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SAZETAK

LiS¢e masline, najcesce prisutne biljke u Mediteranskim zemljama, predstavlja vrlo vazan
izvor bioloski aktivnih tvari koje imaju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Najvazniji za
istaknuti su snazni antioksidansi - fenolni spojevi, koji imaju sposobnost vezanja slobodnih
radikala. Branjem i obradom maslina, velika koli¢ina liS¢a zaostaje kao otpad. Obradom lis¢a
zaostalog u obliku otpada, mogu se izdvojiti vrijedne nutritivne komponente koje se dalje mogu

upotrijebiti u farmaceutskoj industriji.

Zahvaljuju¢i visokom sadrzaju fenolnih spojeva te brojnim pozitivnim uc¢incima na
ljudsko zdravlje, lis¢e masline postalo je tema brojnih istrazivanja. Sukladno nacelima zelene
kemije, traze se potencijalna rjeSenja za poboljSanje ucinkovitosti procesa ekstrakcije bioloski
aktivnih komponenti iz biljnog materijala. Nova, dizajnirana prirodna eutekticka otapala, kao
nehlapljiva, netoksi¢na i obnovljiva otapala koja zadovoljavaju nacela zelene kemije, pokazala
su veéu u¢inkovitost u procesu izluzivanja bioloski aktivnih komponenti iz biljnog materijala od
konvencionalnih otapala ili vode. Nadalje, u novije vrijeme se ispituje moguc¢nost poboljsanja
prijenosa tvari tijekom ekstrakcije uz pomo¢ stabilnih nanosuspenzija pripremljenih rasprsenjem

nanocestica u odgovaraju¢em prirodnom eutektickom otapalu.

U ovom radu ispitana je mogucénost poboljSanja ucinkovitosti izluzivanja fenolnih
spojeva iz liS¢a masline pomocu prirodnog eutektickog otapala i pomocu njemu pripadajuce,
stabilne nanosuspenzije. Odredeno je optimalno vrijeme trajanja ekstrakcije i definiran uéinkovit
nac¢in mijeSanja. Takoder, ispitan je utjecaj temperature i veli¢ine Cestica na ucinkovitost

procesa.

Kljuéne rije€i: list masline, fenolni spojevi, ekstrakcija, prirodno eutekticko otapalo,

nanosuspenzija



SUMMARY

Olive leaves, part of the most common plant in the Mediterranean countries, represents a
very important source of biologically active substances that have a positive effect on human
health. The most important substances are the strong antioxidants — phenolic compounds, which
have the ability to bind free radicals. However, with the harvesting and processing of olive fruits,
a large amount of leaves is lagging behind as a waste. By processing residual leaves in the form
of waste, valuable nutritional components can be extracted and used in the pharmaceutical
industry.

Thanks to the high content of phenolic compounds and many positive effects on human
health, olive leaves have become the subject of numerous researches. In accordance with the
principles of green chemistry, potential solutions are being sought to improve the efficiency of
the extraction process of biologically active components from plant material. New, designed
natural deep eutectic solvents, non-volatile, non-toxic and renewable solvents that meet the
principles of green chemistry, have shown greater efficacy in the process of leaching biologically
active components from plant material than conventional solvents or water. Furthermore, in
recent years, the possibilities of improving the mass transfer during extraction process is
investigated with the help of the stable nanosuspension, prepared by dispersing nanoparticles in a

suitable natural deep eutectic solvent.

In this study, the possibility of improving the efficiency of the phenolic compounds
extraction from olive leaves using natural deep eutectic solvent and its corresponding stable
nanosuspension was investigated. Optimum duration of extraction was determined and effective
mixing method was defined. Also, the influence of temperature and particle size on the

efficiency of the process was studied.

Key words: olive leaves, phenolic compounds, extraction, natural deep eutectic solvent,

nanosuspension
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1.UVOD

Bioloski aktivne komponente koje naj¢es¢e nalazimo u prirodnom obliku zarobljene u
biljkama, koriste se u proizvodnji i primjeni u brojnim industrijama kao §to su farmaceutska,
prehrambena, kozmeticka te u medicini. Jedna od najznacajnijih biljki mediteranskog podneblja
koja se pokazala kao vrijedan izvor brojnih bioloski aktivnih komponenti sa pozitivnim u¢inkom

na ljudsko zdravlje je maslina.

Obradom maslina za proizvodnju maslinovog ulja nastaje velika koli¢ina nusprodukata.
Procesom obrade 100 kg maslina, nastaje 35 kg komine i 440 L otpadne vode. Otpadne vode
nastale obradom maslina izuzetno su veliki oneciS¢ivaci zbog njihove biokemijske i1 kemijske
potrosnje kisika, sadrzaja krute tvari te kiselog karaktera. Nakon obrezivanja maslina, nastane 1-
5 t/ha biomase (li§ée i grandice) u mediteranskom podrudju, dok se za Spanjolske i Talijanske
maslenike ta koli¢ina penje na 4-11 t/ha. [1] To predstavlja veliki ekoloSki problem posto taj

otpad treba negdje odloziti ili preraditi.

Prateci trendove prehrambene industrije, istrazuju se procesi koji bi bili pogodni za izvlacenje
vrijednih bioloski aktivnih komponenti iz Spomenutog otpada te njihovo iskoriStenje. [2]
Analizom maslinovog ulja, dokazano je da njegovoj nutritivnoj i zdravstvenoj vrijednosti uvelike
pridonose fenolni spojevi. Fenolni spojevi su vrijedni antioksidansi kojima su ustanovljena dobra
protuupalna, protualergijska te protukancerogena djelovanja zbog €ega imaju vaznu ulogu u
prevenciji i lijeGenju mnogih bolesti. Istrazivanjem navedenog otpada, utvrdeno je da upravo u

njemu zaostaje najveéi broj fenolnih spojeva, a samo mali postotak prijede u maslinovo ulje.

Obzirom da fenolni spojevi u nastalom otpadu imaju fitotoksi¢na svojstva, odlaganje tog otpada
u okoli§ moZe prouzrociti razne ekoloske probleme. Sukladno tome, prije odlaganja u okolis,
otpad se mora obraditi, odnosno fenolni spojevi se raznim metodama izdvajaju kako bi se

smanjio ili eliminirao $tetan utjecaj na okolis.

Sukladno sve strozim zahtjevima zelene kemije, u danasnje se vrijeme velika pozornost pridaje

razvoju i prilagodbi proizvodnih procesa prema tim zahtjevima. Posljednjih godina, veoma je



uznapredovao razvoj zelenih otapala koja su biorazgradiva, netoksi¢na, nehlapljiva, nezapaljiva,

obnovljiva i imaju niz dobrih ekoloskih i ekonomicnih svojstava.

Najbitnija za istaknuti su prirodna eutekticka otapala koja su u potpunosti uspjela zadovoljiti
nacela zelene kemije i1 pokazala se kao veoma ucinkovita otapala za brojne procese. Znacajna
primjena prirodnih eutektickih otapala ostvarena je u procesima ekstrakcije bioloski aktivnih
komponenti iz biljnog materijala u kojima su se pokazala visoko uc¢inkovita i ekonomi¢nija od

konvencionalnih otapala.

Najnovija istrazivanja razmatraju mogucénost poboljSanja ucinkovitosti procesa ekstrakcije
koriStenjem nanosuspenzija pripremljenih rasprSenjem nanocestica u prirodnim eutektickim
otapalima. Polazna pretpostavka o mogucnosti poboljSanja uéinkovitosti ekstrakcije pomocu
nanosuspenzija, potje¢e od provedenih istrazivanja u kojima je dobiveno poboljsanje toplinskih
svojstava koriStenjem nanosuspenzija. U stabilnim nanosuspenzijama, Brownovo gibanje

.....

sukladno tome pretpostavlja se i poboljSanje u prijenosu tvari.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLINA

Maslina (lat. Olea europaea) je zimzelena biljka porodice Oleaceae, vrlo dobro poznata i
cijenjena na podrucju Mediterana. Svrstava se u biljke uljarice, a raste u obliku grma ili
nepravilnog i razgranatog stabla koje moze pozivjeti i vise od tisu¢u godina.

Daje plodove ovalnog oblika tamnozelene do crne boje bogate uljem koje ima veliku primjenu u
prehrambenoj industriji i medicini. Jedna biljka moze dati od 15 do 40 kilograma ploda maslina
iz kojih se moze proizvesti od 3 do 8 kilograma ulja. Plod se sastoji od koZice, mesa 1 koStice a
prosjecan kemijski sastav mu je 50% vode, 22% ulja, 19.1% ugljikohidrata, 5.8% celuloze, 1.6%
proteina, 1.5% anorganskih komponenti te 1-3% fenolnih spojeva. [3,4] Sastav ploda masline i
ulja ovisi o brojnim faktorima kao $to su sorta, zrelost, rezim berbe, klimatski uvjeti te

tehnoloska izvedba postrojenja za obradu maslina. [2]

Maslina izvorno raste u krajevima svijeta koje karakteriziraju visoke temperature i mediteranska
klima. Uzgoj maslina najzastupljeniji je u zemljama Mediterana (99%), a u novije vrijeme uzgaja
se i na podru¢ju Amerike te Australije. Medu vode¢im zemljama u proizvodnji maslina (prema
izviestaju za 2009. godinu) na prvom mjestu se nalazi Spanjolska, a slijede ju Italija, Gréka,
Turska, Tunis te Sirija. [2]

Slika 1. Maslina u Kastel Stafili¢u stara viSe od 1500 godina



2.1.1. PROCES PROIZVODN]JE MASLINOVOG ULJA

Proces obrade maslina za proizvodnju maslinovog ulja sastoji se od viSe faza. Prva faza
obuhvacéa prozraCivanje i pranje vodom prikupljenih maslina, ¢ime se plodovi odvajaju od
grancica, liS¢a, prasine i ostalih necistoc¢a. Sljedeca faza je mljevenje kojom se plodovi drobe i
usitnjavaju kako bi se dobila homogena masa za daljnju obradu, a ujedno se omogucava
oslobadanje kapljica ulja iz stani¢nih vakuola. Nakon mljevenja, dobivena smjesa se mijesa kako
bi se sakupilo prisutno ulje u nastalom tijestu te kako bi se koalescencijom od sitnijih, formirale
veée kapljice ulja. Cetvrta faza je izdvajanje ulja uz pomoé presa (tradicionalni nadin) ili
kontinuirano pomocu centrifuge. Nakon prerade, ulje se ¢uva u prozracnom i svjeZem prostoru
pri konstantnoj temperaturi u spremnicima od nehrdajuceg cCelika prikljuéenim na plinski

spremnik sa dusikom koji onemogucava kontakt sa kisikom. [5]

Proizvodnjom maslinovog ulja nastaje otprilike 20% maslinovog ulja, 30% polucvrstog ostatka
(komine), 50% otpadne vode te mali postotak ¢vrstog ostatka u obliku grancica i li§¢a masline.
Komina masline predstavlja koristan ostatak nakon presanja ploda masline te se kao takav moze
primjeniti kao organsko gnojivo, gorivo za domacinstvo ili tehnoloski proces te kao dodatak

sto¢noj hrani. [6]

2.1.2. LIST MASLINE

Listovi masline su zimzeleni, koznati, dugi 5-10 cm, Siroki do 2 cm, cjelovitog ruba, srebrno-sivi
na nali¢ju 1 nalaze se na kratkim peteljkama. Mogu se brati tijekom cijele godine (za razliku od

ploda koji dozrijeva krajem jeseni) te se najéesce koriste za pripravu ¢aja. [7]

Listovi su koristeni kao tradicionalni lijek za razne zdravstvene probleme i bolesti kao §to su
smanjivanje temperature, lijeCenje i sprijeCavanje malarije ili hipertenzije. [8] Obradom jednog
drveta masline, obrezivanjem i branjem plodova dobije se kao nusprodukt otprilike 25 kg lis¢a i
granCica. Isto tako, u industrijskom procesu proizvodnje maslinovog ulja, u fazi odvajanja i

ispiranja plodova masline, dobiva se velika koli¢ina lis¢a i gran¢ica. [9] Unato¢ velikoj vaznosti



masline u prehrani Mediteranskih zemalja, liS¢e masline jo§ uvijek nije dovoljno industrijski

iskoriSteno nego se ve¢inom koristi kao sto¢na hrana. [10]

Tijekom procesa prerade maslina u maslinovo ulje dospije tek 2 % ukupnih fenolnih spojeva,
dok ostalin 98 % zaostaje u otpadu. [11] Upravo zahvaljujuéi visokoj koncentraciji fenolnih
spojeva, lis¢e masline postalo je tema brojnih istrazivanja. Jedno od vaznijih za spomenuti je
ekstrakcija polifenolnih spojeva iz lista masline za dodatak maslinovom ulju kako bi mu se
povecala nutritivna vrijednost. [10,8] U odnosu na maslinovo ulje i kominu, lis¢e masline sadrzi
znatno veci postotak polifenolnih spojeva (npr. koli¢ina oleuropeina u maslinovom ulju iznosi
0.005 — 0.12 % dok u lis¢u iznosi 1-14 %) Sto ga Cini dijelom masline sa najvecom

antioksidativnom aktivnosti. [12,13]

Visoki sadrzaj polifenolnih spojeva u listu masline pripisuje se utjecaju suncevog zracenja i vode
koji pospjesuju njihovu sintezu u biljkama. U odnosu na ostale dijelove biljke, lis¢e je izlozenije
sunevom zracenju te je usporednom analizom lis¢a sa sjenovite i suncane strane drveta

ustanovljeno da lis¢e sa sjenovite strane sadrzi manju koncentraciju fenolnih spojeva. [13]

Lis¢e masline povezuje se sa brojnim ljekovitim svojstvima kao S$to su: antioksidativnost,
antimikrobna aktivnost, anti-ateroskleroti¢nost, antihipertenzivnost, protuupalna,
protukancerogena te brojna druga svojstva. Takav djelotvoran ucinak na zdravlje pripisuje se

upravo fenolnim spojevima. [12]

Lis¢e masline i njegovi ekstrakti sve vise nalaze primjenu u prehrambenoj, kozmeti¢koj i

farmaceutskoj industriji te kao dodatci prehrani. [2]

Slika 2. List masline



2.2. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su aromatski organski spojevi koji se sastoje od jedne (fenol) ili vise (polifenol)
hidroksilnih skupina (-OH), ukljucujuci i neke druge funkcionalne skupine, vezane izravno na
aromatski prsten. To su ¢vrste kristalne tvari kiselog karaktera (zbog utjecaja aromatskog
prstena), koje otapanjem u jakim luZinama stvaraju soli, fenolate, te djeluju baktericidno.

Najjednostavniji takav spoj je fenol (karbolna kiselina), C¢HsOH. [14,15]

OH OH

Slika 3. Fenol

Fenolni spojevi veoma su raznolika skupina fitokemikalija koji su prisutni u prirodi u gotovo
svim biljkama te namirnicama biljnog podrijetla. [16] Najbrojniji su i rasprostranjeniji spojevi
biljnog svijeta (sekundarni biljni metaboliti) $to potvrduje vise od 8000 otkrivenih biljnih
polifenola. [17] Koli¢ina biofenolnih spojeva u biljkama povecava se uslijed nepovoljnih uvjeta
kao $to su UV zracenje, infekcija od strane patogena ili parazita, zagadenje zraka ili izlaganje

ekstremnim temperaturama te tako Stite biljku. [18]

Biljni polifenoli sudjeluju u regulaciji rasta biljaka, Stite ih od mikroorganizama (antibiotsko
djelovanje), insekata i UV zraCenja, privlace oprasivace te pridonose pigmentaciji biljaka. U
namirnicama pridonose goréini, oStrini, boji, mirisu i oksidacijskoj stabilnosti. [19] Manje
polarni fenolni spojevi dodaju se uljima i mastima kako bi povecali njihovu stabilnost pri
skladiStenju 1 zagrijavanju, a polarniji se Cesto koriste kao stabilizatori prehrambenih disperzija.
[20] Fenolne spojeve, obzirom na molekulsku strukturu, nalazimo u obliku jednostavnih

molekula kao $to su fenolne kiseline, ali i kao visoko polimerizirane molekule (npr. tanini).



U prirodi ih rijetko nalazimo u slobodnom obliku, ve¢ ¢esce kao polifenole koji teze povezivanju

sa raznim Secerima, karboksilnim i organskim kiselinama, aminima i lipidima. [21]

S obzirom na svoju osnovnu kemijsku strukturu, polifenolni spojevi mogu se podijeliti na veliki
broj razli¢itih skupina ovisno o broju aromatskih prstenova te vrsti i broju vezanih funkcionalnih
skupina. [17]

U biljkama, fenolne spojeve prema kemijskoj strukturi mozemo podijeliti na flavonoide, fenolne
kiseline, kumarine, stilbene te hidrolizirane i kondenzirane tanine. [19] Najbrojnija skupina,
flavodnoidi, sadrze keto funkcionalnu skupinu i dijele se u mnogo podskupina (flavonoli,
flavoni, izoflavoni, flavanoni). [21] Fenolne kiseline imaju karboksilnu funkcionalnu skupinu
vezanu na aromatski prsten te se s obzirom na svoju strukturu dijele na hidroksibenzojeve i

hidroksicimetne kiseline. [20]

Vazna predstavnica fenolnih kiselina, a ujedno sastavni dio mnogih biljnih tanina, je galna
kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) koja se koristi kao standard za odredivanje

fenolnog sadrzaja u raznim materijama putem Folin-Ciocalteau testa.

COOH

HO OH
OH

Slika 4. Galna kiselina [22]
Raspodjela fenolnih spojeva u tkivu, stani¢noj i podstani¢noj razini biljke nije ujednacena. Tako
su netopljivi fenoli najéesce prisutni u stanicnim stijenkama, a topivi unutar stani¢nih vakuola.
Takoder, ustanovljeno je da vanjski dijelovi biljke sadrze vecu koli¢inu fenolnih spojeva od onih

U njenoj unutrasnjosti [18] pa su tako fenolni spojevi uglavnom pohranjeni u lis¢u i kori biljke.
[20]



2.2.1.SVOJSTVA FENOLNIH SPOJEVA

Fenolni spojevi smatraju se veoma vaznim sastojkom ljudske prehrane zbog svog
antioksidacijskog djelovanja, sposobnosti da umanje osteCenja tkiva izlozenog oksidacijskom

stresu te antikancerogenog djelovanja. [23]

Stanice upotrebljavaju kisik za generiranje energije pri ¢emu nastaju slobodni radikali kao
posljedica proizvodnje adenin trifosfata u mitohondrijima. Slobodni radikal je spoj koji sadrzi
jedan ili viSe nesparenih elektrona te je zato veoma reaktivan. Glavni predstavnici slobodnih
radikala su vodik (1 nespareni elektron), ioni prijelaznih metala i molekula kisika. [24] Kada je
proizvodnja slobodnih radikala veca od koli¢ine antioksidansa i antioksidativnih enzima, nastupa
oksidacijski stres. Vaznost antioksidansa unesenih prehranom je upravo u njihovom doprinosu na
djelovanje postoje¢ih antioksidansa u neutralizaciji oksidacijskog stresa. [25] Oksidacijski stres
dovodi do stani¢nog ostecenja te je jedan od uzro¢nika mnogih kroni¢nih degenerativnih bolesti

kao Sto je npr. rak ili Alzheimerova bolest. [26]

Antioksidacijska aktivnost polifenola ocituje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih kisikovih i
dusikovih iona te inhibiciji enzima koji povecavaju oksidacijski stres. Polifenoli se odlikuju i
sposobnoscu keliranja metala te vezanja ugljikohidrata i proteina pomoc¢u hidroksilnih skupina.
[16] Kemijska struktura, broj i smjestaj hidroksilnih skupina te prisutnost drugih funkcionalnih

skupina, glavni su faktori o kojima ovisi antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva. [13]

Nesparen elektron

Antioksidant

“Donacija”
élektrona

Slobodan radikal

Slika 5. Mehanizam djelovanja antioksidansa [27]



Mehanizam djelovanja antioksidansa temelji se na sparivanju njihovog elektrona sa elektronom
reaktivnog slobodnog radikala pri ¢emu ih neutraliziraju. Zahvaljuju¢i postojanoj stabilnosti u

svim oblicima, antioksidans doniranjem elektrona ne postaje slobodan radikal. [25]

2.2.2. FENOLNI SPOJEVI U LISTU MASLINE

Kemijski sastav lista masline ovisi 0 sorti masline, klimatskim uvjetima, sadrzaju vlage, uvjetima

skladistenja te stupnju onecisc¢enja tla. [28]

U listu masline, s obzirom na njihovu molekularnu strukturu, nalazimo nekoliko grupa fenolnih
spojeva:
e lignani
e oleuropezidi (oleuropein i verbaskozid)
e flavonoidi
e flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-glukozid, luteolin,
diosmetin)
e flavonoli (rutin)
e flavo-3-oli (katehin)
e substituirani fenoli (tirosol, hidroksitirosol, vanilin, vanilinska i kafeinska
Kiselina) [9,28]

Djelotvoran ucinak na zdravlje pripisuje se polifenolima niske molekulske mase kao Sto su
oleuropein (69-90 mg/g suhog lis¢a), hidroksitirosol, tirosol, derivati elenolne kiseline, kafeinska
kiselina, p-kumarinska kiselina, vanilinska kiselina i razni flavonoidi. Kombinacijom fenolnih
spojeva znaéajno se povecava antimikrobno djelovanje u odnosu na njihovo pojedina¢no
djelovanje. [2] Najaktivniji 1 najzastupljeniji spoj u listovima masline sa snaZnim
antioksidacijskim djelovanjem je oleuropein. [29] Oleuropein je, u kemijskom smislu,
heterozidni ester elenolne kiseline 1 dihidroksifeniletanola. Hidrolitickim cijepanjem oleuropeina

nastaje elenolna kiselina ¢ije kalcijeve soli dokazano imaju antivirusno djelovanje. [30]
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Slika 6. Kemijske strukture nekih fenolnih spojeva prisutnih u li§éu masline

2.3. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija u industriji ima brojne primjene u nuklearnoj tehnologiji, biotehnologiji, zastiti
okolisa, farmaceutskoj industriji, prehrambenoj industriji te kozmetickoj 1 kemijskoj industriji.
Za industrijsku primjenu je razvijen niz postupaka koji se mogu podijeliti na diskontinuirane

(8arzne) i kontinuirane, jednostupnjevite i visestupnjevite te krizne i protustrujne. [31]

Novije tehnike ekstrakcije su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ultrazvu¢nim valovima
ili enzimima, ekstrakcija pulsiraju¢im elektricnim poljem, ekstrakcija superkriticnim fluidima,

ekstrakcija pri povisenom tlaku i dr. [32]

Ekstrakcija je ravnoteZni separacijski proces uklanjanja jedne ili viSe komponenti iz ¢vrste ili

kapljevite smjese pomocu selektivnog otapala. [33]
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Vrste ekstrakcija:

e ekstrakcija kruto-kapljevito (izluzivanje)

e ekstrakcija kapljevito-kapljevito [33]

Izluzivanjem odvajamo odabrane tvari iz neke ¢vrste smjese prikladnim otapalom, npr.
izluzivanje metala iz rude sa kiselinom. Ekstrakcija kapljevito-kapljevito je osnovna tehnoloska
operacija koja se temelji na raspodjeli otopljene tvari izmedu dviju kapljevina (otopine i otapala)
koje se medusobno ne mijeSaju (teza i lakSa faza). Prijenos tvari odvija se difuzijom otopljene
tvari kroz granicu faza fino rasprsenih kapljica, a raspodjela tvari medu fazama ovisi o topljivosti
tih tvari. Ekstraktna faza je nakon postupka obogacena tvari koja se ekstrahira, a pocetna, pojna
smjesa je osiromasena tom tvari i naziva se rafinat. Ucinkovitost ekstrakcijskog postupka
iskazuje se omjerom ekstrahirane tvari u organskoj i vodenoj fazi nakon ekstrakcije. Na
ucinkovitost ekstrakcije moze utjecati niz faktora: otapalo, temperatura, vrsta i koncentracija

komponenti ekstrakcijskog sustava, volumni omjeri faza, vrijeme i nac¢in mijesanja i dr. [34]
Selektivno otapalo koje se primjenjuje za ekstrakciju treba zadovoljiti nekoliko uvjeta:

e ucinkovito ekstrahirati aktivnu komponentu radi §to manjeg utroSka otapala

e mora biti kemijski inertno prema prisutnim tvarima

e radi lakSeg uklanjanja nakon postupka treba imati nisko vreliste

e zbog veceg iskoriStenja 1 uCinkovitijeg otapanja treba imati nizu viskoznost 1
povrsinsku napetost

e ne smije biti zapaljivo i otrovno

e mora biti ekoloski prihvatljivo i jeftino [27]

Budu¢i da klasicna organska otapala mogu uzrokovati brojne negativne u€inke na okoli§ i
zdravlje ljudi, istrazuje se primjena razli¢itih nekonvencionalnih otapala od kojih se najvise

isticu ionske kapljevine i eutekticka otapala.
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2.3.1. EKSTRAKCIJA KRUTO-KAPLJEVITO

Ekstrakcija krutina kapljevina je Cesto koriStena jedini¢na operacija za izolaciju aktivnih
komponenti iz biljnog materijala, a naj¢eS¢e se provodi kao maceracija ili perkolacija.
Maceracija je Sarzni proces koji se odvija u suspenziji potapanjem krutog materijala u otapalo.
Perkolacija je polusarzni proces koji ukljuéuje kontinuirano protjecanje otapala kroz nepokretan
sloj krutog materijala. [35] Cesto se upotrebljava i Soxhlet ekstrakcija, a provodi se isparavanjem
otapala, koje se zatim propusta kroz usitnjeni i homogenizirani ¢vrsti uzorak te se potom otapalo
kondenzira i s izdvojenim ekstraktom vraca u tikvicu. Ova metoda omogucéuje potpuno
izdvajanje aktivne komponente iz materijala, na temelju ¢ega se ukupna koncentracija odreduje

kao maseni odnos aktivne komponente po masi tvari. [36]

Proces ekstrakcije kruto-kapljevito temelji se na prijenosu tvari na granici faza. Mehanizam
procesa izluzivanja klju¢ne komponente iz krutog materijala pomoc¢u pogodnog otapala se odvija

u nekoliko osnovnih koraka:

. difuzija otapala u krutu tvar

. otapanje klju¢ne komponente

. transport otapala s otopljenom tvari na povrsinu krute tvari

. transport otapala s otopljenom tvari sa povrSine krute tvari u masu otopine
. razdvajanje ekstrakta i krutog ostatka uzorka

. uklanjanje otapala iz ekstrakta [27]

Kada krutinu dovedemo u kontakt sa selektivnim otapalom, na njenoj povrSini se stvara sloj
zasi¢ene otopine kojeg nazivamo grani¢ni sloj. Zbog razlike koncentracija grani¢nog sloja 1
ostatka otapala, postoji koncentracijski gradijent zbog kojeg topljiva tvar stalno prelazi u ostatak
otapala. [27] Brzina izluzivanja moze se povecati smanjenjem debljine grani¢nog difuzijskog
sloja (mijesanje) i odrzavanjem velike razlike koncentracija u grani¢nom sloju i sredstvu za
izluzivanje. [34]

Procesni uvjeti ovise o svojstvima ¢vrste tvari i komponente koju treba izdvojiti te ih je potrebno

optimizirati. Po zavrSetku ekstrakcije, otapalo se moze odvojiti od ekstrahirane tvari razlicitim

12



jedini¢nim operacijama $to omogucuje recikliranje otapala odnosno njegovo vracanje u proces

ekstrakcije. [35]

Slika 7. Shema procesa izluZivanja

2.3.2. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Topljivost biljnih fenolnih spojeva odreduje njihova kemijska i molekularna struktura koja moze
biti jednostavna do visoko polimerizirana. Biljni materijali sadrze razli¢ite vrste fenolnih spojeva
koji mogu biti u interakciji sa drugim biljnim komponentama kao $to su ugljikohidrati i proteini.
Te interakcije mogu rezultirati stvaranjem tesko topljivih i/ili netopljivih kompleksnih spojeva.
Topljivost fenolnih spojeva ovisi i o polarnosti koriStenog otapala te je, s obzirom na navedene
faktore, gotovo nemoguce razviti univerzalni proces ekstrakcije primjenjiv za izdvajanje bioloski

aktivnih tvari iz svih vrsta biljaka.

Cesto koristena konvencionalna otapala za ekstrakciju su metanol, etanol, propanol, aceton, etil

acetat, dimetilformamid i njihove kombinacije, sa raznim udjelima vode.

Uz odabir odgovarajuceg otapala, veoma je vazno i vrijeme provedbe procesa. Ekstrakcija moze
trajati od 1 minute do 24 sata pri ¢emu treba uzeti u obzir da tijekom duzeg perioda, visokih
temperatura te u luznatim sustavima dolazi do oksidacije odnosno degradacije fenolnih spojeva.
[18,37]
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Danas se sve viSe istrazuju metode ekstrakcije koje odgovaraju nacelima zelene kemije, a
uklju¢uju nisku potrosnju otapala, kratko vrijeme ekstrakcije i visoko iskoriStenje. Najveca
pozornost pridaje se ekstrakcijama uz pomo¢ otapala koja nemaju Stetan utjecaj na okoli§ i

ljudsko zdravlje. [37]

2.3.3. POBOLJSANJE PROCESA EKSTRAKCIJE

Na proces ekstrakcije kruto-kapljevito i njenu brzinu, veliki utjecaj imaju: veli¢ina Cestica,
temperatura, na¢in provedbe procesa, odabir sekundarnog otapala i njegova fizikalna svojstva te

nacin mijesanja.

Ekstrakcija pri viSoj temperaturi u vecini sluCajeva ubrzava proces jer se brzina otapanja krute
tvari povecava, smanjuje se viskoznost i gustoca otapala $to kona¢no pozitivno utjece i na brzinu
prijenosa tvari. U pojedinim sluc¢ajevima, aktivne komponente porastom temperature degradiraju
te je bitno prije izvodenja ekstrakcije odrediti fizikalno-kemijske karakteristike sustava i aktivne

komponente koju se zeli ekstrahirati.

Veli¢ina Cestica, kao 1 njihova specifi¢na povrSina pora, imaju veliki utjecaj na prijenos tvari i
brzinu procesa ekstrakcije. Manje Cestice s vecom specificnom povrSinom pora imaju vecu
kontaktnu povrSinu izmedu kapljevine 1 krutine te je put koji otopljena tvar prijede izlazeci iz

krutine znatno kraci, $to pozitivno utjece na prijenos tvari. [27]

Koli¢ina izluzene tvari kao i efikasnost procesa ekstrakcije, ovisi 0 stupnju razgradnje biljnih
stanica, pa postoje razne metode za postizanje odgovarajuceg stupnja razgradnje kao $to su

mehanic¢ka kompresija, usitnjavanje te toplinska i kemijska obrada. [38]

MijeSanje Cvrstih Cestica u kapljevinama se naziva suspendiranje, a provodi se u svrhu
sprjeavanja sedimentacije ¢vrste tvari i osiguravanja pogodnih uvjeta za prijenos tvari i topline
te kemijsku reakciju. [39] U danasnje vrijeme, osim upotrebe mehanickog mijesanja, ekstrakcija

se provodi ultrazvukom ili kombinacijom ultrazvu¢nog i mikrovalnog zracenja.
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Ultrazvuk visoke snage, zbog kavitacijskog djelovanja na stani¢ne stijenke, omogucuje bolje
prodiranje otapala u materijal te tako povecava prijenos tvari. Ekstrakcija biokomponenti
ultrazvukom omogucuje visoku reproducibilnost u kraéem vremenu, jednostavnije rukovanje,

nize temperature te koriStenje malih koli¢ina otapala. [40]

2.4. EUTEKTICKA OTAPALA

U danasnje vrijeme istrazuju se ekoloski prihvatljiva otapala kao zamjena za konvencionalna
otapala u proizvodnim procesima, kako bi se zadovoljili kriteriji zelene kemije. Nakon ionskih
kapljevina, koja su svojim dobrim svojstima konkurirala konvencionalnim otapalima, otkrivena
je nova vrsta otapala, niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents —
DESS), koja se jo§ Cesto nazivaju i zelenim otapalima. Ova otapala sve se viSe primjenjuju u
industrijskoj proizvodnji kemikalija i organskoj sintezi, katalizi i elektrokemiji, pripremi uzoraka
za analiticku kemiju, izolaciju i frakcioniranje, za uklanjanje zagadivaca iz ekstrakcijskih
procesa, za pripremu biogoriva te za odvajanje azeotropnih smjesa. Primjena cutekti¢kih otapala
ograni¢ena je svojstvima pripremljenog otapala, odnosno sastavom niskotemperaturne eutekticke

smjese. [41]

Niskotemperaturna eutekticka otapala defnirana su kao smjesa dviju ili viSe komponenata u
krutom ili tekuéem stanju, koja u odredenom omjeru imaju nize taliSte nego pojedinacne

komponente smjese. [42]

Ova otapala sintetizirana su od organskih kiselina, aminokiselina, saharida, alkohola, aldehida,
poliola i amonijevih soli povezanih vodikovim vezama. [41] Delokalizacija naboja koja nastaje
stvaranjem vodikove veze, uzrokuje smanjenje tocke taliSta mjeSavine u odnosu na taliSta

pojedinih komponenti. [43]
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Slika 8. Fazni dijagram eutekti¢kog sustava

Eutekticka otapala mjesavina su Lewisovih ili Brgnstedovih kiselina i baza te sadrze raznovrsne
anionske i kationske dijelove. Zahvaljujuc¢i nesimetri¢nosti iona imaju nisku energiju reSetke te
samim time i niska taliSta. NajceS¢e se dobivaju kompleksiranjem kvaterne amonijeve soli s

metalnom soli ili donorom vodikove veze (eng. Hydrogen Bond Donor - HBD).

Vecina eutektickih otapala bazira se na kvaternom amonijevom kationu (kolin, kolin kation, (2-

hidroksietil)-trimetilamonijev kation) zbog njegove netoksi¢nosti i relativno niske cijene. [43]

|
N+ -
//\/\OH X

Slika 9. Struktura kvaternog amonijevog kationa [44]

Opcenita formula eutektickih otapala je:

Cat” predstavlja amonij, fosfonij ili sulfonij kation
. X je Lewisova baza, opCenito halidni anion

Cat' XzY ) ) o o
Y je Lewisova ili Brgnstedova kiselina

z se odnosi na broj Y molekula koje su u interakciji sa anionom
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Eutekticka otapala sastoje se od kationa, aniona i kompleksirajuéeg agensa, a prema tome se

mogu podijeliti u tri grupe:
1. metalna sol + organska sol (npr. ZnCI2 + kolin klorid)
2. hidrat metalne soli + organska sol (npr. COCI2-6H20 + kolin klorid)

3. donor vodikove veze + organska sol (npr. urea + kolin klorid) [45]

2.4.1. PRIRODNA EUTEKTICKA OTAPALA

Posljednjih godina najvise se radi na razvijanju niskotemperaturnih prirodnih eutekti¢kih otapala
(Natural Deep Eutectic Solvents — NADES). Ova grupa eutekti¢kih otapala sastoji se od
prirodnih komponenata kao $to su organske kiseline, amino kiseline i Seceri (npr. glukoza,
fruktoza), a nastaju stvaranjem kompleksa izmedu donora vodikove veze (eng. Hydrogen bond
donor - HBD) i akceptora vodikove veze (eng. Hydrogen Bond acceptor - HBA). [45] Znacajan
utjecaj na formiranje i stabilnost NADES-a ima broj donora ili akceptora vodikovih veza, polozaj

tih veza te prostorna struktura tih skupina.

Obzirom na brojnost mogucih struktura i mogucnost dizajniranja fizikalno-kemijskih svojstava
nazivaju se i "dizajnerska otapala". Zahvaljuju¢i tome, imaju Sirok raspon primjene, odnosno
nude moguénost dizajna novog otapala sa to¢no odredenim svojstvima potrebnima za zeljeni
proces. [46] Ekstrakti dobiveni uz ovakva otapala u vecini slu¢ajeva mogu biti upotrebljeni u

prehrambenoj industriji za konzumaciju, bez potrebe za proc¢is¢avanjem. [47]
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Slika 10. Kemijska struktura razli¢itih komponenti koje se mogu upotrijebiti za sintezu NADES
[46]

2.4.2. SVOJSTVA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala je jednostavna i ekonomi¢na. Kod sinteze ovih
otapala ne dolazi do kemijske reakcije nego se komponente povezuju vodikovim vezama i tvore
eutekticko otapalo, pri ¢emu ne nastaje otpad. Cesto su biorazgradiva §to znadi da njihovo
ispustanje u okoli$ nema Stetnih posljedica. Imaju veliku toplinsku, kemijsku i elektrokemijsku

stabilnost i nisu hlapljiva pri atmosferskim uvjetima. [45]

Posebnost ovih otapala je moguénost kombinacije razli¢itih komponenti, odnosno njihovog
molarnog odnosa, ¢ime se moze proizvesti novo otapalo sa to¢no odredenim fizikalno-kemijskim

svojstvima.

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala u potpunosti zadovoljavaju nacela zelene kemije i
imaju brojne prednosti kao biorazgradivost, sigurnost prilikom koriStenja, moguénost ponovne
upotrebe, Siroka dostupnost i niska cijena komponenti, niski troskovi sinteze, jednostavna

priprema, minimalna toksic¢nost i stabilnost.
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Imaju i vrlo dobra fizikalno-kemijska svojstva kao §to su: prilagodljiva viskoznost, §iroki raspon
polarnosti, visoka mo¢ otapanja razli¢itih spojeva te postojanost u teku¢em agregatnom stanju,
cak 1 pri temperaturama daleko nizim od 0°C. Dobra mo¢ otapanja proizlazi iz sposobnosti ovog

otapala da primi ili donira elektron ili proton za formiranje vodikove veze. [46]

Fizikalno-kemijska svojstva prirodnih eutektickih otapala kao §to su vodljivost, viskoznost,
gustoca 1 polaritet ovise o kemijskoj prirodi komponenata. Imaju moguénost otapanja
makromolekula $to ih ¢ini odliénim otapalima u procesima ekstrakcije visoko vrijednih
sekundarnih metabolita iz biljnih materijala (npr. fenolnih spojeva) za upotrebu u prehrambenoj

ili farmaceutskoj industriji. [46]

2.5. NANOSUSPENZIJE

Nanocestice su Cvrste Cestice, veli¢ine izmedu 1 do 100 nm, ¢ija Su svojstva izmedu mikro
materijala i atoma ili molekula i temeljni su sastojak u proizvodnji nanostrukture ¢ije se vladanje

opisuje kvantno-mehanickom teorijom, umjesto klasi¢nim Newtonovim zakonima gibanja. [48]

Nanosuspenzije su suspenzije nanocestica u fluidu, s barem jednom kriticnom dimenzijom
manjom od 100 nm. [49] Za pripremu nanosuspenzija najée$¢e se Koriste nanocestice metala
(Al,Cu,Fe,Au,Ag), metalnih oksida (Al,03, CuO, Fe30y4, TiO,) ili ugljikove nanocjeveice raznih
izvedbi. [50] Pravilno iskoriStenje potencijala nanosuspenzije ovisi o pripremi i stabilnosti

nanosuspenzije. [51]
Postoje dvije osnovne metode pripreme nanosuspenzija:

1. U jednom koraku — istovremena sinteza nanocestica i priprema nanosuspenzije, pri éemu
se nanocestice sintetiziraju direktno u fluid s kojim ¢ine suspenziju
2. U dva koraka — prvi korak je priprema nanocestica u obliku praha, a drugi korak je njihovo

rasprsenje u fluid (rasprsivanje ultrazvukom) [51]
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Reaktant 1 Ultrazvuéno djclw:na
Slika 11. Priprema nanosuspenzije u jednom Slika 12. Priprema nanosuspenzije u dva koraka

koraku

Veliki izazov kod pripreme nanosuspenzija je njena stabilnost tijekom duzeg vremenskog
perioda. Naime, nanoCestice imaju sklonost stvaranja agregata zbog snaznih van der Waalsovih
medudjelovanja. [49] Neke od metoda procjene stabilnosti nanosuspenzija su: sedimentacijska
metoda, centrifugalna metoda, UV Vis spektrofotometrija, elektronska mikroskopija i metoda
rasprSenja svjetlosti te analiza zeta potencijala. Zeta potencijal pokazuje stupanj odbijanja
izmedu susjednih Cestica u suspenziji te su tako suspenzije sa visokim zeta potencijalom

elektricki stabilizirane, a suspenzije sa niskim zeta potencijalom imaju sklonost koagulaciji. [51]

I

i

Slika 13. Fotografije primjera nestabilne (lijevo) i stabilne (desno) nanosuspenzije
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Kako bi se poboljsala stabilnost nanosuspenzija, dodaju im se povrSinski aktivne tvari, povrSina

nanocestica se modificira i primjenjuju se ultrazvucni valovi za rasprSivanje nanocestica u fluidu.

[51]

Do sad provedena istrazivanja ukazuju na znacajan doprinos nanosuspenzija povisenju
koeficijenta prijenosa topline kao i na povecanje ukupne djelotvornosti procesa. Na poboljsanje
toplinske vodljivosti utje¢u: volumni udio, oblik nanocestica rasprsenih u suspenziji te fizikalna
svojstva baznog fluida. Neki od mehanizama kojima se objasnjava dobiveno poboljSanje su:
djelovanje nanocestica na medufaznoj povrSini, stupanj agregacije te Brownovo gibanje

nanocestica koje uzrokuje konvekciju tvari na mikro razini $to pospjesuje procese prijenosa. [49]

Na podrucju prijenosa tvari primjenom nanosuspenzija, dosadasnja istrazivanja pokazala su da
do poboljsanja dolazi u sustavima: plin — plin, plin — kapljevina te kapljevina — kapljevina.
Uoceno je da se pri ve¢em stupnju slobode kretanja atoma i molekula postize vece poboljSanje (u

plinovitim sustavima i do 600%). [52]

Opcenito, prijenos tvari trebao bi se smanjiti dodatkom nanocestica posto krutina ima manju
difuzivnost od kapljevine, ali kroz nedavne eksperimente, modeliranje i teorijski rad naglaSava se
da se prijenos tvari moze poboljSati nanoCesticama zahvaljujuc¢i induciranim hidrodinamickim

uc¢incima Brownovog gibanja. [49]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. SVGRHA RADA

e Istraziti mogucénost primjene prirodnih eutektickih otapala (NADES) za proces
ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista masline

e Ispitati karakteristike i svojstva sustava

e Optimizirati proces ekstrakcije

e Istraziti mogucnost poboljSanja procesa prijenosa tvari u ekstrakciji kruto-kapljevito

pomoc¢u nanocestica, odnosno primjenom nanosuspenzije (NS)

3.2. LIST MASLINE

3.2.1. PRIPREMA LISCA MASLINE ZA EKSPERIMENT

Lis¢e masline koriSteno u ovom radu potjece iz Istre, to¢nije iz prehrambene tvrtke Agrolaguna
d.d. smjestene u Porecu. Dopremljeno lis¢e suSeno je na sobnoj temperaturi tijekom Sest mjeseci.
Susenjem je uklonjena voda iz listova, a potom je uzorak usitnjen elektricnim mlinom u vremenu
1-2 minute te prosijan na uredaju za protresivanje sita (AS 200), kroz sita promjera ocica 180,
355 i 710 pm. Specifiéna povrSina pora odredena je snimanjem adsorpcijsko-desorpcijskih
izotermi dusSika pomocu uredaja ASAP 2000 (Micromeritics, SAD). Primjenom ovog uredaja
odredena je specificna povrSina, srednja veli¢ina pora i raspodjela veli¢ina pora za pojedinu
frakciju lis¢a (Tablica 1.).

Tablica 1. Karakterizacija li§¢a masline

Uzorak Specifi¢na povrSina pora Srednja veli¢ina pora, Raspodjela veli¢ina
(BET), m*/g nm pora, nm
Frakcija 710 um 4,2084 3,9061 <200
Frakcija 355 um 3,1355 4,6098 <200
Frakcija 180 um 3,0791 5,7952 <200
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Slika 14. Osueno liS¢e masline gy s 15, Usitnjeno li§¢e masline Slika 16. Fotografija uredaja za

protresivanje sita AS 200
(Retsch GmbH, Haan, SR Njemacka).

3.2.2. RASPODJELA VELICINA CESTICA LISTA MASLINE

Raspodjela veli¢ina Cestica liS¢a odredena je metodom laserske difrakcije primjenom uredaja
SALD-3101 (Shimadzu, Japan) ¢ije je mjerno podruéje 0,4 do 3000 um. Mjerenje je provedeno
tri puta te je raspodjela veli¢ina Cestica prikazana grafic¢ki kao diferencijalna funkcija raspodjele,

odnosno kao kvantitativni udio ¢estica u promatranom veli¢inskom razredu (Slika 29.).

Slika 17. Uredaj laserske difrakcije SALD-3101 (Shimadzu, Japan)
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3.2.3. STRUKTURA LISCA

Struktura razli¢itih frakcija lis¢a istrazena je pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM)
pomocu uredaja Tescan Vega 3 SEM. Prije analize uzorka bilo je potrebno izvrsiti njegovu
pripremu. Uzorak se nanosi na vodljivu vrpcu te se fiksira na metalni nosa¢, koji se potom stavlja
u komoru naparivaca (sputter coater) Quorum SC7620 u atmosferu inertnog plina (Ar). Radna
komora mora biti pod tlakom < 10 mbar, koji se ostvaruje ukljugivanjem rotacijske pumpe.
Katoda, omota¢ komore, gradena je od platine 1 rodija te sluzi za oblaganje uzorka ovim
metalima. Kada se elektrode prikljuc¢e na visoki napon (800 — 1200 V), elektri¢no polje ionizira
argon te njegovi ioni udaraju u katodu 1 izbijaju atome platine i rodija koji oblazu uzorak te time
uzorak postaje vodljiv i spreman za analizu elektronskim mikroskopom. Navedeni uredaj
namijenjen je uvidu u strukturu povrSine sve do nanometarske razine i s mogu¢noscu povecanja

do milijun puta.

Slika 18. Uredaj pretrazne elektronske mikroskopije, Tescan Vega 3 SEM

3.3. PRIRODNA EUTEKTICKA OTAPALA

3.3.1. ODABIR PRIRODNOG EUTEKTICKOG OTAPALA

Za ekstrakciju fenolnih spojeva iz lis¢a masline ispitana su tri sintetizirana prirodna eutekticka
otapala: ChCl-Ma (kolin-klorid — mali¢na kiselina), Ma-Glu-Gly (mali¢na kiselina-glukoza-
glicerol) i Ma-Fru-Gly (mali¢na kiselina-fruktoza-glicerol).
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Ispitivanjem utjecaja reagensa, koriStenog za analizu ukupne koncentracije fenolnih spojeva
(Folin-Ciocalteu reagens), na navedena prirodna eutekticka otapala, ustanovljeno je da reagens u
kontaktu sa ChCIl-Ma stvara bijeli talog, odnosno da to otapalo nije pogodno za odredivanje
koncentracije fenola s ovim reagensom. Sa preostala dva ispitana NADESa reagens nije stvarao

talog kao $to je vidljivo na slici 19.

Slika 19. Fotografija taloga nastalog reakcijom Folin-Ciocalteu reagensa i ChCl-Ma

Odabrano otapalo za ovaj rad je Ma-Fru-Gly obzirom da je u prethodnom istrazivanju dao bolje

rezultate od Ma-Glu-Gly za izluzivanje fenolnih spojeva iz komine masline.

3.3.2. SINTEZA 1 KARAKTERIZACIJA PRIRODNOG EUTEKTICKOG OTAPALA

Koristeno prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo u ovom radu je Ma-Fru-Gly (maltoza-

fruktoza-glicerol), a za njegovu sintezu koriStene su kemikalije navedene u tablici:

Tablica 2. Kemikalije koriStene za sintezu prirodnog eutekti¢kog otapala Ma-Fru-Gly

Kemikalija M, gmol™ | p,gcm™ | T, °C | T, °C | Cisto¢a, % Proizvoda¢
Jabuc¢na (mali¢na) kiselina 194,09 1,609 - 130,0 99,0 Acros Organics
D - fruktoza 180,16 1,690 - 103,0 99,0 Lachner
Glicerol 92,10 1,260 290,0 - 99,0 BDH Prolabo

Prirodno eutekticko otapalo sintetizirano je od tri komponente kao $to je navedeno u tablici 2.
Prije same sinteze komponente su susene u vakuum susioniku (Savant SPD131DDA Speed Vac
Concentrator, Thermo scientific, USA) pri temperaturi od 60°C tijekom 8 sati. Potom su
komponente u odredenom molarnom udjelu Ma:Fru:Gly=1:1:1 i 30 mas% vode dodane u
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tikvicu s okruglim dnom. Sinteza se provodila pri temperaturi od 60°C u rotacijskom vakuum

isparivacu (IKA RV 10, Basic, Njemacka) u trajanju od 2 sata, odnosno do pojave bistre i

homogene kapljevine.

Prirodno eutekticko otapalo sintetizirano je sa odredenim postotkom vode kako bi se smanjila

viskoznost otapala, a time ujedno poboljSalo mijeSanje kod primjene u procesu ekstrakcije.

Sintetiziranom otapalu eksperimentalno su odredena glavna fizikalno-kemijska svojstva:

gustoca, viskoznost, indeks loma, pH vrijednost 1 elektricna vodljivost pri sobnoj temperaturi

koristenjem odgovarajucih

uredaja (Tablica 3. i tablica 5.).

Tablica 3. Popis uredaja koriStenih za odredivanje fizikalnih svojstava prirodnog eutekti¢kog

otapala
Fizikalno svojstvo Uredaj Tocnost
uredaja
Gustoéa Areometar +0,001 g cm™

Viskoznost Brookfieldovom reometru DV — 111 ULTRA +1,0%.
Indeks loma Optech Abbe Model RMI +0,0001

pH vrijednost WTW InoLab pH/Cond 740 elektroda SenTix 81; +0,004 pH

Elektri¢na vodljivost | WTW InoLab pH/Cond 740 elektroda: WTW Tetracon 325 +0,0002 V

3.4. PRIPREMA NANOSUSPENZIJE

3.4.1. KARAKTERIZACIJA NANOCESTICA

Za pripremu nanosuspenzija koriStene su nanocestice aluminijevog oksida, Al;Os, proizvodaca

Evonik industries. Karakterizacija koriStenih nanocestica dana je u tablici 4.

Tablica 4. Karakterizacija nanoCestica

Nanocestice

Komercijalni naziv | Specifi¢na povrsina (BET), m*/g

Al,O5

AROXID Alu C 100 + 15
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3.4.2. PRIPREMA I ODREDIVAN]JE STABILNOSTI NANOSUSPENZIJE

Nanosuspenzija je pripremljena rasprsivanjem Al;O3; nanocestica u volumnom udjelu 0,3 % u
prirodnom eutektiCkom otapalu Ma-Fru-Gly. Za rasprSivanje nanocCestica koriStena je
ultrazvucna sonda (Bandelin sonoplus HD 3200), snage 200 W i moguc¢nosti promjene amplitude
u rasponu od 10 do 40 %. U uzorak je uronjena ultrazvuéna sonda tipa TT 13.

Rasprsivanje se provodilo 10 minuta, ultrazvuénim valovima amplitude 20 %, a tijekom
postupka se uzorak hladio tako da temperatura nanosuspenzije nije bila ve¢a od 60 °C. Nakon
raspr§ivanja, pripremljena nanosuspenzija stavljena je U epruvetu ucvrs¢enu u uspravnhom
polozaju. Tijekom mjesec dana, vizualnom provjerom pracena je stabilnost pripremljene

nanosuspenzije te se pokazala stabilna, posto nije doslo do sedimentacije nanocestica.

Raspodjela veliCina cestica pripremljene nanosuspenzije snimljena je na Institutu Ruder
Boskovi¢ na uredaju Zetasizer Nano ZSP, Malvern. Analiza je provedena kako bi se ispitala

stabilnost pripremljene nanosuspenzije.

Pripremljenoj nanosuspenziji eksperimentalno su odredena glavna fizikalno-kemijska svojstva

pri sobnoj temperaturi (Tablica 6.).

Slika 20. Ultrazvuéna sonda Bandelin sonoplus Slika 21. Zetasizer Nano ZSP, Malvern
HD 3200
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3.5. PROVEDBA EKSTRAKCIJE

IzIuzivanje fenolnih spojeva iz lis§¢a masline provodeno je sarznom ekstrakcijom sa prirodnim
niskotemperaturnim eutektickim otapalom i1 njemu odgovarajuéom nanosuspenzijom te sa
konvencionalnim otapalom, etanolom. Uzorak od 1 g usitnjenog liS¢a mijeSao se sa 20 mL
otapala (NADES, NS, etanol). Provedena je i Soxhlet ekstrakcija sa etanolom, kako bi usporedili
ucinkovitost ekstrakcije sa NADESom.

U cilju poboljsanja provedbe procesa ekstrakcije, ispitani su utjecaji na¢ina mijes$anja, povisenja

temperature, razli¢itih frakcija suhe tvari te primjena razli¢itih otapala.

Slika 22. Fotografija provedbe SarZne Slika 23. Aparatura za Soxhlet ekstrakciju
ekstrakcije na magnetskom mijesalu

3.5.1. NACINI PROVEDBE EKSTRAKCIJE

Razli¢itim nadinima provedbe procesa ekstrakcije, ispitan je njthov utjecaj na ekstrakciju
fenolnih spojeva iz lis¢a masline. Obzirom na dobivene rezultate prethodnog istrazivanja sa
kominom masline, ekstrakcija je provedena primjenom magnetskog mjesala i ultrazvuéne sonde

posto su se pokazali naju¢inkovitijima.
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Slika 24. Magnetsko mije$alo, Tehtnica Rotamix
609 MM

Ve¢ spomenuta ultrazvu¢na sonda za rasprsivanje nanocestica u otapalu (Slika 20.), koriStena je i
za provedbu ekstrakcije sa NADES i NS, takoder pri amplitudi 20%. Za vrijeme ekstrakcije,

uzorak se hladio tako da temperatura uzorka nije bila vec¢a od 60 °C.

Na slici 24., prikazano je koriSteno magnetsko mijesalo, snage 15 W, koje je za provedene
ekstrakcije sa NADES i NS radilo pri intenzitetu 650 okretaja/min.

Za Soxhlet ekstrakciju koriStena je aparatura prikazana na slici 23., a provedena je sa

konvencionalnim otapalom (etanol) u trajanju od 12 sati.

3.5.2. UTJECA] VREMENA MIJESANJA I TEMPERATURE NA PROCES EKSTRAKCIJE

Kako bi se odredilo vrijeme postizanja stacionarnin uvjeta, provedeni su preliminarni
eksperimenti za dva nadina mijeSanja: magnetsko mijesalo i ultrazvuénu sondu. Tijekom
provedbe ekstrakcije, nakon odredenih vremenskih perioda, uzorkovanjem te analizom, dobivene
su ukupne koncentracije fenolnih spojeva u odredenom vremenu trajanja ekstrakcije. Na temelju
dobivenih rezultata, odredeno je optimalno vrijeme odvijanja procesa ekstrakcije sa magnetskim
mijeSalom te ekstrakcijom sa ultrazvuénom sondom. Optimizacija je provedena i za ekstrakciju

sa eutektickim otapalom i za ekstrakciju sa nanosuspenzijom.
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Takoder, ispitan je i utjecaj povisenja temperature na ucinkovitost ekstrakcije. Za ekstrakcije
provedene pri temperaturama 25 °C te 60 °C, odredene su ukupne koncentracije fenolnih spojeva

nakon provedenih ekstrakcija.

3.5.3. EKSTRAKCJA SA NANOSUSPENZIJOM

Kao jedan od potencijalno u¢inkovitih na¢ina poboljSanja procesa ekstrakcije, ispitan je utjecaj i
primjena nanocestica rasprSenih u navedenom eutektickom oapalu, odnosno primjena
odgovaraju¢ih nanosuspenzija. Za sva optimalna ispitivanja sa eutektickim otapalima, provedena
je ekstrakcija sa odgovaraju¢im nanosuspenzijama. Nakon provedene ekstrakcije, a prije analize,
uzorak je bilo potrebno centrifugirati i zatim filtrirati kako bi se dobio uzorak spreman za daljnju

analizu 1 kako bi se uklonila potencijalna prisutnost nanocestica.

Za centrifugiranje uzorka koristen je uredaj Centric 322A, pri snazi od 550 W s brojem okretaja
4000 okretaja/min. Centrifugiranje se odvijalo 5min. Nakon toga, uzorak je filtriran pomocu
filtera za Spricu ChromafilXtra PET-45/25 (0,45 pum; 25mm).

Slika 26. Filter za Spricu ChromafilXtra PET-45/25
Slika 25. Uredaj za centrifugu, Centric 322A
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3.6. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA

3.6.1. FOLIN-CIOCALTEU METODA

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provedeno je spektrofotometrijski, standardnom Folin
— Ciocalteau (FC) metodom na UV Vis spektrofotometru, proizvodaca Shimadzu (Slika 28.).
Nakon provedene ekstrakcije, mjerenjem apsorbancije uzoraka pri maksimalnoj valnoj duljini od
756 nm (maksimum apsorpcije), kvantitativno je odredena koncentracija ukupnih fenola,
izrazena preko ekvivalentne koncentracije galne kiseline.
U odmijerne tikvice od 10 mL, pipetirano je 400 uL Folin-Ciocalteu reagensa i 60 pL filtriranog
uzorka te su tikvice ostavljene tijekom 8 min stajati na tamnom mjestu. Nakon 8 min, u tikvice je
dodano 4 mL (7 mas. %) otopine natrijeva karbonata, a zatim je otopina razrijedena dodatkom
destilirane vode do oznake. Pripremljene otopine postepeno poprimaju karakteristicno plavo
obojenje. Tikvice sa pripremljenim otopinama omotane su aluminijskom folijom i termostatirane
su sat vremena na temperaturi od 40°C.
Nakon termostatiranja, na spektrofotometru je mjeren intenzitet apsorbancije direktno
proporcionalan koli¢ini ukupnih fenola u uzorku. Koncentracija ukupnih fenola u otopinama,
izrazena preko ekvivalentne koncentracije galne kiseline, odredena je iz bazdarnog dijagrama
(Slika 27).
1,2 -
Abs = 0,1242 y5
1- R2=0,9944

0,8

206

0,4

0,2

Slika 28. UV Vis
‘ ‘ spektrofotometar, Shimadzu UV-
0 2 4 6 8 10 128
Yok, Mg dm-3

Slika 27. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije
ukupnih fenola
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3.7. ODREDIVANJE KOEFICIJENTA PRIJENOSA TVARI

Za odredivanje koeficijenta prijenosa tvari, bilo je prvo potrebno utvrditi ravnoteznu
koncentraciju fenolnih spojeva u lis¢u masline. Uzorak osuSenog liS¢a, mase 1 g, pomijesan je sa
odredenom koli¢inom prirodnog eutektiC¢kog otapala i nanosuspenzije. Dodana koli¢ina otapala
bila je dovoljna da osigura potpuno vlazenje uzorka. Uzorci su promijesani i ostavljeni u stanju
potpunog mirovanja 10 dana pri sobnoj temperaturi, ¢ime Su Ssimulirani uvjeti prisutni u
granicnom sloju. Folin-Ciocalteu metodom provedena je analiza uzoraka. Dobivene

koncentracije fenolnih spojeva smatraju se ravnoteznim koncentracijama.

Prema formuli (jednadzba 1), uz pomo¢ dobivenih rezultata, izracunati su koeficijenti prijenosa

tvari za provedene eksperimente.

am *
T =KxAx(c"—c(b) (1)
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4. REZULTATI

4.1. KARAKTERIZACIJA SUSTAVA

4.1.1. LISCE MASLINE

Gs(d), %
O P N W M U1 O N O ©

0 500 1000 1500 2000 2500
d, um

Slika 29. Raspodjela veli¢ina Cestica li§¢a masline

Slika 30. Fotografija razli¢itih frakcija li§¢a: a) <180 um, b) <355 pm, ¢) <710 um
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Slika 31. Raspodjela veli¢ina pora pojedinih frakcija li§¢a masline

SEM HV: 20.0 KV WD: 15.60 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 15.60 mm |
SEM MAG: 6.67 kx Det: SE 10 ym
Date(m/dly): 03/07/18 Date(midly): 03/07/18

SEM MAG: 1.33 kx Det: SE 50 pm
Date(m/dly): 03/07/18 Date(m/dly): 03/07/18

VEGA3 TESCAN
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b)

K WD: 15.57 mm
SEM MAG: Det: SE
Date(m/dly): 03/07/18 Date(midly): 03/07/18

SEM HV: 20.0 KV WD: 16.86 mm
SEM MAG: 1.33 kx Det: SE
Date(m/dly): 03/07/18 Date{m/dly): 03/07/18

2 S
VEGA3 TESCAN|

SEMHV:200kV  WD: 16.61 mm

SEM MAG: 6.66 kx Det: SE
Date(m/dly): 03/07/18 Date(m/dly): 03/07/18

SEM HV: 20.0 kV wD: 1693 mm |
SEM MAG: 6.66 kx Det: SE 10 ym
Date(m/dly): 03/07/18 Date(midiy): 03/07/18

VEGA3 TESCAN|

VEGA3 TESCAN|

Slika 32. Mikrografije li§¢a frakcija a) <180 um, b) <355 um, ¢) <710 um

4.1.2. SELEKTIVNO OTAPALO

Tablica 5. Svojstva keristenih otapala pri 25°C

K, uS cm™
366
1,2

p, gem’®
1,295
0,789

Otapalo | mas% vode
Ma-Fru-Gly 30

Etanol 0

n, mPas Np
0,0361 | 1,4426
0,0017 | 1,3625

pH
0,92
6,05

35




4.1.3. NANOSUSPENZIJA

Tablica 6. Svojstva nanosuspenzije

Nanosuspenzija | mas% vode | p, g«cm® | 4, mPas | pH | x, pS-cm*

Ma-Fru-Gly + Al,O3 30 1,299 0,0424 | 0,965 322

20 //\\
o\oh 15

S

= 10 / \

5 j \

10 100 1000
d, nm

Slika 33. Raspodjela veli¢ina estica pripremljene nanosuspenzije (Ma-Fru-Gly + Al,O3)



4.2. OPTIMIZACIJA PROCESA EKSTRAKCIJE

35
30
—
"=
%2}
o) *
2 25 ¢
= PN # NADES
>
X ¢ NS
20
15
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
t,h

Slika 34. Odredivanje optimalnog vremena ekstrakcije za magnetsko mijesalo
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Slika 35. Odredivanje optimalnog vremena ekstrakcije za ultrazvu¢nu sondu
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Slika 36. Usporedba ekstrakcije za NADES i NS magnetskim mijeSalom pri razli¢itim
temperaturama

35

30 A

25 -

20 -
 NADES

15 - KNS

Xug, Mg-g g7t

10 ~

355

Frakcija, pm

Slika 37. Usporedba ekstrakcije sa NADES i NS za razli¢ite frakcije li§¢a masline




4.3. NACINI PROVEDBE EKSTRAKCIJE
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Slika 38. Usporedba utjecaja razli¢itih nacina provedbe ekstrakcije
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4.4. USPOREDBA UCINKOVITOSTI OTAPALA
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Slika 39. Usporedba udinkovitosti otapala za ekstrakciju magnetskim mijeSalom u trajanju 2h
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4.5. KOEFICIJENT PRIJENOSA TVARI
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Slika 40. Koeficijent prijenosa tvari za razli¢ite frakcije li§¢a
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5. RASPRAVA

Zbog visokog sadrzaja vrijednih antioksidansa, fenolnih spojeva, lis¢e masline tema je
brojnih znanstvenih istrazivanja. Zahvaljujuci sposobnosti vezanja slobodnih radikala, fenolni

spojevi imaju niz pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje.

Za izdvajanje fenolnih spojeva iz lis¢a masline, provedena je Sarzna ekstrakcija Cvrsto
kapljevito. Kao selektivno otapalo odabrano je prirodno eutekticko otapalo (NADES), Ma-Fru-
Gly (jabucna kiselina-fruktoza-glicerol) te nanosuspenzija (NS) pripremljena od navedenog
NADESa i Al,O3 nanocestica. Radi usporedbe ucinkovitosti NADESa i konvencionalnog
otapala, provedena je i ekstrakcija sa etanolom.

Primarni korak prije provedbe procesa ekstrakcije, bio je priprema i karakterizacija lis¢a.
Tijekom perioda od Sest mjeseci liS¢e je suSeno na sobnoj temperaturi, te potom usitnjeno
elektri¢nim mlinom. Usitnjavanje je provedeno kako bi se povecala kontaktna povrSina izmedu
lis¢a i otopine. Metodom laserske difrakcije odredena je raspodjela veli¢ina Cestica usitnjenog
lis¢a (Slika 29.) iz koje je vidljivo da se najveci udio Cestica kre¢e u rasponu izmedu 100 i 200
pm.

Prosijavanjem usitnjenog lis¢a kroz sita promjera ocica 180, 355 i 710 pm, dobivene su
tri frakcije razli¢itih veli¢ina Cestica. Nakon prosijavanja, frakcije su vidljivo razli¢ite bojom te
kod najsitnije frakcije nisu prisutna vlakna lista koja su zilava i tesko se usitnjavaju. Metodom
viseslojne adsorpcije plina (BET metoda) odredena je za svaku od frakcija: srednja veli€ina pora,
specifi¢na veli¢ina pora (BET) i raspodjela veli¢ina pora (Tablica 1. i slika 31.). Najveca frakcija
(710 pm) ima najvecu specifénu povrsinu pora (4,2084 mz/g) 1 najmanju srednju veli¢inu pora
(3,9061 nm), dok najsitnija frakcija (< 180 um) ima najmanju specifi¢énu povrSinu pora (3,0791
m?/g) i najveéu srednju veli¢inu pora (5,7952 nm). Raspodjela veli¢ina pora svih frakcija manja
je od 200 nm.

1z grafickog prikaza raspodjele veli¢ine pora (Slika 31.) pojedinih frakcija, vidljivo je da
sve tri frakcije imaju visoke udjele Cestica manjih od 3 nm i Gestica veé¢ih od 100 nm. Cestice

veli¢ina od 5 do 100 nm zastupljene su u manjem udjelu.
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Pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) istrazena je i struktura razli¢itih frakcija
lis¢a. 1z dobivenih mikroskopija (Slika 32.) vidljiva je razlika u veli¢ini pora najsitnije frakcije u
odnosu na ostale dvije. Buduci da se odredene veli¢ine pora ne razlikuju znatno za pojedinu
frakciju, a prirodni materijal se razlikuje ovisno o pojedinom dijelu uzorka, nije moguce povuéi
paralelu izmedu rezultata dobivenih na elektronskom mikroskopu i uredaju Micrometrics ASAP
2000.

Osim karakterizacije lis¢a, provedena je i karakterizacija odabranih otapala. Prirodna
eutekticka otapala pripremljena sa Se¢erima visoke su gustoce 1 viskoznosti te kao takva mogu
negativno utjecati na u€inkovitost ekstrakcije. Kako bi se omogucilo bolje mijeSanje 1 povecala
ucinkovitost procesa, otapalo (NADES) je pripremljeno sa 30 mas% vode. U tablici 5. prikazana
su odredena fizikalna svojstva NADESa i etanola. Usporedbom njihovih svojstava primjecuje se
vecéa viskoznost i gustoca NADESa. Nadalje, vrijednost pH pripremljenog otapala (NADES) je
vrlo niska (pH<1) u odnosu na etanol (pH=6.05), $to ukazuje na snazan utjecaj jakih vodikovih
veza izmedu HBD i HBA na kiselost NADESa uz prisustvo vode.

Nanosuspenzija je pripremljena rasprSivanjem Al,O3 nanocCestica u odabranom otapalu,
Ma-Fru-Gly pomoc¢u ultrazvuéne sonde. Za utvrdivanje stabilnosti pripremljene NS i provjeru
rasprienosti nanocCestica u suspenziji, odredena je raspodjela veli¢ina Cestica (Slika 33.) iz koje je
vidljivo da se veli¢ina cCestica krece oko 100 nm ¢ime smo potvrdili dobru rasprSenost
nanocCestica u NADESu te stabilnost pripremljene NS. Osim odredene raspodjele veli¢ine Cestica
u suspenziji, potvrda stabilnosti odredena je i vizualnom metodom ¢ime je potvrdena stabilnost
kroz duzi vremenski period (dulje od mjesec dana). U tablici 6. navedena su odredena fizikalna
svojstva NS pri sobnoj temperaturi. Usporedbom s fizikalnim svojstvima NADES-a moze se
uociti da se dodatkom nanocestica u malom postoku (0,3 vol%) znatnije mijenja samo dinamicka
viskoznost. O¢ito da dodatak nanocestica, bez obzira na izrazito nisku koncentraciju, doprinosi

povecanju koeficijenta unutarnjeg trenja Sto definira viskoznost kapljevine/suspenzije.

Nakon provedene Kkarakterizacije sustava, odredeni su optimalni uvjeti provodenja
ekstrakcije. Za odabrane nacine mijesanja (magnetsko mijesalo i ultrazvu¢na sonda) odredeno je
minimalno potrebno vrijeme mijesanja za dobivanje maksimalne koncentracije ukupnih fenola

(UF) te ispitan utjecaj temperature i veliine Cestica na uc¢inkovitost ekstrakcije.
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Provedbom ekstrakcije pomoc¢u magnetskog mijesala (Slika 34.), koncentracija ukupno
izluzenih fenola postepeno je rasla te je dosegla maksimum nakon 2 sata. Obzirom da nakon
drugog sata, provedenom analizom nije utvrdena promjena koncentracije UF, zakljucak je da je 2
sata vrijeme potrebno za postizanje stacionarnih uvjeta procesa ekstrakcije za magnetsko

mijesalo.

KoriStenjem ultrazvu¢ne sonde za ekstrakciju, koncentracija ekstrahiraninh fenola se
konstantno povecavala, a maksimalna koncentracija UF postignuta je nakon 20 min. Ultrazvu¢no
mijesanje je veoma intenzivan nacin mijesanja tijekom kojeg ultrazvucni valovi (zbog efekta
kavitacije) oStecuju stani¢ne stijenke $to omogucuje bolje prodiranje otapala u materijal. Time se
povecava prijenos tvari, ubrzava se ekstrakcija, a samim time raste i ucinkovitost procesa.
Medutim, djelovanjem ultrazvuka u gustom 1 viskoznom mediju, dolazi do znacajnog
zagrijavanja medija, te je suspenziju bilo potrebno hladiti tijekom provedbe ekstrakcije kako
temperatura ne bi prelazila 60°C. Povecanje temperature uzrokuje i stalnu promjenu

djelotvornosti procesa.

Kod ekstrakcija koje se odvijaju pri visim temperaturama dolazi do ubrzanja procesa
ckstrakcije zbog povecanja brzine otapanja ¢vrste komponente i brze difuzije komponente u
otapalo te se smanjuje gusto¢a i viskoznost kapljevine Sto doprinosi boljem mijeSanju i
poboljSanju uc¢inkovitosti ekstrakcije. Ekstrakcijom provedenom pri visoj temperaturi (60°C)
izdvojena je veca koncentracija ukupnih fenola nego kod ekstrakcija provedenih pri sobnoj
temperaturi (Slika 36.) te je time potvrdeno da se poviSenjem temperature povecava
djelotvornost ekstrakcije. Ipak, temperature ne smiju biti previsoke (ne vise od 100°C za

biomaterijale) kako ne bi doslo do degradacije bioaktivnih fenola.

Buduc¢i da je brzina prijenosa tvari proporcionalna povr$ini ¢vrste komponente, $to su
Cestice manje 1 Sto je njihova specifi€na veliCina pora veca, postize se veca ucinkovitost
ekstrakcije. Rezultati ekstrakcije sa razlicitim frakcijama li¢a masline prikazani su na slici 37.
Ocekivano, najvece koncentracije UF ostvarene su ekstracijom sa frakcijom <180 pm, a
najmanje sa frakcijom 710 pum. Ekstrakcijama sa NS kod svih frakcija ostvareno je poboljsanje,
osobito kod najsitnije frakcije. Dobiveni rezultati potvrduju da je kod manjih Cestica prijenos
tvari iz krutine u otopinu brzi zbog kraceg difuzijskog puta, Sto dovodi do povecanja

koncentracijskog gradijenta i viSe koncentracije izluzenih ukupnih fenola.
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Primjenom nanosuspenzije za ekstrakciju ostvarena su visestruka pobolj$anja u odnosu
na NADES za sve usporedno provedene eksperimente (Slike 34.-37.). Pri istim uvjetima
provedbe procesa (nacin mijesanja, vrijeme provedbe procesa, temperatura, razli¢ite frakcije)

koriStenjem nanosuspenzije dobivene su veée koncentracije UF.

Kako bi usporedili ucinkovitost ekstrakcije s NADES-om, provedena je Soxhlet
ekstrakcija sa etanolom. Ekstrakcija Soxhlet metodom traje do trenutka prestanka promjene boje
koriStenog otapala. Nakon prestanka obojenja otapala smatra se da je ekstrakcija zavrSena. Na
slici 38. prikazani su rezultati ekstrakcije ultrazvuénom sondom, magnetskim mijeSalom i
Soxhlet ekstrakcije. Kao najucinkovitija se pokazala Sarzna ekstrakcija ultrazvuénom sondom
kojom se za 20 min uspjela izdvojiti ve¢a koncentracija UF, nego Soxhlet ekstrakcijom nakon 12
h. Ovo je dokaz da se UZV ekstrakcijom dodatno djeluje na untarnju strukturu materijala Sto

rezultira pove¢anjem izdvojenih fenola.

Usporedba uéinkovitosti sekundarnih otapala (etanol, NADES, NS) prikazana je sa slici
39. Ekstrakcijom magnetskim mijeSalom tijekom 2 sata najveéa koncentracija UF izluZena je
koriStenjem nanosuspenzije. Etanolom je dobivena najmanja koncentracija fenola, Cime se

NADES pokazao naju¢inkovitijim za proces ekstrakcije fenolnih spojeva iz lis¢a masline.

Na slici 40. usporedeni su odredeni koeficijenti prijenosa tvari u NADES-u i
nanosuspenziji za razli¢ite frakcije lis¢a. Vidljivo je da se koeficijent prijenosa povecava u
nanosuspenzijama $to potvrduje teoriju poboljSanja prijenosa tvari. Naime iz odnosa koeficijenta
prijenosa tvari i difuzijskog koeficijenta (jednadzba 2) vidljivo je da se smanjenjem debljine

grani¢nog sloja povecava koeficijent prijenosa tvari.

D
K=—
5 2

Naime, Brownovo gibanje u nanosuspenziji naruSava strukturu grani¢nog sloja koji se formira uz

Cestice usitnjenog liS¢a, a koji predstavlja najveci otpor prijenosu tvari u otapalo.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu istrazivala se moguénost primjene niskotemperaturnog prirodnog
eutektickog otapala za proces ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista masline te moguénost
poboljsanja u¢inkovitosti ekstrakcije upotrebom nanocestica rasprSenih u navedenom otapalu,

0dnosno primjenom nanosuspenzije.
Na temelju rezultata dobivenih eksperimentima moze se zakljuciti:

e LiS¢e masline usitnjeno elektricnim mlinom 1 prosijano sitom promjera oCica 180 pm
dalo je najbolje rezultate.

e (dredivanjem optimalnog vremena trajanja procesa, ekstrakcija ultrazvu¢nom sondom
pokazala se kao najucinkovitija i najbrza metoda ekstrakcije.

e Provodenjem ekstrakcije na viSoj temperaturi (60°C) dobivena je najveca koncentracija
ukupnih fenolnih spojeva.

e Primjenom sintetiziranog prirodnog eutektickog otapala (Ma-Fru-Gly) ostvarena je visa
ucinkovitost procesa ekstrakcije fenolnih spojeva iz lis¢a masline od konvencionalnog
otapala (etanol).

e Primjenom stabilne nanosuspenzije, pripremljene od NADES i Al,O3; nanocestica,
postignuto je poboljSanje procesa ekstrakcije za sve provedene eksperimente Cime je
potvrden pozitivan ucinak nanocestica na prijenos tvari izmedu nanosuspenzije i lis¢a

masline.
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7. POPIS SIMBOLA

Simboli
A

C*

Np
pH

gs

Indeksi
GK
T

UF

specifidna povrsina Cestica, m*m™

ravnotezna koncentracija ukupnih fenolnih spojeva, mol'm™
eksperimentalno odredena koncentracija ukupnih fenolnih spojeva, mol-m™
promjer Cestica, nm

difuzijski koeficijent

elektri¢na vodljivost, S-cm™

koeficijent prijenosa tvari, m-s™

molarna masa, g-mol™

indeks loma, -

mjera kiselosti, -

diferencijalna funkcija raspodijele

temperatura, °C

vrijeme, s

maseni odnos, mg-g™, kg-kg™

galna kiselina
taliste
ukupni fenoli

vreliste
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Skracenice
Abs

BET

DES

FC

HBA

HBD

NADES

NS
ST

SEM

Grcka slova

o

absorbancija

Brunaver-Emmett-Teller metoda

niskotemperaturno eutekticko otapalo (eng. Deep Eutectic Solvent)
Folin - Ciocalteu

akceptor vodikove veze

donor vodikove veze

niskotemperaturno prirodno eutekti¢ko otapalo (eng. Natural Deep Eutectic
Solvent)

nanosuspenzija
suha tvar

pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scanning Electron Microscope)

debljina grani¢nog sloja
masena koncentracija, g-cm™
dinamicka viskoznost, mPas

gustoca, g-Cm'3
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