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[bookmark: _GoBack]Sažetak: Sirovine biljnog porijekla, kao i njihovi ekstrakti, sadrže prirodne antioksidante čije prisustvo u malim količinama odlaže ili usporava oksidativne promjene supstrata koji lako oksidiraju. Potreba za biljkama i njihovim ekstraktima u obliku farmaceutskih i dijetetskih proizvoda se povećava iz godine u godinu, pa su one sve više predmet pažnje velikog broja istraživača. U posljednje vrijeme se posebno intenzivira istraživanje antioksidativnog i biološkog dejstva ljekovitog bilja, zbog tendencije zamjene sintetskih biološki aktivnih jedinjenja prirodnim jedinjenjima. U ovom radu je provedeno ispitivanje antioksidativnog dejstva ekstrakta žalfije, u zavisnosti od koncentracije etanola kao otapala u postupku maceracije sa povremenim miješanjem. Sadržaj ukupnih fenola i flavonoida u dobijenim ekstraktima žalfije određen je spektrofotometrijski. Kapacitet hvatanja slobodnih radikala (radical scavening capacity) određen je DPPH metodom, pri čemu je određena i koncentracija ekstrakta potrebna za neutralizaciju 50% početne koncentracije DPPH radikala.
Abstract: Raw materials of plant origin, as well as their extracts, contain natural antioxidants whose presence in small amounts delays or slows the oxidative changes of substrates that easily oxidize. The need for plants and their extracts in the form of pharmaceutical and dietary products is increasing from year to year, so they are increasingly the subject of attention of a large number of researchers. Recently, the research on antioxidant and biological effects of medicinal herbs has been particularly intensifying, due to the tendency of replacing synthetic biologically active compounds with natural compounds. In this paper, the research was conducted on the antioxidative effect of sage extract, depending on the concentration of ethanol as a solvent in the process of maceration with occasional mixing. The content of total phenolic and flavonoids in the obtained sage extract was determined spectrophotometrically. The radical scavening capacity was determined by the DPPH method, where the extract concentration needed to neutralize 50% of the initial concentration of the DPPH radical was also determined. 
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1. UVOD

Prekomjerno prisustvo slobodnih radikala u živim organizmima i oksidativni procesi njima izazvani, koji mogu dovesti do oštećenja biomolekula, inhibiraju se tvarima označenim terminom antioksidanti. Brojna istraživanja u oblasti hemije, biohemije i medicine potvrđuju da sirovine biljnog porijekla, kao i njihovi ekstrakti, sadrže prirodne antioksidante [1]. Mnoge medicinske naučne studije potvrdile su važnost biljnih antioksidanata, kao dopune endogenim antioksidantima ljudskog organizma. Potreba za biljakama i njihovim ekstraktima u obliku farmaceutskih i dijetetskih proizvoda se povećava iz godine u godinu [2]. Upotreba biljnih antioksidanata u prehrambenoj, kozmetičkoj i farmaceutskoj industriji predstavlja obećavajuću alternativu sintetskim antioksidanatima, u pogledu cijene, kompatibilnosti s unosom hrane i ne izazivanja štetnih efekata po zdravlje organizma [3]. Zbog navedenih razloga je posljednjih nekoliko decenija veliki broj istraživanja usmjeren na identifikaciju novih antioksidanata iz prirodnih sirovina. Većina prirodnih antioksidanata su fenolna jedinjenja, tj. polifenoli, od kojih su najznačajniji fenolne kiseline i flavonoidi [4]. 
Fenolna jedinjenja su sekundarni biljni metaboliti koji su prisutni u svim biljnim tkivima. Njihova količina i sastav u biljkama ovise o raznim unutarnjim i vanjskim faktorima, u smislu da im se udio povećava usljed stresnih uvjeta [5]. Čine jednu od najbrojnijih skupina spojeva u prirodi, a do danas ih je otkriveno više od 8000 [6]. 
Antioksidativnost fenolnih kiselina raste sa povećanjem broja hidroksilnih grupa, pa tako npr. derivati dihidroksibenzojeve kiseline imaju veću antioksidativnu aktivnost u odnosu na derivate hidroksibenzojeve kiseline. Prema Pokorny [7], prisustvo više od tri hidroksilne grupe na aromatskom jezgru ne utiče na povećanje antioksidativne efektivnosti molekula.
Flavonoidi kao izuzetno važni prirodni antioksidanti su jedni od najčešće prisutnih fenola koji su široko rasprostranjeni u biljnim tkivima. Oko polovinu fenolnih jedinjenja koja se javljaju kod biljaka čine flavonoidi [8]. 
Biljni estrakti bogati flavonoidima su se vijekovima koristili kao efikasni antibaktericidni agensi, protiv mnogih bakterijskih sojeva kao što su Escherichia coli, Staphylococcus nervous, Staphylococcus epidermis, Saccharomyces cerevisiae [9]. Antioksidativne osobine pokazuju inhibiranjem enzima odgovornih za produkciju superoksil radikala, heliranjem metala koji su uključeni u reakcije nastanka slobodnih radikala i prevencijom peroksidacije [10]. 
Fenoli se mogu ekstrahovati iz svježih, zamrznutih, ili osušenih biljnih uzoraka. Obično se prije ekstrakcije biljni uzorak tretira mljevenjem ili mrvljenjem i homogenizacijom, a prethodno može biti osušen zrakom ili postupkom zamrzavanja. 
Klasična ekstrakcija osušenog biljnog materijala otapalima je najčešće korištena metoda ekstrakcije, zbog jednostavnosti primjene i efikasnosti [11]. Pored navedene metode, razvijen je i niz novih metoda, kao što su superkritična ekstrakcija i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom ili mikrovalovima, kako bi se smanjili vrijeme ekstrakcije i potrošnja otapala, te povećali prinos i kvalitet ekstrakta. 
Prinos ekstrakcije ovisi o vrsti otapala, tj. njegovom polaritetu, vremenu ekstrakcije i temperaturi, omjeru biljnog materijala i otapala, kao i hemijskom sastavu i fizikalnim svojstvima materijala koji se podvrgava ekstrakciji. Odabir odgovarajućeg otapala utiče na prinos i brzinu ekstrakcije [12], stoga otapalo treba zadovoljiti visok polaritet, nizak viskozitet, nisku tačku ključanja, hemijsku inertnost, toplinsku stabilnost, nerazgradivost, nezapaljivost i netoksičnost, ekološku prihvatljivost, dostupnost, nisku cijenu i mogućnost ponovne upotrebe [13]. Za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz biljnog materijala najčešće se koriste vodene otopine metanola [14], etanola [15] i acetona [16]. Etanol je posebno poželjno otapalo za ekstrakciju polifenola, jer je siguran za ljudsku potrošnju [17]. Kao otapalo za ekstrakciju fenolnih spojeva korišten je u širokom rasponu koncentracija, tj. od 20 do 100 % [18]. Altiok i sar. [16] su potvrdili važnost prisustva vode u organskom otapalu, koja pospješuje proces difuzije, te time olakšava ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog tkiva. Proveli su ekstrakciju fenolnih spojeva iz lista masline korištenjem vodenih otopina etanola i acetona, koncentracija u rasponu od 0 do 100 %. Primjenom vodenih otopina 70 % etanola i 90% acetona postigli su veći prinos ekstrakta nego korištenjem 100 % otapala. Primjenom otapala različitog polariteta je utvrđeno da se polarni flavonoidni spojevi lakše ekstrahuju iz biljnog tkiva korištenjem polarnijeg otapala.
Procesni uvjeti takođe imaju znatan uticaj na proces ekstrakcije. Porastom temperature dolazi do povećanja topivosti materije koja se ekstrahuje, koeficijent difuzije se povećava, a time i brzina prenosa mase u otopini. Produženjem vremena ekstrakcije povećava se količina prenesene materije, čija se brzina prenosa difuzijom postepeno smanjuje, usljed smanjenja gradijenta koncentracije i povećanja viskoziteta otopine. Međutim, kada se radi o ekstrakciji biljnih antioksidanata, tj. fenolnih jedinjenja, povećanje vrijednosti temperature i vremena ekstrakcije može uzrokovati hidrolizu i oksidaciju fenolnih spojeva, što dovodi do smanjenja prinosa fenolnog ekstrakta [11]. Durling i sar. [18] su proveli istraživanje uticaja vodenih otopina etanola koncentracija od 20 do 100 % na ekstrakcijski kapacitet izolacije fenolnih spojeva iz žalfije, varirajući vrijeme trajanja procesa ekstrakcije (od 1 do 6 sati) i temperaturu ekstrakcije (od 22 do 63°C). Najbolje rezultate su postigli primjenom vodenih otopina etanola koncentracije od 55 do 75%, pri temperaturi ekstrakcije od 40°C i vremenu ekstrakcije od 1 do 3 sata. Vrijeme trajanja ekstrakcije duže od 3 sata se ne preporučuje, kao ni temperatura viša od 63°C, jer dolazi do pojačanog isparavanja otapala i njegovog gubitka, kao i do ekstrakcije drugih, nefenolnih spojeva. Također, kako je ranije navedeno, predugo vrijeme ekstrakcije i visoka temperatura povećavaju mogućnost oksidacije fenolnih spojeva. Na efikasnost ekstrakcije, osim izbora otapala, temperature i vremena ekstrakcije, uticaj imaju i drugi parametri kao što su odnos otapala i uzorka  i veličina čestica [18]. Smanjenjem veličine čestica biljnog materijala koji se ekstrahuje, povećava se kontaktna površina između dvije faze, čime se povećava količina prenesene tvari u jedinici vremena.
Ovisno o upotrijebljenom otapalu tokom postupka ekstrakcije iz biljnog materijala, uz fenolne spojeve se ekstrahuju i drugi spojevi, kao npr. šećeri, organske kiseline, masti, proteini, pigmenti i sl., koje je potrebno ukloniti iz ekstrakta [5]. U ovom radu se u okviru eksperimentalnog istraživanja izvršilo ispitivanje uticaja prevashodno koncentracije etanolnog otapala na antioksidativna svojstva etanolnih ekstrakata lista žalfije.  


2. EKSPERIMENTALNI DIO

Za eksperimentalni dio rada obezbijeđen je biljni materijal - osušeno lišće biljke žalfije (Salvia officinalis L.), koja je uzgajana na plantažama MP Ljekobilje Trebinje tokom 2015 godine. Biljni materijal je usitnjen u električnom mlinu za kafu.
U radu su korišteni etanol (95-96%), metanol (99,5%), hlorogenska kiselina (99%), destilovana voda, katehin hidrat, Folin Ciocalteu reagens, AlCl3, 0,135 mM otopina otopina 2,2-difenil-1-pikrlhidrazila (DPPH), vodena otopina Na2CO3 (20%), natrijum hidroksid i natrijum nitrit (5%). Potrebne vodene otopine etanola koncentracija 40%, 50% i 60%, pripremljene su razblaživanjem sa destilovanom vodom.
Određivanje stepena usitnjenosti biljnog materijala izvršeno je korištenjem vibracionih sita. Srednji prečnik čestica biljnog materijala je dobijen primjenom izraza:

gdje je: 
mi - maseni procenat frakcije i,
di - srednji prečnik i-te frakcije,
d - stepen usitnjenosti.

Ekstrakcija biljnog materijala metodom maceracije provođena je korištenjem 40%, 50% i 60% vodenih otopina etanola. Pri svakom postupku, u erlenmajer od 250 ml je unesen biljni materijal definisanog stepena usitnjenosti, a zatim preliven odabranim otapalom, pri čemu je odnos biljnog materijala i otapala bio 1:10. Postupak se provodio u različitim vremenskim intervalima (30, 60, 90, 120, 150 i 180 minuta) na sobnoj temperaturi, uz povremeno miješanje. U dobijenim ekstraktima je određivana masa ukupnih fenola i praćen njihov prinos u zavisnosti od vremena ekstrakcije. Nakon toga je za utvrđeno optimalno vrijeme ekstrakcije provođen postupak ekstrakcije i na višim temperaturama (30º i 40º 50º C i 60 ºC), pri čemu je potrebno zagrijavanje obezbijeđeno pomoću vodene kupelji.
Određivanje sadržaja ukupnih fenola vršeno je spektrofotometrijskom metodom prema Folin-Ciocalteu i korištenjem hlorogenske kiseline kao standarda. Određivanje ukupnih flavonoida je rađeno metodom prema Markamu. Određivanje kapaciteta vezivanja slobodnih radikala (RSC) vršeno je DPPH metodom. Na osnovu poznate vrijednosti RSC određivana je vrijednost IC50, koja predstavlja koncentraciju ekstrakta potrebnu za inhibiciju 50% početne koncentracije DPPH radikala.   


3. REZULTATI ISTRAŽIVANJA I DISKUSIJA

U cilju provođenja istraživanja, osušeni biljni materijal je usitnjen, a zatim je korištenjem vibracionog sita izvršeno njegovo razdvajanje na frakcije, prema veličini čestica. Na osnovu proračuna dobijenih masenih frakcija izračunat je stepen usitnjenosti, koji je iznosio 0,206 mm. 
Za svaku pojedinu koncentraciju vodene otopine etanola (40%, 50% i 60%) pripremljeno je šest uzoraka žalfije datog stepena usitnjenosti, koji su podvrgnuti maceraciji u različitom vremenu trajanja postupka (30, 60, 90, 120, 150 i 180 min). Ekstrakcija je vršena pri sobnoj temperaturi, koja je iznosila 25,6 °C. Dobijene vrijednosti prinosa ukupnog fenolnog ekstrakta lista žalfije u zavisnosti od vremena ekstrakcije, za različite koncentracije vodenih otopina etanola kao otapala su prikazane na slici 1. 
Kao što se sa slike 1 vidi, najveći prinos fenolnog ekstrakta je dobijen tokom provođenja postupka ekstrakcije u trajanju od 60 minuta, pa se u nastavku istraživanja radilo sa ovim vremenom ekstrakcije.



Slika 1. Prinos fenolnog ekstrakta u zavisnosti od vremena ekstrakcije 


Također, najveći prinos fenolnog ekstrakta je dobijen primjenom 40% vodene otopine etanola, što potvrđuje zaključak da su vodeno-etanolna otapala vjerovatno najpogodnija za ekstrakciju, zbog različitog polariteta bioaktivnih konstituenata.
U nastavku istraživanja određen je sadržaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima dobijenim primjenom različitih temperaturnih režima, tokom vremena trajanja ekstrakcije od 60 minuta (slika 2). 



Slika 2. Sadržaj fenola i flavonoida u ekstraktu u zavisnosti od temperature ekstrakcije 


Na osnovu rezultata određivanja sadržaja ukupnih fenola i flavonoida tokom ekstrakcije lista žalfije pri različitim temperaturama (slika 2), došlo se do zaključka da se sa povećanjem temperature ekstrakcije smanjivao sadržaj ukupnih fenola i flavonoida, što se tumači njihovom degradacijom usljed visoke temperature. Dobijeni eksperimentalni rezultati sadržaja ukupnih fenola i flavonoida u zavisnosti od temperature ekstrakcije su se mogli fitovati linearnim jednačinama sa zadovoljavajućim koeficijentom regresije, koji je za sadržaj ukupnih fenola iznosio 0,9922 a za sadržaj ukupnih flavonoida 0,9845.
U radu je izvršeno i ispitivanje antioksidativnih svojstava ekstrakata dobijenih ekstrakcijom etanolnim otapalima različite koncentracije (40%, 50% i 60%) za prethodno optimalno utvrđeno vrijeme ekstrakcije od 60 minuta na sobnoj temperaturi, jer se tada dobijao najveći sadržaj ukupnih fenola i flavonoida. Određena je vrijednost IC50 za dobijene etanolne ekstrakte i ustanovljeno da je najmanju vrijednost IC50 (0,073 mg/ml) imao ekstrakt dobijen ekstrakcijom sa 40% etanolnim otapalom (on je pokazao najveću antioksidativnu aktivnost). Najveću vrijednost IC50 (0,078 mg/ml) imao je ekstrakt dobijen ekstrakcijom sa 60% etanolnim otapalom.   
U daljem istraživanju je ispitan uticaj temperaturnog režima ekstrakcije na antioksidativno dejstvo ekstrakta, primjenom 40% etanola kao otapala, tokom vremena ekstrakcije od 60 minuta. Na slici 3 prikazane su IC50 vrijednosti ekstrakata dobijenih pri različitim temperaturama ekstrakcije. Najmanja vrijednost IC50 utvrđena je za ekstrakt koji je dobijen pri sobnoj temperaturi od 25,6°C i iznosila je 0,073 mg/ml, što znači da je dati ekstrakt pokazao najbolju antioksidativnost, odnosno najbolju sposobnost inhibicije slobodnih DPPH radikala.  



Slika 3. Antioksidativna aktivnost ekstrakta u zavisnosti od temperature ekstrakcije


4. ZAKLJUČAK

Provođenjem postupka ekstrakcije žalfije primjenom 40, 50 i 60% etanola, pri temperaturi ekstrakcije od 25,6 °C (sobna temperatura ekstrakcije), prinos fenolnog ekstrakta se povećavao u prvih 60 minuta. Daljim produžavanjem vremena ekstrakcije prinos fenolnog ekstrakta je opadao za sve ispitivane koncentracije etanola. Iz tog razloga, kao optimalno vrijeme ekstrakcije izabrano je vrijeme od 60 minuta. Ovakvo ponašanje se može objasniti činjenicom da tokom dužeg vremena ekstrakcije dolazi do hidrolize i oksidacije fenolnih jedinjenja, što dovodi do smanjenja prinosa fenolnog ekstrakta.
Vodene otopine etanola sa većim udjelom vodene faze pokazale su bolja ekstraktivna svojstva. Najviši prinos fenolnog ekstrakta ostvaren je primjenom etanolnog otapala koncentracije 40% (13,7110%), dok je pri istim uslovima ekstrakcije najniži prinos (7,0256 %) dobijen etanolnim otapalom koncentracije 60%. Kao što se može zaključiti, prinos fenolnih ekstrakata dobijenih 40% etanolom u poređenju sa 60% etanolom bio je veći za 95,16%.
U radu je ispitivan i uticaj koncentracije etanolnih otapala (40%, 50, 60%)  na antioksidativnu aktivnost etanolnih ekstrakata. Dobijeni rezultati su pokazali da ekstrakti dobijeni primjenom vodeno – etanolnih ekstrakcionih otapala većeg udjela vodene faze  pokazuju veću antioksidativnu sposobnost, odnosno manju vrijednost IC50. Najmanja vrijednost IC50 upravo je dobijena kod ekstrakata dobijenih ekstrakcijom sa 40% etanolnim otapalom i iznosila je 0,073 mg/ml, dok je primjenom 60% etanolnog otapala ta vrijednost iznosila 0,078 mg/ml odnosno bila je 6,85% veća. Dokazano je da sadržaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktu žalfije doprinosi povećanju njihove antioksidativne aktivnosti. 
S obzirom da se 40% etanol pokazao najboljim otapalom, to je on izabran kao otapalo za ispitivanje uticaja temperature ekstrakcije na sadržaj fenola i flavonoida i antioksidativnu aktivnost ekstrakata lista žalfije. 
Povećanje temperature ekstrakcije imalo je negativan uticaj na sadržaj ukupnih fenola i flavonoida, zbog toplinske razgradnje fenolnih jedinjenja. Postepenim povećavanjem temperature sa 25,6°C do 60°C, došlo je do pada vrijednosti sadržaja ukupnih fenola za 10,1% i sadržaja ukupnih flavonoida za 45,12%.
Ekstrakti dobijeni primjenom 40% etanola kao otapala pri sobnoj temperaturi ekstrakcije od 25,6 °C pokazali su najbolje antioksidativno dejstvo, zbog najvećeg sadržaja fenolnih jedinjenja. 
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