristenje. Problemi koji se javljaju kod ionskih kapljevina su njihova visoka
toksi¢nost, visoki troSkovi sinteze, slaba biorazgradljivost i tesko proci§¢avanje. Zbog svih
navedenih problema sa dotadasnjim otapalima bilo je potrebno pronaéi otapala koja su

ucinkovitija 1 uzimaju u obzir utjecaj na okolis.

12



Fym t i / \ i \
- (_‘_'. g |~ L ) * oA
™ Y A, e T s e R
i (1 _" T o r
Hy Wy R,
. - -
- -, AT b |
) " |] I L
1 -
o o St [ “
! | e o 3
L |
"] i o G o o
F4
wo—b—3 P! | | \
- = e o —_— -
i ) 0 !:' :_ | | =dr |II
o ] F
F i
o, 1= ] FalF G i, | - /“w A I'. - o
= P - =
" kT i"'l""‘\- W= Cc—HN—o=HK v."\
P, i
F Fi I_I._-,-.:' t W -

Slika 7. Najces¢i kationi 1 anioni ionskih tekuéina.’

2.3.3. DES

Alternativu  konvencionalnim otapalima i ionskim kapljevinama predstavljaju
niskotemperaturna eutektiCka otapala (engl. deep eutectic solvent, DES). Prvi rad o DES-ovima
objavio je 2001. godine Abbot sa suradnicima'®. DES-ovi predstavljaju novu klasu otapala, koja
imaju potencijal zamijeniti hlapljiva organska otapala, Stetna za okolis. DES-ovi imaju svojstva
slicna ionskim kapljevinama, ali i brojne prednosti, kao $to su niza toksi¢nost, lako dostupni
materijali od kojih se jednostavno pripremaju, nize taliSte i bolje moguénosti biorazgradnje.®
DES-ovi su smjese pripremljene kombinacijom dviju ili viSe komponenata (slika 8.), od kojih
je jedna donor vodikove veze (engl. hydrogen bond donor, HBD), a druga akceptor vodikove
veze (engl. hydrogen bond acceptor,HBA).* Zbog stvaranja vodikovih veza u molekuli, DES-
ovi imaju niza taliSta u usporedbi s pojedina¢nim komponentama.'* DES-ovi se vecinom
pripremaju mije$anjem razli¢itih komponenti u odredenim omjerima te uz eventualni dodatak
vode. Pri tome ne dolazi do kemijske reakcije i ne nastaje nikakav otpad niti nusprodukti. DES-
ovi su koristeni za ekstrakciju brojnih kemijskih vrsta, posebice flavonoida i polifenola iz
razli¢itih biljaka.'”> Najpoznatije i najcesce koristeni DES je smjesa kolin-klorida i uree,
prikazano na slici 9. Taj DES sintetizirali su 2002. godine Abbott i suradnici te se upravo ta

smjesa danas smatra za¢etnikom istrazivanja ovog tipa otapala.'?
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Slika 9. Priprava DES-a iz kolin-klorida i uree.'®

2.3.4. NADES

Jo§ bolju verziju zelenih otapala ¢ine prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala
(engl. natural deep eutectic solvent, NADES). NADES su kapljevine odnosno smjese koje
sadrze najvise Secere, organske kiseline, aminokiseline, alkohole tj. pripremljeni su od stani¢nih
metabolita'® odnosno kombinacijom molekula prisutnih u prirodi.® Naziv "prirodni" takoder se
veze uz to da kao kapljevita faza mogu imati vaznu ulogu u otapanju, skladiStenju i transportu
metabolita koji nisu topivi u vodi, a koji se nalaze u Zivim stanicama i organizmima.® Takoder,

NADES sadrze spojeve koji su sigurni za ljudsku upotrebu.'” Kao i DES-ovi nastaju
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kombinacijom donora i akceptora vodikovih veza, povezanih jakim medumolekulskim silama,
posebice vodikovim vezama. Nazivaju se i "dizajnerska otapala" zbog mogucénosti prilagodbe
njihovih fizikalno-kemijskih svojstava i mogucih brojnih varijacija u strukturi,'” zbog ¢ega su
vrlo prikladna za upotrebu u razli¢itim procesima pa se tako mogu upotrebljavati u enzimatskim
reakcijama, elektrokemiji, ali i za ekstrakciju prirodnih spojeva.'¢ Fizikalno- kemijska svojstva
NADES-a, kao $to je velika viskoznosti i niski pH, pruzaju im sposobnost da usporavaju
degradaciju bioaktivnih komponenti  dobivenih ekstrakcijom. Topljivost bioaktivnih
komponenti povecavaju Seceri iz NADES-a stvaraju¢i dodatne vodikove veze 1 pospjeSujuci

stabilnost spojeva u ekstraktima.!®

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Zadatak

U eksperimentalnom dijelu okarakterizirano je odabrano otapalo La-Fru-Gly (2:1:2) s
razli¢itim udjelima vode, odredena mu je gustoca, pH, viskoznost i polarnost. Takoder je
provedena ekstrakcija polifenola iz lista trputca s navedenim otapalom te je odredena

koncentracija ukupnih fenolnih spojeva. Promatran je i utjecaj toksi¢nosti otapala na ¢esSnjaku.

3.2.  Priprema otapala

Otapala su pripremljena mijeSanjem komponenata, prikazanih u tablici 1, u odredenim
molarnim omjerima te su mijeSana pod vakuumom (slika 10) i zagrijavana do 60°C do pojave

bistre kapljevine. Naknadno je u pripremljene NADES-¢ dodavan odredeni maseni udio vode.
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Tablica 1. Pripremljena otapala.

Maseni udio vode

NADES Oznaka Molarni omjer
w(H20), %

o 0
betain-glicerol Bet-Gly 1:3 10
70
betain-fruktoza- 0
) Bet-Fru-Gly 1:1:20 10
glicerol 70
betain-glukoza- 0
) Bet-Glu-Gly 4:1:20 10
glicerol 20
jabucna kiselina- 0
) Ma-Gly 1:4 10
glicerol 70
mlije¢na kiselina- 0
) La-Gly 1:1 10
glicerol 70
mlije¢na kiselina- 0
) La-Gly 1:2 10
glicerol 70
mlije¢na kiselina- 0
) La-Gly 2:1 10
glicerol 70
mlije¢na kiselina- 30
_ La-Fru-Gly 2:1:2 50
fruktoza-glicerol 20
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Slika 10. Vakuum ispariva¢ IKA RV 10 basic.

Otopina La-Fru-Gly (2:1:2) koja se karakterizirala i koristila za ekstrakciju, s masenim udjelima
vode od 30%, 50% i 70%, prikazana je naslici 11.

Slika 11. Pripremljeni uzorci NADES-a.
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3.3. Fizikalno — kemijska karakterizacija NADES-a

3.3.1. Mjerenje gustoce

Nakon provedene ekstrakcije, odabranom NADES-u (La-Fru-Gly 2:1:2) odredivana
je gustoca pomocu digitalnog uredaja za mjerenje gustoce Mettler Toledo Densitometer 30PX,
koji je prikazan na slici 12. Mjerenje gusto¢e provedeno je 3 puta na sobnoj temperaturi te je

odredena srednja vrijednost gustoce.

Slika 12. Uredaj za mjerenje gustoce Mettler Toledo Densitometer 30PX.

3.3.2. Mjerenje viskoznosti

Viskoznost NADES-a odredivana je sa termostatiranim reometrom Brookfield DV-111
ULTRA, prikazanog na slici 13, uz primjernu koncentri¢nog vretena SC4-21. Rotacijsko tijelo
potrebno je uroniti u uzorak NADES-a i pomo¢u rac¢unalnog programa Rheocalc 3.2. obraduju
se podaci, koji prikazuju ovisnost smi¢nog naprezanja o smi¢noj brzini. Iz ove ovisnosti
odreduje se reoloski model ponasanja pojedinog uzorka, odnosno njegova viskoznost. Raspon

smiénih brzina pri kojima je odredeno reolosko ponasanje DES-a bio je od 0 do 180 s™*.
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Slika 13. Brookfield DV-111 ULTRA reometar za odredivanje viskoznosti.

3.3.3. Mjerenje pH

pH vrijednost NADES-a izmjerena je pomoc¢u uredaja WTW InoLab pH/Cond 740 ( pH
electrode Blue Line ) prikazanog na slici 14. Mjerenja su provedena pri temperaturi od 26,7 °C.

Slika 14. pH elektroda BlueLine.
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3.4. Polarnost

Uzorcima NADES-a odredivana je polarnost na UV/VIS spektrofotometru (UV-1280),
SHIMADZU, prikazanom na slici 15, koristenjem Nile Red boje. Da bi se snimio spektar na
UV/VIS-u pripremljena je otopina od 2 mL Nile Red boje i 2 mL uzorka NADES-a. Za izracun
polarnosti potrebna je valna duljina maksimuma absorbancije, o€itana na spektrofotometru.
Najmanja vrijednost valne duljine odgovara najviSe polarnom NADES-u te se za izracun

polarnosti koristi jednadzba (1)*.

kcal

mol

= 28591 X A;},[nm] (1)

Eng |

Slika 15. UV/VIS spektrofotometar (UV-1280) SHIMADZU.

3.5. Ekstrakcija

Ekstrakcija je provedena primjenom Rotamix 609 MM, Tehtnica magnetne
mijesalice. Uzorak trputca pomijeSan je s otapalom u masenom omjeru 0,6 g/15 g. Uzorci su
mijeSani na magnetnoj mijesalici, prikazanoj na slici 16, 2 sata pri 300-400 okretaja po minuti.
Kako bi se odvojio ekstrakt, uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 3500 okretaja po minuti, na

centrifugi, prikazanoj na slici 17. Uzorci su nakon toga filtrirani pomoc¢u Buchnerovog lijevka,
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prikazanog na slici 18. Filtracija je dalje provedena pomoc¢u Chromafil Xtra 45/25 (0,45 pm)

filtara.

Slika 16. Rotamix 609 MM, Tehtnica magnetna mijesalica.

Slika 17. Centrifuga CENTRIC 322 A Tehtnica.
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Slika 18. Filtracija pomoc¢u Buchnerovog lijevka.

3.5.1. Folin — Ciocalteu metoda

Profiltrirani uzorci koristeni su za odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

Folin- Ciocalteu metodom.

Opis Folin - Ciocalteu metode.

Za navedeni NADES (La-Fru-Gly (2:1:2)) pripremljene su po tri tikvice od 10 mL za razlicite
masene udjele vode (30%, 50%, 70%) te jedna tikvica za slijepu probu (ukupno 10 tikvica). U
svaku tikvicu dodano je 400 L Folin - Ciocalteu reagensa. U tikvice za NADES (osim u tikvicu
za slijepu probu) dodano je 60 pL profiltriranog uzorka te su sve tikvice stavljene na 8 minuta
u mrak. Nakon toga, u svaku je tikvicu dodano 4 mL 7%-tne otopine Na.CO:s te destilirana voda
do oznake. Tikvice su zamotane u foliju stavljene u termostat (slika 20) na jedan sat pri 40 °C.
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Slika 19. Primjer tikvice (0) te tikvica sa filtriranim NADES-om sa 50% i 70% vode u
procesu pripreme Folin-Ciocalteu metodom.

Slika 20. Termostat F12 Julabo.
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Slika 21. Primjer 70%-tne otopine nakon potpune pripreme Folin-Ciocalteu metodom.

3.6. Odredivanje toksi¢nosti otapala

Ocisc¢ene 1 neproklijale glavice ¢eSnjaka stavljene su u uzorke NADES-a 30 mas%, 50

mas% i 70 mas% i promatrane kroz 3 mjeseca.
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4. REZULTATI

Odabir otapala za provedbu ekstrakcije polifenola iz lista trputca

4.1.

Naslici 22 navedena su sva koriStena otapala i podaci za koncentraciju polifenola nakon

provedene ekstrakcije.
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Slika 22. Koncentracija ukupnih polifenola nakon ekstrakcije s razli¢itim otapalima.
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4.2. Karakterizacija odabranog otapala

4.2.1. Gustoéa

20 30 40 50 60 70 80
W(Hzo), %

Slika 23. Ovisnost gusto¢e o masenim udjelima vode u NADES-u.

4.2.2. Viskoznost

® 30%

W 50%

A 70%

0 50 100 150 200

Slika 24. Ovisnost smi¢nog naprezanja o smi¢noj brzini pri razli¢itim masenim udjelima

vode.



4.2.3.
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Slika 25. Ovisnost viskoznosti 0 masenim udjelima vode u NADES-u.
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Slika 26. Ovisnost pH 0 masenim udjelima vode NADES-a.
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4.3. Polarnost

Tablica 2. Valna duljina maksimuma absorbancije i polarnost za uzorke NADES-a.

La-Fru- Eng
Gly (2:1:2
¥ ) Amax, NM kcal/
w(H:0),
mol
%
30 567,2 50,4073
50 571,2 50,0543
70 573,2 49,8796

4.4. Ekstrakcija

Slika 27. Ovisnost masenog udjela vode NADES-a sa srednjom koncentracijom.

9000

8000

ppm

~ 7000

C, sr

6000

5000
20

30

40 50 60 70 80
W(Hzo), %

28



4.5.

Odredivanje toksi¢nosti otapala

Slika 30. Ce$njak u uzorcima NADES-a nakon dva mjeseca ispitivanja.
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Slika 32. Cesnjak iz uzoraka NADES-a nakon tri mjeseca ispitivanja.
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5. RASPRAVA

Na temelju ispitanih otapala u postupku ekstrakcije polifenola (slika 22), odabrano je otapalo

koje je izdvojilo najvecu koli¢inu ukupnih polifenola.

Slika 22. prikazuje koncentracije ukupnih polifenola nakon ekstrakcije s razli¢itim otapalima.
Navedena otapala ispitivana su s udjelima vode od 0, 30, 50 i 70 mas%. Oc¢ekivano je da otapala
bez dodatka vode, najbolje izdvajaju polifenole iz trputca, medutim otapala bez dodatka vode
pokazala su se previskozna, $to je dovelo do problema s njihovom pripremom i mijeSanjem
komponenata. Zbog toga je dodavana odredena koli¢ina vode u otapala. Na slici se vidi da
najvecu koncentraciju ve¢inom pokazuju otapala s 10 mas% vode, dok koncentracija opada u
otapalima sa 70 mas% vode. Neka otapala, koja nisu bila previskozna, pokazuju ocekivani trend
porasta ekstrahiranih otapala sa smanjenjem udjela vode, npr. La-Gly 1:1, La-Gly 1:2 te La-
Fru-Gly 2:1:2. To je dokaz da su otapala bez vode prema svojoj strukturi i vezama u njima
najbolja za ekstrakciju u ovom slucaju. Osim pripremljenih NADES-ova, ispitana je i
ekstrakcija polifenola s ¢istim komponentama koje su koristene za pripravu NADES-ova (voda,
La, Gly). Koncentracije ekstrahiranih polifenola sa ¢istim komponentama znatno su manje od
koncentracija dobivenih s pripravljenim NADES-ovima s minimalnom koli¢inom vode. Iako
vecina Cistih NADES-ova daje loSije rezultate u usporedbi s rezultatima dobivenih sa ¢istim
komponentama, moze se zakljuciti da je to zbog njihove velike viskoznosti 1 poteskoca s
mijesanjem.

Od svih ispitanih otapala odabrano je samo jedno za daljnje ispitivanje, ono koje je pokazivalo
najbolje rezultate, a pripremljeno je od mlije¢ne kiseline, fruktoze i glicerola (La-Fru-Gly) u
molarnom omjeru 2:1:2 i udjelima vode od 30, 50 i 70 mas% (otapalo s 10 mas% je bilo
previskozno). Vidljivo je da ovaj NADES i s 50 mas% vode daje bolje rezultate od ostalih
otapala s 10 mas% vode, ¢ak je i 70 mas% vode medu najboljima za ekstrakciju polifenola.
Odabranom NADES-u odredena je gustoca, viskoznost, pH i polarnost za masene udjele vode:
30, 50 1 70%. Karakterizacija za niZi udio vode nije odredena zbog prevelike gustoce 1
viskoznosti. Poznavanje fizikalno-kemijskih svojstava vazno je kako bi se odredilo koje je

otapalo najbolje za zeljenu primjenu.

Ovisnost gusto¢e o masenom udjelu vode NADES-a prikazana je na slici 23. Vrijednosti
gustoca kre¢u se od 1,0854 do 1,2226 g cm 2. Moze se primijetiti da gustoca linearno pada s

povecanjem masenog udjela vode. Gustoéa je aditivno svojstvo §to znaci da gustota smjese
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ovisi od gusto¢i NADES-a i gusto¢i dodane vode te njihovom udjelu u smjesi. Porastom udjela

vode, gustoca se sve viSe priblizava vrijednosti gustoe vode.

Navedeni NADES je za sve masene udjele vode Newtonov fluid. 1z slike 24. vidljiva je linearna
ovisnost smi¢nog naprezanja o smi¢noj brzini te da pravac ide iz ishodista. 1z nagiba pravaca
tih linearnih ovisnosti odreduje se viskoznost. Za Newtonove fluide je karakteristicno da se
viskoznost ne mijenja promjenom smi¢ne brzine, ali se znatno mijenja promjenom udjela vode,
Sto se vidi na slici 25. Viskoznost eksponencijalno opada s porastom udjela vode. Moze se
uociti puno veca vrijednost viskoznosti za 30%-tni sadrzaj vode, nego za 50%-tni i 70%-tni, iz
Cega se takoder moze zakljuciti da bi ovaj NADES s 10% vode zaista bio previskozan i pretezak

za rukovanje 1 upotrebu, kao $to je ve¢ spomenuto.

1z slike 26. vidljivo je da se ispitivani NADES nalazi u izrazito kiselom podruc¢ju. pH NADES-
a linearno raste s povecanjem udjela vode, tj. kiselost NADES-a se smanjuje dodavanjem sve
veceg sadrzaja vode. Na temelju istrazivanja'” pokazano je da pH raste s povecanjem sadrzaja
vode za one eutekticke smjese koje imaju izrazito niski pH (<2), dok za one koje imaju pH veci

od 2 opada. Jake vodikove veze izmedu HBD 1 HBA snazno utjecu na kiselost NADES-a.

U tablici 2 prikazane su vrijednosti za valne duljine maksimuma absorbancije i polarnosti te se
moze zakljuciti da porastom masenog udjela vode polarnost NADES-a opada, a valna duljina
raste. Polifenolni spojevi su, kao i NADES-i, polarni te sve vec¢i dodatak vode u otapala

smanjuje njihovu polarnost, sto tada moze negativno utjecati na ekstrakciju polifenola.

Na slici 27. prikazana je ovisnost koncentracije odabranog NADES-a o0 masenim udjelima vode,
gdje se vidi da koncentracija otapala opada sa sve ve¢im sadrzajem vode. Kako je ve¢ receno,

povecanje udjela vode negativno utjece na ekstrakcijsku sposobnost otapala.

Slike 28.-32. prikazuju glavice ¢e$njaka u odabranom NADES-u koje su se promatrale kroz tri
mjeseca i slikane svakih mjesec dana. Prema slikama 31. i 32. lako je vidljivo da najbolje
izgleda glavica ¢eSnjaka koja se nalazila u 70 %-tnom NADES-u, odnosno najrazrjedenijem,
dok je u koncentriranijim uzorcima doslo do raspada ¢eSnjaka. NADES-i dakle u odredenoj
mjeri mogu prouzroditi Stete na stanicama, medutim odrzivost stanica poboljsana je dodatkom
vode. Naime, ¢eSnjak se u vodi nakon samo par dana raspada i trune. Takoder, utvrdeno je da

odrzivost stanica u prisutnosti DES-a ovisi i 0 udjelu vode.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu pripremljeno je 8 prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala koja su

koriStena za ekstrakciju polifenola iz trputca.
Zbog velike gustoce 1 viskoznosti u otapala je dodana voda u razli¢itim masenim omjerima.

Ekstrahirana koli¢ina polifenola smanjuje se pove¢anjem udjela vode u otapalu, medutim kada
su otapala jako viskozna, mali dodatak vode (10 mas%) smanjuje viskoznost te pospjesuje

ekstrakciju polifenola.

Najbolja ekstrakcija postignuta je primjenom La-Fru-Gly (2:1:2) otapala uz dodatak vode od

30 mas%.

Odredena je ovisnost gustoce, viskoznosti i pH o masenom udjelu vode u otapalu. Ispitana je i

polarnost, kao 1 utjecaj toksi¢nosti otapala na ¢esnjak.
Kao i viskoznost, gustoéa i polarnost opadaju porastom udjela vode u otapalu, dok pH raste.

Ispitujuci utjecaj toksi¢nosti NADES-a na glavicu ¢eSnjaka, pokazalo se da La-Fru-Gly ima
toksi¢ni u¢inak, iako se toksi¢nost smanjuje s povecanjem udjela vode, medutim puno manje je

toksi¢no u usporedbi s konvencionalnim otapalima ili ionskim kapljevinama.
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/. POPIS SIMBOLA

Simboli:

T — temperatura, °C

w(H20) — maseni udio vode, %
Eyg — polarnost, kcal mol !

¢ — koncentracija, ppm

Grcka slova:

J— valna duljina, nm

S - gustoca, kg m 3

¢ - smi¢no naprezanje, Pa
y — smicna brzina, s '

n — dinamicka viskoznost, Pa s
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