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pregledni rad

Sazetak

U danaSnje vrijeme, traZe se alternative klasi¢nim, toplinskim metodama procesiranja hrane. Jedna od novijih tehnika jest
tehnika minimalnog procesiranja hrane, pod kojom podrazumijevamo i tretiranje ultrazvukom. Ultrazvu¢na tehnologija moze
biti vrlo korisna kod minimalnog procesiranja hrane, jer je prijenos akustine energije kroz proizvod brz i cjelovit, §to
omogucava redukciju ukupnog vremena obrade, te nizu potro$nju energije. Djelovanjem industrije nastaje sve vise otpadnih
materijala, a u Zelji oCuvanja globalnih resursa i poboljSanja energetske efikasnosti, istrazuju se nacini ekstrakcije aktivnih
tvari iz bioloskih izvora sa ciljem primjene u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te medicini. Metodom ultrazvucne
ekstrakcije bioaktivnih tvari nastoji se smanjiti upotreba otapala ili potpuno izbjegavati njihova upotreba. Ogranicava se
povisenje temperature tijekom tretmana te se dobiva veci prinos ekstraktivnih, bioaktivnih tvari. U ovom radu prikazan je
mehanizam ultrazvucno inducirane ekstrakcije te primjeri ekstrakcije aktivnih tvari iz razli¢itih biljnih materijala. Ultrazvuk
moZze poboljSati postojeCe mehanizme ekstrakcije te omoguéiti nove moguénosti komercijalne ekstrakcije. Primjena
(ultrazvuéne kemije) sonokemije nudi bolji prinos Zeljenih komponenti, pove¢anu stopu ekstrakcije te postizanje smanjenja

vremena tretiranja.
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Uvod

Jedan od stalnih izazova s kojima se prehrambeni
tehnolozi susreéu jest razvoj tehnologije izrade
novih  prehrambenih  proizvoda 1  razvoj
funkcionalnih  proizvoda. Danas se osobito
razmatraju metode ne-toplinske obrade u koje
spadaju primjena ultrazvuka, obrada visokim
pritiskom, pulsirajuéim elektricnim i magnetskim
poljem itd. (Wan i sur., 2005; Lelas, 2006).
Primjena ultrazvuka ranije je bila uglavnom
ograniCena na CiS¢enje i emulgiranje dok se danas
otkrivaju prednosti uporaba ultrazvuka na razlicitim
podrucjima, poput kristalizacije, suSenja, ekstrakcije,
filtracije, zamrzavanja, homogenizacije, sterilizacije,
degradacije itd. (Fairbanks, 2001; Mason, 1992; Povey,
1998). U ovom radu istraZivana je primjena
ultrazvuka za ekstrakciju biokomponenti. Na taj
nacin Zeli se posti¢i veéi prinos Zeljenih supstanci,
Sto je glavni interes sa strane industrije, uz
smanjenje vremena ekstrakcije i1 redukcije u
koriStenju otapala (Albu i sur., 2004, Balachandran
i sur., 2006). Novi pristup ekstrakciji, djelovanjem
ultrazvuka omogucava poboljSanu bioraspoloZivost
mikronutrijenata zadrZavaju¢i pritom njihova
izvorna svojstva. Moguée je izbje¢i nastajanje
slobodnih radikala, osobito u vodenim sustavima
kako bi se izbjegla degradacija bioaktivnih
sastojaka. S druge strane radikali se mogu koristiti u

smislu postizanja ciljane hidroksilacije polifenola i
karotenoida (Ashokkumar i sur., 2008), ¢ime bi se
omogucilo povecanje njihove bioloske aktivnosti.
Metode koje su se donedavno koristile za
ekstrakciju, poput ekstrakcije otapalima, vru¢om
vodom, luZinama i sl., mogu uzrokovati
degradaciju Zeljenih komponenti zbog visokih
temperatura, drugog vremena ekstrakcije ili loSe
odredenih sigurnosnih kriterija tijekom zracenja.
Ekstrakcija bioaktivnih komponenti ultrazvukom
(20-100 kHz) jedna je od novijih tehnika koje
omogucuju visoku reproducibilnost u kraéem
vremenu (Caili i sur.,, 2006), jednostavnije
rukovanje, niZe temperature te koriStenje manjih
koli¢ina otapala (Chemat, Tomao i Virot, 2008).
Tijekom tretiranja ultrazvukom kavitacije uzrokuju
bubrenje stanica te probijanje stani¢nih stjenki
(Vinatoru, 2001), S$to omogucuje visoke brzine
difuzije kroz stani¢nu stjenku te jednostavnije
ispiranje sastojaka stanice. Uz otapalo, temperaturu
1 pritisak, za optimiziranje procesa potrebno je
dobro posloZiti faktore ultrazvuénog tretiranja
poput frekvencije, vremena tretiranja, snage
ultrazvuka te distribucije ultrazvuénih valova. Da
bi se postigao maksimalan prinos potrebno je
optimizirati uvjete temperature, snage ultrazvuka te
izbor otapala (Wang i Weller, 2006).
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Ultrazvuk

U danas$nje doba istraZivanje ultrazvuka se viSestruko
povecalo zbog njegove potencijalne primjene u
prehrambenoj industriji, za analizu i modifikaciju
prehrambenih proizvoda. Ako je primijenjena
frekvencija visoka, govorimo o dijagnostickom
ultrazvuku niske energije, a ako je frekvencija niska,
govorimo o ultrazvuku visoke energije. Dijagnosticki
ultrazvuk, tj. ultrazvuk niskog intenziteta (intenzitet
manji od 1 W cm™) djeluje u frekvencijskom rasponu
od 2 MHz na viSe (Mason 1 Luche, 1996). On ne
uzrokuje fizicke niti kemijske promjene u svojstvima
medija na koji je primijenjen te se zato smatra
neinvazivnom tehnikom, a koristi se kao analitiCka
tehnika za kontrolu obrade hrane, mjerenja teksture,
sastava (Povey i Mason, 1998; ReZek Jambrak i sur.,
2010), viskoznosti, brzine protjecanja, kontrolu
pakiranja, odredivanja razine kapljevine u bac¢vama
ili tankovima, koncentracije tvari u hrani itd.
Ultrazvuk  visokog intenziteta sa rasponom
frekvencija od 20 do 100 kHz (Povey i Mason, 1998,
Villamiel i de Jong, 2000, Rezek Jambrak i sur.,
2010) te visokih intenziteta (u rasponu od 1 do 1000
W cm?), moZe uzrokovati fizitke promjene
materijala te odredene kemijske reakcije u
materijalima na kojima je primijenjen. Koristi se za
¢iS¢enje (Crawford, 1963), otplinjavanje tekucina,
homogenizaciju tekuc¢ina (Villamiel i de Jong, 2000),
suSenje, omekSavanje mesa, ekstrakciju, emulgiranje
(Povey i Mason, 1998), destilaciju, kristalizaciju
(Mason i sur., 1996), sterilizaciju itd. U
prehrambenoj industriji bitan je potencijal za
primjenu ultrazvuka kao metode ne-toplinske obrade
hrane budu¢i da moZe uzrokovati inaktivaciju enzima
i mikroorganizama (Lopez-Malo i sur.,, 2001),
poboljSavanje emulgiranja i dispergiranja ili
ubrzavanje odredenih kemijskih reakcija.

Frekvencije valova zracenja koje se najcesce koriste
u svrhu ultrazvuénog ¢iS¢éenja, 18-120 kHz, leZe
odmabh iznad €ujnog spektra frekvencija. Zvuéni val
je odreden svojom amplitudom (A) i varijabilnom
frekvencijom (f) te valnom duljinom (1) i
koeficijentom priguSenja (o). Amplituda (A) je
izravno proporcionalna elektri¢noj energiji koja se
primjenjuje na transduktor te se smanjuje s porastom
udaljenosti zbog prigusenja, a do priguSenja dolazi
zbog adsorpcije i rasprSivanja. Koeficijent prigusenja
(o) je mjera smanjenja amplitude ultrazvu¢nog vala
nakon njegova prolaska materijalom te se moZe
definirati slijede¢im izrazom:

A=A, €% (1)

gdje je: A, pofetna amplituda zvucnog vala, a X
prijedena udaljenost (ReZek Jambrak i sur., 2010).

Mehanizam i djelovanje ultrazvuka

Ultrazvuk visokog intenziteta moZe se stvoriti na
razliite nacine, pokretanjem tekucine, mlazom plina
ili na naj¢eSée upotrebljavan nacin u sustavu
prehrambene industrije pomocu elektricne snage.
Generator pretvara napon istosmjerne struje u visoke
frekvencije od cca. 25 kHz (25000 ciklusa po
sekundi) elektri¢ne energije. Elektri¢na ili mehanicka
energija se pretvara u energiju zvuka pomocu
ultrazvuénih  pretvaraca. Takvi elektroakusti¢ni
sustavi su uglavnom piezoelektri¢ni (Mason, 1998),
ili rijetko magnetnostriktivni pretvornici.
Piezoelektricni kristali se Sire i kontrahiraju u
promjenjivom elektri¢nom polju. Uslijed privlacenja
polariziranih molekula dolazi do pojave mehanickih
vibracija koje se pojacavaju na pojacalu te se
ultrazvuéni valovi sondom emitiraju u medij.
Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz medij dolazi do
nastanka longitudinalnih valova, §to pak dovodi do
stvaranja podru¢ja promjenjivih kompresija 1
ekspanzija tlaka (Sala i sur., 1995, Povey i Mason,
1998). Dolazi do formiranja milijuna mikroskopskih
mjehuri¢a (Supljina), koji se proSiruju pod utjecajem
negativnog tlaka, a potom naglo implodiraju pod
utjecajem pozitivnog tlaka. Za pretvarace je bitno
odsustvo zraka u sondi, zbog vrlo niske akustiCke
impedancije i visoke akusti¢ne apsorpcije zraka, koji
dovode do gubitka akusticne energije (Gallego-
Juarez, 1998). Ultrazvuéne zrake mogu biti
usmjerene geometrijski; primjerice pomocu lec¢a ili sa
sfernim zakrivljenim sondama te elektroni¢kim
putem; podesavanjem relativne faze elemenata u
podru¢je sonde ("faznom polju"). S dinamickim
prilagodavanjem elektronskih signala do elemenata u
faznom polju, zrake mogu biti rasporedene na
razli¢itim lokacijama, a odstupanja zbog strukture
tkiva mogu se ispraviti.

Slika 1. Fotografski prikaz kavitacijskog
mjehurica (Suslick, 1994)
Fig. 1. Photograph of cavitational
bubble (Suslick, 1994)
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Kavitacija

Prilikom Sirenja zvu¢nog vala kroz teku¢i medij
nastaju longitudinalni valovi S§to dovodi do
izmjeni¢nih ciklusa kontrakcije i ekspanzije te
ekspanzivnih vrtloga. Kao rezultat oscilacija tlaka u
mediju mjehuriéi osciliraju te uvijek u fazi ekspanzije
malo viSe narastu nego $to se smanje tijekom faze
kompresije (Suslick, 1990). U odredenom trenutku,
kao Sto je prikazano na Slici 2, kada mjehuri¢
dosegne odredenu kriti€nu veli¢inu ne mozZe vise
ucinkovito apsorbirati energiju, a bez ulazne energije
Supljina se ne moZe samo odrZavati i mjehuri¢ se

uruSava sam u sebe. Kriticna veli¢ina mjehuri¢a ovisi
o primijenjenoj frekvenciji i mediju koji se tretira,
npr. pri frekvenciji ultrazvuka od 20 kHz, kriti¢na
veli¢ina je okvirno 170 um (Suslick, 1994). Takve
ciklusne fluktuacije tlaka dovode do formiranja
velikog broja udubljenja, koje nastaju zbog povecane
difuzije plina u mjehuri¢u tijekom ekspanzijskog
ciklusa, uslijed pove¢anja povr§ine mjehuri¢a. Kada
energija ultrazvuka nije dostatna da se zadrzi plinska
faza u mjehuri¢u dolazi do brze kondenzacije kada se
kondenzirane molekule sudaraju velikom brzinom,
pri ¢emu nastaju udarni valovi.
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Slika 2. Usporedba ciklusa kompresije i ekspanzije sa formiranjem,
rastom i implozijom kavitacijskog mjehuri¢a (Suslick, 1994)

Fig. 2. Comparison of compression and expansion cycles with formation,

growth and implosion of cavitation bubble (Suslick, 1994)

Takvi udarni valovi uzrokuju vrlo visoke temperature
(do 5500 K) i tlakove (do 100 MPa) (Leighton, 2007,
Suslick, 1990), §to dovodi do mijenjanja fizikalno-
kemijskih svojstava lokalnih molekula. Za stvaranje
kavitacija najvaZzniji faktor je frekvencija ultrazvuka.
Pri frekvencijama viSim od 1 MHz male su Sanse za
kavitaciju, a iznad 2,5 MHz nema kavitacija (Sala i
sur., 1995). Osim o frekvenciji i intenzitetu
ultrazvuka, pojava kavitacije ovisi o svojstvima
proizvoda poput viskoznosti medija, gustodi,
povrSinskoj napetosti medija, prisutnosti otopljenih
plinova itd.  Takoder, temperatura je obrnuto
proporcionalna pocetku kavitacije.

Intenzitet kavitacije koja se dogada u teku¢em mediju
ovisi uvelike s koligativnim svojstvima tog medija,
koji ukljucuju tlak pare, povrSinsku napetost,
viskozitet i1 gustou, kao i bilo kojem drugom
svojstvu koje se odnosi na broj atoma, iona, molekula
u mediju. Energija potrebna za formiranje mjehuri¢a
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kavitacije u teku¢em mediju je razmjerna povrSinskoj
napetosti i tlaku pare (Leighton, 2007). Stoga, Sto je
ve¢a povrSinska napetost tekuline, biti ¢e veca
energija potrebna za stvaranje kavitacijskih
mjehuri¢a, a posljedicno ¢e biti veca energija
udarnog vala koji se proizvodi kada mjehuri¢
implodira. U ¢istoj vodi na primjer, ¢ija je povrSinska
napetost oko 70 mN m™, kavitacija se jako tegko
proizvodi pri temperaturi okoliSa. To je medutim
moguce proizvesti lakSe kada je u vodu dodan
povrSinski  aktivni agens, ¢ime se smanjuje
povrsinsku napetost na oko 30 mN m™. Na isti nacin,
kada je tlak pare tekuc¢ine nizak, kao $to je slucaj s
hladnom vodom, kavitaciju je teSko postici, ali
postaje sve lakSe kako raste temperatura. Svaka
tekucina, zapravo, ima karakteristicnu temperaturu
pri kojoj Kkavitacija pokazuje najvecu aktivnost,
uglavnom prili¢no ograni¢en raspon temperatura.
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Ultrazvucna kemija (sonokemija)

Cijeli proces formiranja, rasta i kolapsa (urusavanja)
mjehuri¢a u polju djelovanja ultrazvuka se naziva
akusti¢na kavitacija. Uslijed tih ekstremnih uvjeta
molekule otapala i otopljenih tvari unutar mjehuri¢a
se razlaZu te stvaraju visoko reaktivne radikale. Na
primjer, ako se sonifikacija provodi u vodenom
mediju, nastaju H' i ‘OH radikali (Henglein, 1993):

H;0)))) ) )H +OH 2

Prilikom upotrebe UZV tehnologije u obradi hrane ili
pri ekstrakciji, glavni problemi su:

e Reakcije koje moZe izazvati kavitacijom
generirani hidroksilni radikal tijekom obrade
hrane.

e KoriStenje selektivnih aditiva tijekom UZV
tretmana u cilju minimiziranja reakcija koje
zapocinju hidroksilni radikali.

Hidroksilni radikali su visoko reaktivne prirode te
difundiraju od kavitacijskog mjehuri¢a kroz medij za
sonifikaciju. Njima nije moguée upravljati te ulaze u
reakcije sa supstancama koje se sonificiraju, pa tako
mogu dovesti do degradacije polimera, oksidacije
lipida itd. Moguce ih je kvantificirati pomocu joda.
Reakcijom izmedu dva ‘OH radikala nastaje vodikov
peroksid, koji moZe oksidirati jodidne ione, ¢ime
nastaje molekularni jod. U suvisku jodidnih iona
molekularni jod prelazi u I'; kompleks. Koristec¢i
apsorpciju 1 koeficijent molarne ekstinkcije, ‘OH
radikal se moZe odrediti kolorimetrijskim metodama
(Awtrey i Connick, 1951).

2 °'OH - H,0,
H202_ +2IT > L+ 2 OH (3)
12 +I > I3-

IstraZivanja pokazuju da se nepoZeljne reakcije
izmedu ultrazvucno generiranih radikala i sastojaka
hrane mogu minimalizirati KkoriStenjem niZih
frekvencija ultrazvuka prilikom obrade hrane (Slika
3). Ipak, ultrazvuk visokih frekvencija se takoder
moze koristiti za obradu hrane, ukoliko u otopini
imamo odgovarajuce antioksidanse. Odredene studije
su prepoznale potencijal sonokemijske hidroksilacije
fenolnih  komponenti  kao  efikasan  nacin
poboljSavanja antioksidativnih svojstava odredenog
materijala.

160 . . ’ . :
140 | 1
120 | L

%100- } |
T 80 E .
o
= 60| ] 1
40 ] ¥
¥
20 ." v b4 i
0 y 3 . 3 L ®

0 10 20 30 40 50 60

Vrijeme sonifikacije (min)
Sonification time (min)

Slika 3. Prinos OH radikala generiranih sonifikacijom u
vodi pri razlicitim frekvencijama ultrazvuka (m 358 kHz,
V¥ 1062 kHz, e 20 kHz). Primje¢ujemo da puno vise *OH
radikala nastaje pri vi§im frekvencijama
(Ashokkumar i sur., 2008)
Fig. 3. Yield of OH radicals generated with sonification in
water under different ultrasound frequencies (m 358 kHz,
V¥ 1062 kHz, e 20 kHz). Lot more *OH radicals as formed
at higher frequencies (Ashokkumar et al., 2008)

Ovisno o procesu za koji se ultrazvuk Kkoristi,
kemijski efekti kavitacije mogu predstavljati
prednost ili nedostatak. Na primjer, ‘OH radikali koji
nastaju tijekom sonifikacije mogu nastetiti kvaliteti
nekih sastojaka hrane, ali mogu i poboljsati
funkcionalnost odredenih sastojaka hrane
(poboljSanje  stupnja  hidroksilacije  odredenih
komponenti hrane, gdje takva adicija hidroksilnog
radikala poboljSava funkcionalnost komponente). To
je slu¢aj sa fenolom i sliénim antioksidansima
(Bravo, 1998), c¢ija aktivnost u hrani ovisi o viSe
faktora, ukljucujuéi stupanj hidroksilacije
(Ashokkumar i sur., 2008).

Ekstrakcija

Ekstrakcija je tehnoloSka operacija potpunog ili
djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje imaju
nejednaku topivost u razli€itim otapalima. MoZe se
provesti koriStenjem tekucine, tj. otapala iz krutine ili
neke druge tekuéine koja sadrzi Zeljenu tvar.
Opcenito za ekstrakciju vrijedi slijedece:

1. Kod ekstrakcije ¢vrstih tvari treba povecati
povrsinu uzajamnog djelovanja medu fazama
(usitnjavanjem i homogenizacijom)

2. Kod ekstrakcije u sredini treba povecati
brzinu gibanja faza

3. Prilikom povecanja koliine tvari treba
produljiti vrijeme trajanja ekstrakcije

Za vrijeme mirovanja odvija se prijenos mase, tj.
otopljene tvari prelaze iz namirnice u otapalo.
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Prijenos mase odvija se u tri stupnja:
1. Zeljena komponenta se otapa u otapalu
2. smjesa otopljene tvari i otapala prelazi iz
namirnice na povrsinu
3. otopljena tvar se rasprSuje u volumenu
otapala

Vrijeme potrebno za ekstrakciju ovisi o topljivosti
komponente u otapalu, temperaturi ekstrakcije,
povrSini namirnice izloZenoj otapalu, viskoznosti
otapala i volumnom protoku otapala.

Iz tih razloga, pogodno je provodenje ekstrakcije pri
viS§im temperaturama zbog ubrzavanja procesa
ekstrakcije, jer dolazi do povecanja brzine otapanja
komponente, kao i brzine difuzije komponente u
volumen otapala (Raso i sur., 1995). Ipak,
temperature rijetko prelaze 100 °C jer tada uglavnom
dolazi do oStecenja Zeljene supstance ili ekstrakcije
nepozeljnih tvari. Budu¢i da je brzina prijenosa mase
direktno proporcionalna povrSini namirnice, to se
prije ekstrakcije namirnica usitnjava do odredenog
stupnja i homogenizira. Viskoznost otapala mora biti
dovoljno niska da otapalo moZe lako pro¢i sloj krutih
Cestica, a takoder, ve¢i protok otapala smanjuje
grani¢ni sloj izmedu koncentrirane otopine i povrsine
Cestica, te time povecava brzinu ekstrakcije.

Izbor otapala za ekstrakciju ovisi o vrsti i svojstvima
komponente koju se Zeli ekstrahirati. Prilikom izbora
potrebno je uzeti u obzir (Albu i sur.,, 2004):
polarnost; to¢ku kljucanja - treba biti §to niza, da
olakSa odvajanje otapala od komponente; reaktivnost
— otapalo ne smije reagirati sa ekstraktom, niti se
smije razgradivati; viskozitet — otapalo mora imati
nizak viskozitet; stabilnost otapala na toplinu, kisik i
svjetlo; sigurnost pri upotrebi — po mogucnosti
nezapaljivo, nesSkodljivo za tehnicara i konzumenta te
prilikom odlaganja ne smije ugroZavati okoli§; mora
biti dostupno u dovoljnim koli¢inama; cijena — po
moguénosti Sto jeftinije; pogodnost za ponovnu
upotrebu.

Heksan je dostupno, jeftino i efikasno otapalo za ulja.
Nadalje, povecana je i upotreba alternativnih otapala
poput alkohola (izopropanola i etanola) te super
kriticnog ugljik dioksida, zbog brige o zdravlju,
sigurnosti 1 okoliSu. Nakon provodenja ekstrakcije
otapalo je potrebno ukloniti i to uz pomo¢ grijanja,
destilacije, otparavanja ili neke druge prikladnije
operacije.

Ultrazvucna ekstrakcija
Ultrazvuk visoke snage, uslijed djelovanja kavitacija
na stanini materijal, tocnije stani¢ne stjenke,

omogucuje vece prodiranje otapala u materijal te
takoder povecava prijenos mase. Uslijed pucanja
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stanicnih stjenki dolazi do direktnog kontakta sa
sadrzajem stanice (Vinatoru, 2001). Na taj nacin se
ubrzava ekstrakcija te se povecava njena efikasnost.
Industrijska vaznost primjene ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije (nadalje u tekstu UAE —
,Ultrasound assisted extraction®) u tehnologiji
prerade hrane jest od interesa u smislu povecanja
ekstrakcije komponenti iz biljnog i1 Zivotinjskog
materijala. Tehnologijom UAE moZemo potencijalno
povecati ekstrakciju odredenih komponenti, kao Sto
su polifenoli (Springett, 2001), antocijani (Springett,
2001), aromatske tvari (Vinatoru, 2001), polisaharidi
(Ebringerova i Hromadkova, 1997), ulja (Chemat i
sur., 2004) i1 funkcionalnih spojeva (Balachandran i
sur., 2006), kada se ultrazvuk Kkoristi kao pred-
tretman obrade namirnice. Iz industrijskog gledista,
glavni interes jest Sto veci prinos takvih komponenti,
budu¢i da se tehnologija UAE moZe jednostavno
povezati sa postoje¢im procesima minimalnog
procesiranja te primjena ekstrakcije u vodenoj sredini
gdje se organska otapala mogu zamijeniti s otapalima
koja su generalno priznata kao sigurna (GRAS -
»generally recognised as safe ) te smanjenje koli¢ine
otapala i skracenje ekstrakcijskog vremena (Vilkhu i
sur., 2008). Upotreba ultrazvuka u svrhu ekstrakcije
kod sirovina visoke cijene jest ekonomicna
alternativa za tradicionalne procese ekstrakcije §to je
zahtjev industrije za njen odrZivi razvoj.

Novi postupci UAE nude potencijal za modifikaciju
biljnog materijala ¢ime se omogucava (Vilkhu i sur.,
2008) poboljSana bioraspoloZivost mikronutrijenata
zadrzavajuéi njihovu prirodnu kvalitetu, istovremena
ekstrakcija 1 enkapsulacija mikronutrijenata te
izbjegavanje nastajanja hidroksilnih i1 vodikovih
radikala. To je osobito vazno u vodenim sustavima
kako bi se izbjegla degradacija bioaktivnih sastojaka
te potencijal koriStenja radikala u cilju postizanja
ciljane hidroksilacije polifenola i karotenoida, Cime
bi se omoguéilo povecanje njihove bioloske
aktivnosti.

UAE ukljucuje 1 biljni materijal, ulja, proteine i
bioaktivne sastojke iz biljnog 1 Zivotinjskog
materijala, u svrhu povecanja prinosa ekstrahirane
komponente, povecanja stope ekstrakcije, postizanja
smanjenja vremena procesiranja te vec¢e propusnosti.
Mehanicki uc€inak ultrazvuka, tj. djelovanje kavitacija
na stani¢nu stjenku biljke, dovodi do oStecenja
stjenke, ¢ime se poboljSava prijenos mase i olakSava
pristup otapala stanicnom sadrZaju tako rezultirajuéi
u veéim prinosima ekstrakcije kao §to je prikazano u
Tablici 1.
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Tablica 1. Primjeri poboljSanja performansi ekstrakcije koristenjem ultrazvuka (Vilkhu i sur., 2008)
Table 1. Examples of results and performance improvement using ultrasound (Vilkhu et al., 2008)

Uzorak

Sample

Ultrazvuk

Ultrasound

Otapalo

Solvent

Performanse

Results and performance

Bademovo ulje

Almond oil

UZV kupelj, 20 kHz

Ultrasound bath, 20 kHz

Superkriti¢ni ugljikov dioksid

Supercritical CO,

30 % povisenje prinosa ili
smanjenje vremena redukcije

30 % increase in yield or
decrease in reduction time

Biljni ekstrakti (komorac,
hmelj, neven, menta)

Plant extracts (fennel,

Mijesana kupelj, 20 do 2400 kHz

Ultrasound bath, 20 to 2400 kHz

Voda i etanol

Water and ethanol

34 % povecanje prinosa uz
mijesanje

34 % increase in yield with

hop, calendula, mint leaf) shaking
Ginseng saponini Kupelj, 38.5 kHz Voda, metanol i n-butanol Trostruko povecanje brzine
ekstrakcije

Saponins from Ginseng

Ultrasound bath, 38.5 kHz

Water, methanol, and n-buthanol

Triple increase in extraction speed

Pumbir

Ginger

Kupka, 20 kHz

Ultrasound bath, 20 kHz

Superkriti¢ni ugljikov dioksid

Supercritical CO,

30 % povisenje prinosa ili
smanjenje vremena redukcije

30 % increase in yield or
decrease in reduction time

Sojini proteini

Soy proteins

Kontinuirano, 20 kHz, 3 W po
gramu

Continuous, 30 kHz, 3 W per
gram

Voda i luzina (NaOH)

Water alkali (NaOH)

53 % 123 % povecanje prinosa u
odnosu na ekvivalentne UZV
kupelji

53 % and 23 % increase in yield as
compared to same ultrasound baths

Sojini izoflavoni

Soy isoflavons

Kupelj, 24 kHz

Ultrasound bath, 24 kHz

Voda i otapalo

Water and solvent

15 % povecanje ucinkovitosti
ekstrakcije

15 % increased performance of
extraction

Rutin

Rutin

Kupelj, 20 kHz

Ultrasound bath, 20 kHz

Voda i metanol

Water and methanol

20 % povecanje u 30 minuta

20 % increase in 30 minutes

Karnozinska kiselina

Carnosic acid

Kupelj, 20 kHz i 40 kHz

Ultrasound bath, 20 kHz and 40
kHz

Butanon i etil-acetat

Butanone and ethyl-acetate

Redukcija u ekstrakcijskom
vremenu

Reduction of extraction time

Polifenoli, amino k.
i kafein (zeleni ¢aj)

Polyphenols, amino acids
and caffeine (green tea)

Kupelj, 40 kHz

Ultrasound bath, 40 kHz

Voda

Water

Povecan prinos pri 65 °C, u
usporedbi sa 85 °C

Increase yield at 65 °C, as
compared to 85 °C

Uc¢inak ultrazvuka je puno Korisniji pri niZim
frekvencijama (18-40 kHz), dok je prakti¢no
zanemariv u rasponu od 400-800 kHz, jer kod niZih
frekvencija dominiraju mehanicki ucinci fenomena

kavitacije kao §to su turbulencije i strujanje tekucine.
Djelovanje razlic¢itih frekvencija na poboljSanje
prinosa prikazano je u Tablici 2.
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Tablica 2. Utjecaj primijenjene frekvencije na prinos ekstrakcije (Vinatoru, 2001)
Table 2. Influence of applied ultrasound frequency on extraction yield (Vinatoru, 2001)

UZV frekvencija (kHz) Biljni materijal Rezultati
Ultrasound frequency (kHz) Plant material Results
Kora Cinchona-e Nema prinosa (previsoke frekvencije ultrazvuka)
2400
Shell of Cinchona No yield (to high frequencies of ultrasound)
Ulje kikirikija Prinos poboljsan kada se koristi heksan kao otapalo
400
Peanut oil Yield improved when hexan is used as solvent
Listovi beladone Slican prinos kao i kod maceracije, ocuvanje alkaloida
500
Leafs of belladona Similar yield as at maceration, preserving of alkaloids
Korijenje Rauwolfia-e Isti prinos nakon sonifikacije (15 min) i maceracije (8 sati)
25
Roots of Rauwolfia Same yield after sonification (15 min) and maceration (8 hours)
Andeoska truba 9 % vise alkaloida u 1 satu, 40 kHz su efikasnije
20-40
Brugmansia 9 % more alkaloids in 1 h, 40 kHz frequencies are efficient
Kora Cinchona-e 15 % vise alkaloida u 1,5 h UZV ekstrakciji nego 7 h Soxhletom
20 Shell of Cinchona 15 % more alkaloids in 1.5 h of ultrasound extraction than in 7 hours of
Soxhlet
Otrovni orah Prinos alkaloida UE (20 min) 1,21 0.95 %, dok kod SE 0,641 0,94 %
(8h)
1000
Nux vomica Yield of alkaloids (ultrasound extraction, 20 min) 1.2 and 0.95 %, while
for Soxhlet extraction 0.64 % and 0.94 % (8 h)
Listovi digitalisa Malo povisen prinos UE, ali dolazi do smanjenja koncentracije
glikozida uslijed formiranja H,0,
800
Digitalis leafs Light increase in yield with ultrasound extraction, but reduction in
glycoside concentration because of formation of H,O,
Berberin 50 % visi prinos UE (0,5 h) nego ekstrakcija luZinama (24 h)
20 Berberin 50 % higher yield with ultrasound extraction (0.5 h) than with alkali
(24 h)
Kopriva UE daje bolje rezultate nakon 5 min koritenja 1 W cm™ UZV
1000 Nettle Ultrasound extraction gives better results for 5 min usage of ultrasound
intensity 1 W cm™
Oman i koloto¢ Bolji prinos u kra¢em vremenu (10-40 min), nema degradacije inulina
800 Inula chritmoides Better yield in shorter time (10-40 min), no inulin degradation
Telekia speciosa
Amarant 5 min sonifikacije ne Steti ekstrahiranim aminokiselinskim
1000 komponentama
Amaranth 5 min of sonification does not degradate aminoacid components

Ekstrakcija polifenola iz narancine kore upotrebom
ultrazvuka

U posljednje vrijeme velika upotreba citrusa u
domadinstvu i industrijskim pogonima, najcesée za
proizvodnju soka, rezultirala je akumuliranjem velike
koli¢ine nusproizvoda poput kore, sjemenki,
membrana itd. Ti nusprodukti se mogu koristiti za
proizvodnju melase, pektina, eteri¢nih ulja, limonena
itd. Takoder, oni su odlican izvor fenolnih spojeva,
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osobito karakteristicnih flavanon glikozida, koji
ukljuuju  naringin,  hesperidin, narirutin i
neohesperidin (Kamran Khan i sur., 2010). Postoje
neke sumnje u potencijalnu toksi¢nost i potencijalnu
kancerogenost dugotrajnog koriStenja sintetskih
antioksidansa, poput butiliranog hidroksianisola
(BHA) i butiliranog hidroksitoluena (BHT), §to je
povecalo interes u izolaciji prirodnih antioksidansa
(Moure i sur., 2001). Takoder, antioksidansi su
izuzetno vazni prilikom proizvodnje i skladiStenja
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odredenih namirnica. Oksidacija lipida je jedan od
najvaznijih procesa u degradaciji hrane (Albu i sur.,
2004). Inicijatori lipidne oksidacije su razli€iti i
ukljuéuju UV svijetlo, slobodne radikale, toplinu,
enzime, mikroorganizme te metale i metaloproteine.

Antioksidansi su komponente sposobne usporiti ili
potpuno sprijeciti autooksidaciju jer mogu reagirati
sa slobodnim radikalima ili zaustaviti lanc¢anu
reakciju oksidacije.

Tablica 3. Prikaz rezultata nedavnih istraZivanja ekstrakcije polifenola ultrazvukom (Kamran Khan i sur., 2010)
Table 3. Recent results of research of ultrasound assisted extraction of polyphenols (Kamran Khan et al., 2010)

Citrus unshiu Marc

Biljni materijal Produkti Rezultati
Plant material Products Results
Mandarina Fenolne kiseline (PA) Sli¢an prinos postignut UAE (1040 min); maceracija

(8'h)

Mandarin Phenolic acids (PA) Similar yield after UAE (10-40 min); maceration (8 h)
Kaucuk Flavonoidi UAE se pokazao efikasnijim od ekstrakcije enzimima,
Folium eucommiae toplinom i mikrovalovima

Folium eucommiae Flavonoids UAE has shown to be efficient that enzyme, heat or

microwave extraction

Zitno brasno
Triticum aestivum

Heteroksilani bogati
fenolima

Smanjenje ekstrakcijskog vremena sa 60 min (SE) na 5
min (UAE)

C. unshiu Marc flavanon glikozidi

Wheat flour Heteroxilans rich in Reduction in extraction time from 60 min (SE) to 5 min
phenols (UAE)
Mandarina Hesperidin Sli¢ni prinosi ekstrakcije UZV i SE, ali manja
C. reticulata degradacija hesperidina UZV-om
Mandarin Hesperidine Similar yield of UAE and Soxhlet extraction, but lighter
ultrasound degradation of hesperidine
Mandarina Fenolne kiseline i Povisenje polifenolnih sastojaka i antioksidativne

aktivnosti u ekstraktu dobivenom UAE

Euonymus alatus

Flavonols rutin and
quercetin

Euonymus alatus

Mandarin Phenol acids and flavanon | Increase in phenolic compounds and antioxidative
glycosides activity in extract obtained by UAE

Mandarina Ukupne fenolne ProduZenjem vremena sonifikacije i temperature je

C. reticulata komponente (UFK) povisen i UFK

Mandarin Total phenolic Prolongation of sonification time and temperature
compounds (TFC) results as increase in TFC

Krilasta kurika Flavonoli rutin i kvercetin | Efikasnost UAE promatrana mikroskopski

Efficiency of UAE observed microscopically

Iz Tablice 3 moZzemo wuociti prednosti primjene
ultrazvuka u ekstrakciji polifenola. U radu Kamran
Khana i sur. (2010) standardna ekstrakcija (SE) fenola
iz narancine kore provedena je pri istim uvjetima kao i
UAE, osim sonifikacije. Ukupne fenolne komponente
ekstrahirane pomoc¢u UAE u vremenu od 15 minuta su
znacajno viSe od onih dobivenih standardnom
ekstrakcijom tijekom 60 minuta. Zbog mehanickog
utjecaja na stanicne stjenke UAE omogucuje vise
ekstrakcijske prinose u kra¢em vremenskom razdoblju,
¢ime se smanjuje utroSak energije. Koli¢ine naringina i
hesperidina dobivene UAE (70,3 i 205,2 mg/100 g
svjeZeg proizvoda) su znacajno vise od onih dobivenih

SE (50,9 i 144,7 mg/100 g svjeZeg proizvoda). Nije
dokazana degradacija flavona uslijed sonifikacije jer do
razgradnje fenola dolazi pri viSim frekvencijama
(potrebno je da nastanu hidroksilni radikal u homolizi
vode) od onih koriStenih za ovo ispitivanje (20 kHz).
Prinos ekstrakcije je takoder bitna funkcija ekstrakcije,
te je za UAE 10,9 %, a za SE 8,6 %, a prednosti UAE
nad SE moZemo primijetiti i u razlici prinosa ukupnih
fenolnih komponenti iz Slike 4. Visoki ukupni fenolni
sadrzaj, koncentracija flavanona te veci ekstrakcijski
prinos (10,9 %) su dokazali efikasnost primjene
optimiziranog UZV tretmana u usporedbi s
konvencionalnim metodama.
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Slika 4. Usporedba ukupnog fenolnog sadrzaja (mg GK/100 g svjezeg voca) dobivenih ekstrakcijom pomocu UZV
(plava linija) i ekstrakcije otapalima (crna linija) (Kamran Khan i sur., 2010)
Fig. 4. Comparison of total phenolic composition (mg GK/100 g fresh fruit) obtained with ultrasound
(blue line) and solvent extraction (black line) (Kamran Khan et al., 2010)

Iako su isti volumeni otapala koriSteni u oba
postupka ekstrakcije, znatno je skradeno vrijeme
procesa te shodno tome i unos energije, bez utjecaja
na prinos ekstrakcije. UAE se zato moZe smatrati
zelenom tehnikom, tj. tehnikom prihvatljivom za
okoliS. UAE polifenola iz nusprodukata proizvoda
hrane, koriste¢i neSkodljiva otapala, ima jak
potencijal za industrijski razvoj, u svrhu dobivanja
razlicitih ekstrakata bogatih prirodnim
antioksidansima, ¢ime bi se mogli zamijeniti sintetski
antioksidansi. S tim ciljem moramo usporediti UAE i
SE usporedivanjem antioksidativnog potencijala
ekstrahiranih komponenti. Fenolni antioksidansi
imaju svojstvo brzog reduciranja reaktivnih spojeva
kisika (ROS), koji uklju¢uju slobodne radikale
(Kamran Khan i sur., 2010), ¢ime Stite biomolekule
poput npr. polinezasicenih masnih kiselina od
oksidacije. NaZalost, naringanin i hesperidin su
relativno slabi antioksidansi, budu¢i da nemaju
kateholnu grupu, koja je najvaZnija strukturalna
determinanta jakih antioksidansa te stoga reagiraju
vrlo sporo sa stabilnim DPPH radikalom i nemaju
industrijsku primjenu.
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Ekstrakcija antioksidansa iz biljke RuzZmarin
(Rosmarinus officinalis)

U Zelji povecanja efikasnosti ekstrakcije karnozinske
kiseline (KK) iz biljke ruZmarina (Rosmarinus
officinalis, L.), Albu i sur. (2004) su proveli
istrazivanje  ekstrakcije  ultrazvukom, koristeci
butanon, etil-acetat i etanol kao otapala. Ekstrahirani
su i suhi i svjeZi listovi biljke, pri istoj temperaturi.
Kao $§to je vidljivo iz Slike 5, sonifikacijom su
poboljSani prinosi svih triju otapala i skraceno
vrijeme  ekstrakcije. Sonifikacijom je takoder
omoguceno da etanol, inace lo§ izbor za ekstrakciju
konvencionalnim metodama, postigne sli¢an nivo
efikasnosti ekstrakcije kao i ostala otapala. Takoder,
ekstrakcija osusene biljke sa etanolom se pokazala
efikasnijjom od one sa svjeZim materijalom,
vjerojatno zbog prisutnosti vode.
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Slika 5. Usporedba dobivenih koli¢ina ekstrahirane komponente pri razli¢itim temperaturama sa
razli¢itim otapalima, ekstrakcijom sa ultrazvukom (Albu i sur., 2004)
Fig. 5. Comparison of yield in extraction compounds at different temperatures
with different solvents, with ultrasound extraction (Albu et al., 2004)

Rezultati su potvrdili da koli¢ina ekstrahirane
karnozinske kiseline ovisi o temperaturi. Butanon je
postigao najefikasniju ekstrakciju, zatim etil acetat te
etanol. Rezultati efikasnosti ovih otapala se mogu
pripisati njihovim polarnostima. Rezultati ekstrakcije
ultrazvukom pokazuju da temperatura utjece na KK
te smanjuje razliku izmedu otapala. Ekstrakcija KK
uz etanol kao otapalo je znaCajno poboljSana
djelovanjem ultrazvuka te je ista koli¢ina KK
ekstrahirana u etanolu u 15 minuta kao §to je u 3 sata
u vodenoj kupelji (Albu i sur., 2004). To se moZe
pripisati intenzifikaciji prijenosa mase. Ultrazvuk
moZe probiti stani¢ne stjenke, S$to rezultira boljim
kontaktom otapala i biljnog materijala. Rezultati
ekstrakcije u kojoj se koristila ultrazvu¢na kupka
(40 kHz) su slicni onima dobivenim koriStenjem
ultrazvuéne sonde (20 kHz), omogucujuéi efikasnu
ekstrakciju pri 50 °C za samo 15 minuta. Takoder,
dodavanje vode u etanol kao otapalo, pokazalo se
neefikasnim opet potvrdujuc¢i da voda iz svjeZeg
ruzmarina utjece na efikasnost ekstrakcije.

Ekstrakcija mentola iz biljke paprene metvice
(Mentha piperita) upotrebom ultrazvuka

Za  potencijalnu zamjenu  konvencionalnog
destruktivnog procesa ekstrakcije mentola iz biljke
paprene metvice (Mentha piperita, L.), Shotipruk i
sur. (2001) su promatrali djelovanje ultrazvuka na
prinos ekstrakcije. Rezultati su pokazali da su biljke
tretirane ultrazvukom za 1 h pri 22 °C u standardnoj
ultrazvuénoj kupelji od 40 kHz otpuStale otprilike
17,8 mikrograma mentola po gramu tkiva lista (2 %

od ukupnog proizvoda). Iznos otpuStenog mentola
povecan je sa poveCanjem vremena tretiranja i u
velikoj mjeri je podloZzan temperaturi vode
ultrazvuéne posude. Povecanje kolicine ekstrakta sa
2 % na 12 % od ukupnog proizvoda je primijeceno
kada je temperatura povecana sa 22 °C na 39 °C,
Kada su efekti temperature izolirani dokazano je da
ekstrakciju uzrokuje mehanizam kavitacije. Tretirane
biljke su ostale odrzive i spremne za naknadnu
ultrazvuénu ekstrakciju nakon otprilike 4 dana
oporavka. Medutim, koli¢ina ekstrakta u naknadnim
ekstrakcijama je smanjena. Eksperimentom je
prikazana moguénost koriStenja on-line ultrazvuka,
nedestruktivne metode ekstrakcije kako bi se
omogucilo kontinuirano otpuStanje unutarstani¢nih
metabolita iz biljke uz ocuvanje njene Zivotnosti
(Shotipruk i sur., 2001).

Zakljucéak

Primjena ultrazvuka je vrlo atraktivna tema i predmet
interesa velikog broja znanstvenika i istraZivaca zbog
komercijalne prednosti i jedinstvenih rezultata obrade
ultrazvukom. Ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom
(UAE) se mogu postiéi isplativi dobitci u ucinkovitosti
ekstrakcije i njenoj brzini, Sto bi, kad bi bilo ostvareno u
industrijskim  razmjerima, predstavljalo vrijedan
ekonomski dobitak u odnosu na standardne metode
ekstrakcije. Takoder, postoji potencijal za primjenu
UAE za poboljsanje ekstrakcije u vodenim medijima
1 mogucnost zamjene organskih otapala s onima koja
su opcenito priznata kao sigurna (,,GRAS*). UAE
takoder moZe pruziti priliku za bolju ekstrakciju
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bioaktivnih komponenti osjetljivih na toplinu, s
obzirom da se provodi pri niZim temperaturama. Tu
je 1 potencijal postizanja simultane ekstrakcije i
enkapsulaciju ekstrahirane komponente te ciljane
hidroksilacije bioaktivnih komponenti, npr. fenola,
kako bi im se povecala bioaktivnost, tj. njihova
antioksidativna  svojstva.  Ekstrakcija ovisi o
primijenjenoj frekvenciji, intenzitetu ultrazvuka,
vremenu tretiranja i polarnosti medija, koji moZe biti
Cista otopina ili smjesa otapala. Pri niZim
frekvencijama dominira fenomen kavitacije, koji
uzrokuje mikrorupture stani¢nog materijala, tj.
stjenki, tako omogucivS§i prodiranje otapala u
biomaterijal i povecavajuci prijenos mase.
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Summary

Many novel and innovative techniques are nowadays researched and explored in order to replace or improve classical, thermal
processing technologies. One of newer technique is technique of minimal food processing, under what we assume ultrasound
processing. Ultrasound technology can be very useful for minimal food processing because transmission of acoustic energy
through product is fast and complete, which allows reduction in total processing time, and therefore lower energy
consumption. Industrial processing is growing more and more waste products, and in desire of preservation of global recourses
and energy efficiency, several ways of active compounds extraction techniques are now explored. The goal is to implement
novel extraction techniques in food and pharmaceutical industry as well in medicine. Ultrasound assisted extraction of
bioactive compounds offers increase in yield, and reduction or total avoiding of solvent usage. Increase in temperature of
treatment is controlled and restricted, thereby preserving extracted bioactive compounds. In this paper, several methods of
ultrasound assisted extraction of bioactive compounds from plant materials are shown. Ultrasound can improve classic
mechanisms of extraction, and thereby offer novel possibilities of commercial extraction of desired compounds. Application of
sonochemistry (ultrasound chemistry) is providing better yield in desired compounds and reduction in treatment time.
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