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1. UVOD

Urtica dioica L. je visegodiSnja zeljasta biljka koja se moze koristiti kao ¢aj, za jelo, gnojivo, ili
njegu kose (Grli¢, 1990.). Biljka sadrzi 2,5% masti, 7% ugljikohidrata te 18% proteina, a uz
obilje vitamina i minerala bogata je i fitosterolima, lecitinom, taninima i fenolima.
Najzastupljeniji fenolni  spojevi koprive su kafeinska i klorogenska kiselina, fenil propan,
skopoletin (Otles i sur., 2012.; Bucar i sur., 2006.). Zbog sastava bioaktivnih spojeva kopriva je
medicinski vrlo vazna biljkka koja ima antikancerogeno, insekticidno, protuupalno i

antioksidativno djelovanje.

Udio i sastav djelatnih tvari u koprivi razlikuje se ovisno o dijelu biljke. Stabljika i listovi koprive
bogati su organskim kiselinama, vitaminima i mineralima, a kao najvaznije komponente istiu se
polifenoli (Bhuwan i sur., 2014.). Polifenoli ¢ine Siroko rasprostranjenu skupinu bioaktivnih
spojeva koji se medusobno razlikuju po kemijskoj strukturi i svojstvima. Od fenolnih spojeva
koprive najznacajniju su fenilpropani, kafeinska i klorogenska kiselina te skopoletin (Bucar i sur.,
2006.). Za ucinkovitu ekstrakciju polifenola vazno odabrati optimalne parametre i metode
ekstrakcije. Jedan od najcesce koristenih postupaka ekstrakcije polifenola je klasicna ekstrakcija
primjenom organskih otapala (najéesée vodene otopine alkohola), ali sve viSe se istrazuju
mogucnosti primjene novih tehnika poput ultrazvucne i mikrovalne ekstrakcije, ekstrakcije
primjenom visokog tlaka, ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku i sl.. Ekstrakcija
ovisi 0 brojnim faktorima poput temperature, vremena, vrste otapala za ekstrakcijute drugim
parametrima ovisno o postupku ekstrakcije. Cilj ekstrakcije neovisno o primjenjenoj metodi je
ostvariti Sto veci prinos fenola uz Sto manju upotrebu ekstrakcijskog otapala, kroz krace

vrijeme.

Svrha ovog rada je u uzorcima koprive s razliCitih podruéja uzgoja te u razlicitim dijelovima
biljike (u cijeloj biljci te u stabljici i listu) odrediti ukupni udio vlage, ukupne i pojedinacne

fenolne spojeve te antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KOPRIVA

Velika kopriva, Urtica dioica L., pripada carstvu Plantae, koljenu Magnoliophyta, razredu

Magnoliopsida, redu Urticales, porodici Urticaceae, rodu Urtica.

Kopriva je dvodomna zeljasta viSegodisnja biljka koja raste do visine od 1 do 2 m. Ima Siroko
razgranate rizome i vrijeze koji su jarko zute boje. Takve boje je i viSegodisnji korijen. Listovi su
zelene boje te srcolikog oblika s nazubljenim rubovima. DuZine su od 3 do 15 cm te su
smjesteni nasuprotno na cvrstoj i uspravnoj stabljici. Listovi i stabljika su prekriveni sitnim
dlacicama. Postoje dvije vrste dlacica - one koje "ne peku" i one koje "peku" (Asgarpanah i sur.,
2012.). Trihomi se prilikom dodira lome te se pretvaraju u male iglice koje se potom zabijaju u
kozu i ispustaju smjesu kemijskih spojeva od kojih su najvazniji acetilkolin, histamin, 5-
hidroksitriptamin (serotonin), moroidin i mravlja kiselina (Greenberg, 2003.). Nakon dodira s
ljudskom kozom djeluje kao iritans izazivajuéi bol, plikove i osje¢aj peckanja koji mogu trajati
Cak do 12 sati (Oliver i sur., 1991.). Kuhanjem u vreloj vodi gube se iritiraju¢a svojstva sto nam
omogucava da jedemo mlade izdanke koprive. Cvjetovi su organizirani u obliku cvata i nalaze se
u pazusistu listova, mali su i neugledni te mogu biti zelenkaste ili smede boje. Muski cvjetovi
sadrze samo prasnike, dok zenski imaju samo tucak ili organe odgovorne za proizvodniju

sjemena (Zargari, 1988.).

Kopriva je rasprostranjena diljem umjerene i tropske klime te raste u gotovo svim podrucjima
svijeta (Krystofova i sur., 2010.). JoS od antickih dana kopriva se smatra jednom od najvaznijih
biljaka u narodnoj medicini na podrucju Europe. Koristila se kao diuretik te u lijeenju artritisa i

reume.

Danas je kopriva medicinski vrlo vazna biljka i sastavni dio ljudske prehrane zbog bogatog
sastava minerala, vitamina, Kklorofila, aminokiselina, lecitina, karotenoida. Mnogi kemijski
spojevi, kao Sto su flavonoidi, tanini i steroli, izolirani su iz razli¢itih dijelova biljke (Krystofova i
sur., 2010.). Navedenim skupinama spojeva pripisuju se brojni pozitivni utjecaji kao sto je
antioksidativno (Mavi i sur., 2004.), protuupalno, antiulcerozno (Gulcin i sur., 2004.),
protuvirusno (Krystofova i sur., 2010.), antikancerogeno (Koch, 2001.), protubakterijsko,
antifunglano (Meepagala i sur., 2005.), antiandrogeno (Khouri i sur., 2005.) i insekticidno

(Barbosa i sur., 2011.) djelovanje.



Slika 2 Urtica dioica —trihomi (Asgarpanah i sur., 2012.)

Slika 1 Urtica dioica (Asgarpanah i
sur., 2012.)

2.2. KEMIJSKI SASTAV

Kopriva je bogat izvor brojnih bioaktivnih spojeva te sadrzi: aglutinin, lektin, koproporfirin,
acetofenon, alkaloide, lecitin, violaksantin, ksantofil, klorofil, stigmasterol, terpene,
klorogensku kiselinu, kafeinsku kiselinu, kumarinsku kiselinu, lignan, kemferol, kolin, histamin,
serotonin, acetilkolin, mravlju kiselinu, maslacnu kiselinu, karbonatnu kiselinu, pantotensku

kiselinu, linolnu i linolensku kiselinu, palmitinsku kiselinu i jantarnu kiselinu.

Kopriva takoder sadrzi 2,5 % masti, 14-17 % albumina i 18 % proteina u suhoj tvari. U jednom
kilogramu svjeze koprive nalazi se 130 mg vitamina C, 730 mg karotena i oksalata. Trihomi
sadrze mravlju kiselinu, histamin i acetilkolin. Listovi koprive sadrze provitamin A, vitamin B1, K,
ksantofil i sistosterin. Pepeo sadrzi 6,3 % zeljezo (III) oksida, kalija, kalcija i silicija (Otles i
Yalcin, 2012.).



2.2.1. Fenolni spojevi

Polifenolni spojevi jedna su od znacajnijih skupina bioaktivnih spojeva koprive, a do danas je u
razliCitim biljnim izvorima identificirano viSe od 8 000 razli¢itih polifenolnih spojeva od
jednostavnih molekula kao Sto su fenolne kiseline do slozenijih struktura kao Sto su tanini. To su
spojevi koji sadrze jedan ili viSe aromatskih prstena na koje su vezane jedna ili viSe hidroksilnih
skupina (Dai i Mumper, 2010). Osnovna podjela polifenola je na fenolne Kkiseline
(hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), flavonoide (antocijanini, flavonoli, flavanoli, flavoni),
tanine (kondenzirani i hidrolizirani) i ostale polifenolne spojeve kao Sto su kumarini i lignani
(Naczk i Shahidi, 2006).

Fenolne kiseline

Fenolne kiseline ¢ine oko trec¢inu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama, a prisutne su u
slobodnom ili vezanom obliku. U prirodi se rijetko nalaze u slobodnom obliku, najéesce dolaze u
konjugiranim oblicima te kao esteri (Macheix i sur., 1990.). Spadaju u neflavonoidne polifenolne
spojeve koji se s obzirom na strukturu mogu podijeliti na dva glavna razreda: derivate
hidroksicimetne (C3-C6) kiseline i hidroksibenzojeve (C1-C6) (Tsao, 2010.) (Slike 3 i 4). U
derivate hidroksibenzojeve kiseline pripada galna, p-hidroksibezojeva, siriginska i vanilinska

kiselina, a u derivate hidroksicimetne p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska kiselina.

Od fenolnih spojeva u koprivi su prisutni: fenilpropani, kafeinska i klorogenska kiselina te

skopoletin (Bucar i sur., 2006.).



HIDROKSICIMETNE
KISELINE:
R,
1. ferulinska R=F;=R4=H
H F:=0H
C =0CH
Rs \,._COOH Ri=OCH;
C
H 2.p- kumarinska  Fy=F.=H
R, R, F:=0H
3 kava R=F;=H
R:=F4=0H
4. sinapinska F,;=H
F:=0H

Slika 3 Derivati hidroksicimetne kiseline (Macheix i sur., 1990.)

HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE
IL.galna E1=R;=R:=0H
R1
2. protokatehinska E,=H
E:=R:=0H
R 2 COOH I.venilinska E;=H
R=0H
R3=0CH;
SIFINGINS, 7=
R, 4 ka R,=0OH
R;=R3=0CH;
Slika 4 Derivati hidroksibenzojeve kiseline (Robards i sur., 1999.)
Flavonoidi

Flavonoidi su spojevi Ciju osnovnu strukturu Cini difenilpropanski kostur C15(C6-C3-C6) u kojem
su dva benzenska prstena (A i B) povezana piranskim prstenom C koji sadrzi kisik. (Slika 5).
Razli¢iti razredi flavonoida razlikuju se po stupnju oksidacije i supstituciji C prstena, dok se

pojedinacni spojevi u razredu razlikuju prema supstituciji prstenova A i B (Kumar i sur., 2013.).
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Prema nomenklaturi, osnova struktura flavonoida je kemijski spoj difenilpropan iz kojeg
gubitkom vode i zatvaranjem C prstena nastaje flavan, a iz njega se izvodi odredeni broj
osnovnih struktura flavonoida: flavanoni, flavan-3-oli, flavoni, antocijanidini i izoflavoni. Neki se
od njih mogu smatrati derivatima benzo-y-pirona ili benzo-y-pirana. Navedeni spojevi mogu biti
hidroksilirani, metoksilirani i glikozidirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a ¢esto sadrze i
acilne skupine na razli¢itim poloZajima osnovne flavonoidne

strukture ili glikozidnog dijela. Kod flavonoida takoder postoji i velika sklonost umrezavaniju i
polimerizaciji (npr. tanini) (Kazazi¢, 2004.).

Od flavonoida u koprivi su prisutni: kampferol, izoramnetin, kvercetin, izokvercitrin, astragalin i
rutin (Ellnain Wojtaszek i sur., 1986.)
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flavon-3-ol antocijanidin izoflavon

Slika 5 Osnovna struktura i skupine flavonoida (Kazazi¢, 2004.)
2.2.2. Karotenoidi

Karotenoidi su podjeljeni u karotene i njihove oksidirane derivate (ksantofili), a ugljikov kostur
Cine izoprenske jedinice (Liu, 2004) (slika 6). Procjenjuje se da je viSe od 600 razlicitih
karotenoida, koji su izolirani i identificirani Zute, narancaste i crvene boje i prisutni su u velikom

broju voca, povrca, cjelovitih Zitarica i drugih biljaka. Karotenoidi su dobili znacajnu pozornost



zbog njihovih jedinstvenih fizioloskih funkcija kao Sto su provitaminski i antioksidativni ucinci. B-

karoten i likopen su primjeri ciklicke i aciklicke strukture karotenoida.

Karotenoidi su prije svega prisutni u ¢rans obliku u prirodi. SrediSnji dio molekule je dugi niz
konjugiranih dvostrukih veza. B-karoten, a-karoten, i B-kriptoksantin imaju provitaminsko
djelovanje i mogu se prevesti u retinol (vitamin A) nakon metaboliziranja. Zeaksantin i lutein su
karotenoidi bitni za makularnu regiju (Zuta pjega) u mreznici oka kod ljudi. Dijeta bogata
zeaksantinom i luteinom je povezana sa smanjenim rizikom od razvoja katarakte i makularne
degeneracije. Voce i povrée narancaste i zute boje (mrkva, bundeva, papaja, slatki krumpir...),
bogati su izvori B-karotena. Tamno zeleno lisnato povrée (Spinat, kelj, kupus, brokula...), bogat
su izvor luteina i zeaksantina. Karotenoidi igraju bitnu ulogu u fotosintezi i imaju ulogu foto-
zastite u biljkama. Astaksantin, zeaksantin, lutein vezu slobodne radikale zbog jedinstvenog
kraja funkcionalne skupine. Od karotenoida, u koprivi su prisutni: B — karoten, hidroksi-B-

karoten, lutoksantin, lutein epoksid i violaksantin (Ellnain Wojtaszek i sur., 1986.).

NN

a-karoten

HOY B-kriptoksantin

\\\\\\\\\\ NS

delta karoten

A AN i

Slika 6 Karotenoidi (Fiedor i sur., 2014.)



2.2.3. Klorofil

Klorofili su pigmenti zasluzni za zelenu boju biljaka, ali i najvazniji su spojevi na zemlji zbog
svoje znacajne uloge u apsorpciji i prijenosu svjetlosne energije u fotosintezi (Willows, 2004.).
Kemijski gledano, klorofili su esteri dikarbonske kiseline, klorofilina i alkohola fitola (Slika 7).
Osnovna gradevna jedinica je porfirinski prsten s magnezijem u srediStu na koji su vezana Cetiri
pirolova prstena. Na porfirinsku jezgru, koja je hidrofilna, vezan je fitolni rep, koji je hidrofoban
i lipofilan. Klorofili @i 6 najvaznije su skupine klorofila u biljkama, kemijski su srodni oblici te
imaju karakteristicnu zelenu boju zbog apsorpcije plavog i crvenog svijetla, s tim da je klorofil a
modrozelen, a klorofil b Zutozelen. Njihov kvantitativni odnos otprilike iznosi 3:1. Razlika u
strukturi klorofila @i b vidljiva je na tre¢em (III) pirolnom prstenu. Klorofil @ na toj poziciji ima
metilnu skupinu (-CHs), dok je kod klorofila 6 to aldehidna skupina (-CHO) (Von Wettstein i sur.,
1995.). Klorofil a je primarni fotosintetski pigment jer se nalazi u reakcijskom sredistu
fotosistema i omogucuje pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku, dok u sekundarne metabolite
zbog pomocne i zastitne uloge, ubrajamo sve ostale klorofile i druge fotosintetske pigmente
(Taiz i Zeiger, 2010). Klorofili imaju anti-mutagenu i antioksidacijsku aktivnost zbog moguénosti
prekidanja reakcije radikala uzrokovane autooksidacijom putem mehanizma kojemu je vodik

donor (Ferruzzi i sur., 2002.).



Klorofil a Klorofil b

Slika 7 Klorofil @i 6 (keminfo.pef.uni-lj.si)

2.3. METODE EKSTRAKCIJE
2.3.1. Ekstrakcija otapalima

Ekstrakcija je postupak potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje imaju nejednaku
topivost u razli¢itim otapalima. Ona je opcenito prvi korak u izolaciji ciljanih skupina spojeva iz
biljnih materijala. Ekstrakcije otapalima najc¢esce su koristeni postupci za pripremu ekstrakata iz
biljnog materijala zbog svoje jednostavnosti koriStenja, ucinkovitosti i Siroke primjene (Dai i
Mumper, 2010.). Ekstrakcija polifenolnih spojeva zahtjevna je zbog njihove kemijske strukture i
njihovih interakcija s drugim spojevima. Sastav i struktura polifenolnih spojeva koji se izdvajaju

odreduju uvjete ekstrakcije.

Najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na ekstrakciju polifenolnih spojeva iz biljnih materijala su
(Takeuchi i sur., 2009.):

-otapalo

-temperatura


http://keminfo.pef.uni-lj.si/e-kemija/pomen_barvil/index.html

-vrijeme kontakta

-omjer otapala i otopljene tvari
-veli¢ina Cestica i

-pH

Ekstrakcija polifenola zahtjevna je zbog znacajne razliCitosti u kemijskoj strukturi te
medusobnim interakcijama ili interakcijama s drugim skupinama spojeva. U biljnim tkivima
polifenoli su najcesce prisutni u obliku glikozida pri ¢emu spojevi iz skupine flavonoida imaju
vezanu molekulu Secera najc¢eS¢e na C3, C5 ili C7 atomu, dok s proteinima mogu stvoriti
polimerizirane derivate razliCite topljivosti. Njihove kemijske strukture i interakcije s drugim
spojevima koji se mogu pronaci u hrani nisu u potpunosti poznati te je zato vrlo vazan odabir
dobrog otapala i uvjeta ekstrakcije. Polifenoli su osjetljivi na oksidaciju te visoke temperature i
alkalna sredina mogu uzrokovati njihovu degradaciju zbog Cega je potrebno optimirati uvjete

ekstrakcije (Druzynska i sur., 2007.).
Uvjeti ekstrakcije

Odvajanije topljivih polifenolnih spojeva iz biljaka moze se provesti difuzijom ¢vrstog materijala
(bilinog tkiva) koristeci otapalo koje je selektivnho za ciljane skupine spojeva. Svaki biljni
materijal ima odredene specificnosti koje mogu znacajno utjecati na ekstrakciju polifenolnih
spojeva (fizikalno kemijska svojstva ciljanih bioaktivnih spojeva, osjetljivost na toplinu, svjetlost,
enzimsku i ne-enzimsku razgradnju, koncentraciju kisika itd.). Prema tome, vazno je razviti
optimalne metode ekstrakcije za kvantificiranje i identifikaciju polifenola (Takeuchi i sur.,
2009.).

1. Otapalo

Pri odabiru otapala treba uzeti u obzir polarnost polifenola i samog otapala. Poznato je da su
polarna otapal efikasnija u ekstrakciji polarnih tvari, a nepolarna otapala kod ekstrakcije
nepolarnih tvari. Otapala kao Sto su metanol, etanol, aceton, etil acetat i njihove kombinacije
koriste se za ekstrakciju polifenola iz biljnog materijala i ¢esto se mijeSaju s vodom u razli¢itim

omjerima. Odabirom pravog otapala utjece se na koli¢inu i udjel ekstrahiranih polifenola (Dai i
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Mumper, 2010.). Vodene smjese acetona dobra su otapala za polarne polifenole, ali njihova
primjena moze dovesti do neprihvatljivog udjela zaostalog acetona u ekstraktima. Takoder
pokazalo se da se polifenoli s vecom molekularnom masom bolje ekstrahiraju s vodenom
otopinom acetona, a za ekstrakciju polifenola manje molekulske mase bolji je metanol.
Medutim, oba otapala nisu nasla veliku primjenu u prehrambenoj industriji zbog loseg utjecaja
na ljudsko zdravlje. Voda i etanol najcesce se koriste zbog svoje niske toksi¢nosti i visokog
ucinka ekstrakcije, s moguénoséu podeSavanja polarnosti otapala mijeSanjem etanola i vode u
razliCitim omjerima (Dent i sur., 2013.). Voda je univerzalno otapalo koje se koristi za
izdvajanje biljnih metabolita iz ljekovitih biljnih vrsta. Iako je voda dobro otapalo za polifenole,
ucinak ekstrakcije vodenim otapalom je manji nego primjenom organskih otapala, dijelom zato
Sto su polifenoli prisutni u biljnim tkivima cesto vezani za proteine i polisaharide vodikovim
vezama i hidrofobnim vezama. Stoga dobro otapalo za ekstrakciju mora ne samo imati dobru
mo¢ otapanja, ve¢ takoder imati sposobnost cijepanja vodikovih veza. To je ujedno i razlog
zasto se za ekstrakciju, kao otapala, obicno koriste mjeSavine vode i organskih otapala (Miralai i
sur., 2008). Osim vode, kao otapala u prehrambenoj industriji koriste se organska otapala i
tekudi plinovi. Ako se ekstrakti ljekovitih biljaka koriste za ljudsku upotrebu, primjena otapala za
ekstrakciju propisana je posebnim zakonskim propisima. Prema Europskoj farmakopeji

dopustena su sljedeca otapala:

e voda (s dodatkom kiselina ili baza )

e prehrambeni proizvodi sa svojstvima otapala
e etanol

Pri koristenju vode i drugih prehrambenih proizvoda sa svojstvima otapala, pretpostavlja se da
njihov zaostatak u ekstraktu nije Stetan za ljude. Nasuprot tome, kod primjene industrijskih

otapala definirani su maksimalni udjeli otapala koji smiju zaostati u ekstraktu (Bart, 2011.).
2. Vrijeme i temperatura ekstrakcije

Ovi parametri su takoder vazni su za ekstrakciju te se moraju optimizirati jer efikasnost procesa
uvelike ovisi upravo o temperaturi i vremenu. PoviSene temperature ekstrakcije poboljSavaju
ucinkovitost procesa povecanjem topljivosti otopine i koeficijenta difuzije. Medutim, kod

polifenolnih spojeva treba obratiti pozornost na njihovu stabilnost tijekom procesa jer polifenolni
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spojevi, kod dugotrajnih ekstrakcija i visokih temperatura, lako hidroliziraju i dolazi do njihove
toplinske razgradnje (oksidacije) te gubitka aktivnosti Sto rezultira smanjenim udjelom
polifenola u ekstraktima. Na primjer, kod konvencionalnih metoda ekstrakcije antocijanina,
ekstrakcija se obi¢no provode na temperaturama u rasponu od 20 do 50°C jer je pri
temperaturama vedim od 70°C pokazano da uzrokuju brzu razgradnju antocijanina (Dai i
Mumper, 2010.).

3. Velicina Cestica i pH

Na udjel polifenola ekstrahiranog iz biljnog materijala bitno utjece i razli¢ita veli¢ina Cestica
uzorka. Prijenos tvari iz biljaka moZe se poboljsati korisStenjem manjih Cestica radi poboljSanja
prodiranja otapala u biljni materijal te povecanja brzine ekstrakcije polifenola i ucinka
ekstrakcije. Medutim, veli¢ina Cestica mora biti ogranicena jer zbog izuzetno malih Cestica, koje
obi¢no imaju tendenciju spojiti se u aglomerate, dolazi do smanjenja prodiranja otapala u biljni
materijal, Sto negativno utjeCe na postupak prijenosa tvari (Takeuchi i sur., 2009.). Jedan od
parametara koji moze utjecati na efikasnost ekstrakcije je i pH vrijednost otapala. Za polifenole
vecina ekstrakcija izvode se u kiselim uvjetima, jer su opcenito stabilniji u nizem pH podrudju, a
kiseli uvjeti pomazu polifenolima da ostanu neutralni te se tako lakSe ekstrahiraju organskim

otapalima.
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2.3.2. Ekstrakcija ultrazvukom

Djelovanjem ultrazvuka moguce je poboljSati bioraspolozivost mikronutrijenata zadrzavajuci
pritom njihova izvorna svojstva. Takoder, moguce je izbje¢i nastajanje slobodnih radikala, ali
oni ponekad mogu biti korisni kod ciljane hidroksilacije polifenolnih i karotenoidnih spojeva ¢ime

se omogucuje povecanje njihove bioloske aktivnosti (Ashokkumar i sur., 2008.).

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 i Luche, 1996.). On ne uzrokuje fizicke niti kemijske promjene u
svojstvima medija na koji je primijenjen te se zato smatra neinvazivhom 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 bacvama ili tankovima, koncentracije tvari u hrani itd. Ultrazvuk
visokog intenziteta s 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 fizicke promjene materijala te odredene kemijske reakcije u materijalima
na kojima je primijenjen. Koristi se za ciS¢enje (Crawford, 1963.), otplinjavanje tekuéina,
homogenizaciju tekucina (Villamiel i de Jong, 2000.), suSenje, omekSavanje mesa, ekstrakciju,
emulgiranje (Povey i Mason, 1998.), destilaciju, kristalizaciju (Mason i sur., 1996.), sterilizaciju
itd.

2.3.2.1 Mehanizam i djelovanje ultrazvuka. Ultrazvuk visokog intenziteta moze se stvoriti
na razliite nacine, pokretanjem tekucine, mlazom plina ili pomocu elektricne snage (najcesce
koristeno u prehrambenoj industirji). Generator pretvara napon istosmjerne struje u visoke
frekvencije od cca. 25 kHz (25.000 ciklusa po sekundi) elektricne energije. Elektricna ili
mehanicka energija se pretvara u energiju zvuka pomocu ultrazvucnih pretvaraca. Uslijed
privlacenja polariziranih molekula dolazi do pojave mehanickih vibracija koje se pojacavaju na
pojacalu te se ultrazvucni valovi sondom emitiraju u medij. Prolaskom ultrazvucnog vala kroz
medij dolazi do nastanka longitudinalnih valova, Sto pak dovodi do stvaranja podrucja
promjenjivih kompresija i ekspanzija tlaka (Sala i sur., 1995.; Povey i Mason, 1998.). Dolazi do
formiranja milijuna mikroskopskih mijehuri¢a (Supljina), koji se proSiruju pod utjecajem

negativnog tlaka, a potom naglo implodiraju pod utjecajem pozitivnog tlaka. Ultrazvucne zrake
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mogu biti usmjerene geometrijski; primjerice pomocu leéa ili sa sfernim zakrivljenim sondama te

elektronickim putem; podeSavanjem relativne faze elemenata u podruéje sonde ("faznom

polju™).

2.3.2.2. Kavitacija. Prilikom Sirenja zvu¢nog vala kroz tekuéi medij nastaju longitudinalni
valovi Sto dovodi do izmjeni¢nih ciklusa kontrakcije i ekspanzije medija na koji se djeluje i
ekspanzivnih vrtloga. Posljedica oscilacija tlaka su mjehurici koji osciliraju. Oni u fazi ekspanzije
malo viSe narastu nego Sto se smanje tijekom faze kompresije (Suslick, 1990.). U trenutku kada
mjehuri¢ dosegne kriticnu veli¢inu gubi mogucnost apsorpcije energije, a bez ulazne energije
Supljina se ne moze samo odrzavati i mjehuri¢ se uruSava sam u sebe. Kriticna veli¢ina
mjehuriCa uvjetovana je primijenjenom frekvencijom i medijem koji se tretira, npr. pri
frekvenciji ultrazvuka od 20 kHz, kritiCna veliCina je okvirno 170 pm (Suslick, 1994.). Kada
energija ultrazvuka nije dovoljna da se zadrzi plinska faza, u mijehuriéu dolazi do brze
kondenzacije, te se kondenzirane molekule sudaraju velikom brzinom, pri ¢emu nastaju udarni
valovi. Takvi udarni valovi uzrokuju vrlo visoke temperature (do 5500 K) i tlakove (do 100 MPa)
(Leighton, 2007.; Suslick, 1990.), Sto dovodi do mijenjanja fizikalno kemijskih svojstava lokalnih

molekula.
Kompresija
Akustiémi
prtisak j : Q c Q Q Q Q c Q Q c
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Slika 8 Usporedba ciklusa kompresije i ekspanzije sa formiranjem, rastom i implozijom
kavitacijskog mjehuri¢a (Suslick, 1994.)
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2.3.2.3. Ekstrakcija ultrazvukom. Metodom ultrazvucne ekstrakcije bioaktivnih spojeva
nastoji se smanijiti uporaba ekstrakcijskih otapala ili ih potpuno izostaviti u samome postupku.
Takoder, snizava se temperatura ekstrakcije, a povecavaju se prinosi procesa. Sam ultrazvuk
omogucuje bolje prodiranje otapala u materijal, te bolji prijenos mase, dolazi do direktnog
kontakta sadrZaja stanice Cija se stjenka razara i time se povecava ucinkovitost ekstrakcije
(Vinatoru, 2001.). Ekstrakcija bioaktivnih komponenti ultrazvukom (20-100 kHz) jedna je od
novijih tehnika koje omogucuju visoku reproducibilnost u kracem vremenu (Caili i sur., 2006.),
jednostavnije rukovanje, nize temperature te koristenje manjih koli¢ina otapala (Chemat i sur.,
2008.). Tijekom tretiranja ultrazvukom kavitacije uzrokuju bubrenje stanica te probijanje
stanicnih stjenki (Vinatoru, 2001.), sto omogucuje visoku brzinu difuzije kroz stani¢nu stjenku te
jednostavnije ispiranje sastojaka stanice. Uz otapalo i temperaturu, za optimiziranje procesa
ekstrakcije i ostvarivanje maksimalnog prinosa ciljanih spojeva potrebno je dobro optimirati
faktore ultrazvucnog tretiranja poput frekvencije, vremena tretiranja, snage ultrazvuka te

distribucije ultrazvucnih valova (Wang i Weller, 2006.).
2.3.3. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalovi su dio elektromagnetskog zracenja. Elektromagnetsko zracenje je gibanje energije i
nastaje kao fizikalni fenomen protoka elektricne struje kroz vodic. Elektromagnetski valovi su
titraji medusobno povezanog elektricnog i magnetskog polja, koji se Sire prostorom. Protok
struje kroz zicu rezultira stvaranjem dvaju polja, elektricnog i magnetskog, koja okruzuju vodic,
a promjena smjera gibanja struje (elektrona) uzrokuje pulsiranje oba polja i stvaranje
elektromagnetnih valova koji se Sire okomito na smjer struje koja ih je izazvala (Veggi i sur.,
2013.).

2.3.3.1. Mehanizam mikrovalnog zagrijavanja. Mikrovalovi su oblik elektromagnetskog
zraCenja raspona valnih duljina od 1 mm do 300 mm, a frekvencija od 300 GHz do 1 GHz
(Hrvatska enciklopedija 1V, 2002.). Mikrovalovi se ne ubrajaju u ionizirajuée zracenje, jer
njihova energija nije dovoljna za ionizaciju atoma. Prodiru u dielektricne materijale, u koje
pripadaju i ljudska, Zivotinjska i biljna tkiva. Pod utjecajem mikrovalova molekule u tkivu titraju,
a tkivo se zagrijava. U hrani, mikrovalovi utjeCu na molekule vode, masti, SecCera, te nekih
drugih molekula. Mehanizam mikrovalnog zagrijavanja djeluje na dva simultana nacina. Prvi je
rotacija dipola uslijed djelovanja elektromagnetskog zracenja, a drugi je ionska vodljivost, tj.

zamjena iona izmedu rastvorene tvari i otapala (Favretto, 2004.). Rotacija dipola, tj. dipolnih
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molekula se dogada pod utjecajem elektromagnetskog zracenja, u ovom sluc¢aju mikrovalova.
Mikrovalovi svojim promjenjivim magnetskim svojstvima uzrokuju dipolno poravnanje, tj.
zakretanje, a uslijed ¢ega, zbog medusobnog trenja izmedu molekula, dolazi do pretvaranja
elektromagnetske energije u toplinsku. Ionska provodljivost je elektroforetska migracija iona
pod djelovanjem elektromagnetskog polja, a otpor otopine tom toku iona uzrokuje trenje koje

zagrijava otopinu. (Veggi i sur., 2013.).

2.3.3.2. FEkstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE). Mikrovalovima olakSana
ekstrakcija (Microwave-assisted extraction, MAE) je metoda koja koristi energiju mikrovalova za
zagrijavanje otapala s ¢vrstom tvari s ciljem izdvajanja komponenti uzorka u otapalo. Energija
mikrovalova zagrije polarno otapalo u kontaktu s Cvrstim uzorkom i na taj nacin smanjuje
vrijeme ekstrakcije i koli¢inu potrebnog otapala (Veggi i sur., 2013.). Metoda se cesto
upotrebljava za analizu izuzetno malih koli¢ina organskih spojeva u Cvrstim materijalima, tj. za
ekstrakciju prirodnih spojeva poput polifenola iz biljnih materijala. Pomoéu MAE je moguée
dobiti udjele ekstrahiranih tvari slicne onima dobivenim tradicionalnim, standardnim metodama,
ali uz puno krace vrijeme, Sto je zbog ustede na energiji (nema dodatnog zagrijavanja)
ekonomski isplativo. MAE moze i negativno djelovati na ekstrahirane tvari (bioaktivne spojeve
ukljucujuéi polifenole) ako se temperatura otopine previse i/ili prenaglo povisi. U tom slucaju
moze doc¢i do razgradnje polifenola ili do njihovog onecis¢enja drugim, neZeljenim
komponentama biljnog materijala. Mikrovalna ekstrakcija je alternativa tradicionalnoj kruto -
tekucoj ekstrakciji za ekstrakciju sekundarnih metabolita iz biljaka (Veggi i sur., 2013.)
Parametri ekstrakcije ovise o tipu i osobinama otapala te tvari koja se podvrgava ekstrakciji.
Zagrijavanje otopine ovisi 0 sposobnosti otapala da apsorbira mikrovalnu energiju i pretvori je u
toplinu. Migracija otopljenih iona povecava prodiranje otapala u matriks ¢vrste tvari i tako potice
otapanje tvari koju zelimo izolirati (Favretto, 2004.). Za MAE su se u prvim danima primjene
koristile obicne mikrovalne pecnice, koje su se koristile i u kucanstvima. S vremenom se
upotreba mikrovalova Sirila i obuhvatila je i lako hlapiva i zapaljiva otapala Sto je potaknulo
razvoj komercijalnih sustava za mikrovalovima olakSanu ekstrakciju. Dva su dostupna sustava.
Prvi, za ekstrakciju pri kontroliranom tlaku i temperaturi koristi zatvorene posude (za niske ili
visoke temperature ekstrakcije), a drugi mikrovalne ekstraktore pri atmosferskom tlaku. Tlak u

ekstrakcijskim posudama ovisi o vrsti, koliCini i vreliStu otapala (Favretto, 2004.).
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Na ucinkovitost MAE utjeCe snaga mikrovalova, temperatura, vrijeme trajanja ekstrakcije i izbor
otapala. Sto je snaga ekstraktora veca, veca je i dostavljena elektromagnetska energija, a
snaga je povezana s vremenom trajanja ekstrakcije (niza snaga/duze vrijeme i obratno, viSa
snaga/ krace vrijeme ekstrakcije). Zbog tog razloga se biljni materijal ili dulje zradi
mikrovalovima uz nisku do umjerenu snagu ili kratko vrijeme ako je snaga visoka. U slucaju kad
je upotrjebljena snaga veca, postoji mogucnost pucanja biljnog materijala pa se zeljena tvar
onecisti drugim komponentama (Veggi i sur., 2013.). Visa temperatura poboljSava difuziju
otapala u unutrasnjost biljnog materijala i izdvajanje Zeljenih komponenata. Tako se postize
bolji ekstrakcijski ucinak, ali svaka tvar ima svoj gornju temperaturnu granicu. Ako se ta granica

prekoradi, dolazi do razgradnje (Veggi i sur., 2013.)
Odabir otapala ovisi o:
1. topljivosti ciljanih bioaktivnih komponenti
2. selektivnosti otapala prema toj tvari (ali ne i za ostale komponente)
3. sposobnosti otapala da prodre u i da stupi u interakciju sa matriksom ¢vrste tvari
4. dielektricnoj konstanti otapala
5. mogucnost dobrog upijanja energije mikrovalova

NajceS¢e se koriste otapala za klasicnu ekstrakciju (npr. etanol, metanol, voda itd.) Duza
ekstrakcija znadi i vecu koli¢inu ekstrahirane tvari, ali i veCu mogucnost razgradnje. Zato je
bitno odrediti optimalno vrijeme ekstrakcije. Na trajanje ekstrahiranja, isto kao i na druge

parametre, utjeCu osobine biljnog materijala, tvari koja se ekstrahira i otapala (Favretto, 2004.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom dijelu prikazano je istrazivanje koje su proveli Otles i sur. (2012.)
3.1. MATERIJALI

3.1.1 Uzorci koprive

Uzorci su skupljeni s Egejskog, Crnog, Marmara i Sredozemnog mora. Nakon berbe uzorci su
oprani i osuseni, te su odvojeni korijen, stabljika i listovi. Uzorci su pakirani u plasticnim

vrecicama te cuvani na -20°C do provodenja analiza.
3.1.2 Priprema uzoraka i ekstrakcija

Dijelovi biljke su usitnjeni kako bi se pospijesSila ekstrakcija. Kao ekstrakcijsko sredstvo koristila
se 80% vodena otopina metanola. Za analizu se odvagalo po 1 g svakog uzorka kojemu se
doda 10 mL ekstrakcijskog sredstva te se ostavi u ekstraktoru na 1 h na temperaturi od 50°C.
Ekstrakcija se odvijala u zatvorenom sustavu kako bi se izbjegao gubitak ekstrakcijskog

sredstva. Nakon Sto je ekstrakcija zavrSena eluat se filtrira.
3.1.3 Kemikalije i standardi

Kemikalije — Folin—Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, E9252), octena kiselina (Panreac,
361008), natrijev karbonat (J.T. Baker, 2024), DPPH (2,2 difenil, 1, picrilhidrazil),
kromatografski Cisto otapalo metanola (Labscan, A17C11).

Standardi — galna kiselina (Sigma, G7384), ferulicna kiselina (Fluka, 42280), rutin (Sigma,
R5143), mirecitin (Sigma, M6760), siringicna kiselina (Sigma, S6881), kafeinska kiselina (Sigma,
C0625), klorogenska kiselina (Sigma, C3878), kvercitin hidrat (Sigma, 337951), p-kumarinska
kiselina (Sigma, C9008), kampferol (Sigma, K0133), katehin hidrat (Fluka, 22110), fumarinska
kiselina (Fluka, 47910), vanilinska kiselina (Fluka, 94770), naringin (Sigma, N1376), elaginska
kiselina (Sigma, E2250), izoramnetin (Fluka, 17794).
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3.2 METODE
3.2.1 Odredivanje udjela viage

Udio vlage se odredivan je kako slijedi: Izvagano je 3 g (£ 0,001g) koprive svakog dijela biljke
(korijen, stabljika, listovi) i stavljeno u prethodno izvaganu i zagrijanu posudu za vaganje (1 h,
103 +2°C) te suseno 4 h, 103 +£2°C. Potom su stavljene na hladenje u eksikatoru do sobne
temperature, 30 min. Nakon S$to su ponovno izvagani, uzorci su ponovno stavljeni 1 h na

susenje, taj postupak se ponavlja dok se ne dode do konstantne mase.

Udio vlage se racunao po sljedecoj formuli: % vlage = [mln;mZ] x100.

ml-pocCetna masa uzorka prije susenja (g)

m2-konacna masa uzorka nakon susenja (g)

3.2.2 Odredivanje ukupnog udijela fenolnih spojeva
Ukupni fenolni spojevi odredivani su Folin-Ciocalteau metodom.
Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajuéim
reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline,
koja reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom Cega se fenoksidion oksidira, a Folin-Ciocalteau
reagens reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999.).
Nakon dva sata reakcije u kojoj svi polifenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom,
spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough i Amerine,
1988.). Ocitanje apsorbancije proporcionalno je intenzitetu proizasle plave boje i koncentraciji

antioksidansa.

250 /L FC reagensa je dodano u 50 /L ekstrakta koprive te se nakon 5 min dodaje 750 (L 7%
otopine Na,CO;. Smjesa se nadopuni s 5mL deionizirane vode i ostavi ha tamnom mjestu 120

min na sobnoj temperaturi kako bi se reakcija provela do kraja. U slijepu probu se umjesto 50
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/L uzorka dodao isti volumen 80%-tne otopine metanola. Apsorbancija se mjerila na 760 nm,
dok se ukupni udio fenola odredivao iz bazdarnog dijagrama te se izrazavao kao ekvivalent

galne kiseline mg/g suhe tvari.
3.2.3. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta DPPH metodom

Mjerenje antioksidativnog kapaciteta uzoraka koprive se provodilo korisStenjem DPPH metode.
6x 10°M otopina DPPH je pripremljena pomocu &istog metanola. 2 /L otopine DPPH je dodano
u 10 zL uzorka ili standardne otopine, te je ostavljeno na tamnom mjestu 20 min. Nakon toga
se mjerila apsorbancija pri 515 nm. Cisti metanol je bio slijepa proba, a kao kontrolni uzorak se
koristila 100 /L deionizirane vode umjesto uzorka. Antioksidativni kapacitet se odredivao iz
bazdarnog dijagrama koji je dobiven uporabom razli¢itih koncentracija otpine galne kiseline (10-
100 ppm).

3.2.4. HPLC analiza fenolnih spojeva

Za analizu su uzeti metanolni ekstrakti uzoraka koprive koji su prethodno profiltrirani na mikro
filteru (0,45 pm). Kvantitativno i kvalitativno odredivanje fenolnih spojeva (kafeinske kiseline,
vanilinske kiseline, naringina, siringinske kiseline, ferulinske kiseline, elaginske kiseline,
miricetina, kampferola, izoramnetina, katehina, klorogenske kiseline, p-kumarinske kiseline,
rutina i galne kiseline) u uzorcima koprive je provedeno HPLC analizom. Kao eluensi su se
koristile otopine A i B; A se sastoji od 2% octene kiseline, 10% metanola i 88% deionizirane
vode; B se sastoji od 2% octene kiseline, 90% metanola i 8% deionizirane vode. Koristio se
gradijentni eluacijski program; 0-11 min, 100% A; 30-40 min, 35% A i 65% B; 42 min, 100% B.
Brzina protoka je iznosila 1 mL/min, temperatura je 40°C, injektirani volumen je bio 20 /.

Istovremeno se apsorbancija odredivala pri valnim duljinama od 254, 270, 280 i 370 nm.
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4. REZULTATI

Prikazani su rezultati za biljke nadene na Sredozemnom, Egejskom, Marmara i Crnom moru. U
tablicama (1-5) su prikazani podatci o ukupnom udjelu vlage, ukupnim fenolima i polifenolnom

sastavu te antioksidacijski kapacitet polifenolnih spojeva u cijeloj biljci te u listu i stabljici.
MO1- uzorak biljke U.dioica sa Sredozemnog mora

A09 — uzorak biljke U.dloica s Egejskog mora

B52- uzorak biljke U.dioica sa Crnog mora

MS16- uzorak bilijke U.dloica s Marmara mora

Tablica 1 Udio vlage, ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet u svjezoj biljci U.dloica

Uzorak Udio viage (%) Ukupni polifenoli DPPH
(mgGAE/gDM) (mgGAE/gDM)
MO1 84,61+0,05 157,27+45,33 147,20+2,09
A09 88,84+0,18 113,69+2,8 145,83+0,39
B52 76,29+0,11 440,49+16,06 106,69+0,91
MS16 62,55+0,05 410,53+3,21 260,92+1,01

Tablica 2 Udio vlage, ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost u svjezoj stabljici biljke U.dlioica

Uzorak Udio vilage (%) Ukupni polifenoli DPPH
(mgGAE/gDM) (mgGAE/gDM)
MO1 85,29+0,02 20,24+0,68 90,06+0,52
A09 91,17+0,30 60,71+1,34 50,77+0,15
B52 79,41+0,08 160,72+3,47 90,41+0,15
MS16 43,78+0,04 120,71+3,38 240,86+1,48
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Tablica 3 Udio vilage, ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost u svjezim listovima biljke

U.dioica
Uzorak Udio viage (%) Ukupni polifenoli DPPH
(mgGAE/gDM) (mgGAE/gDM)

MO1 86,63+0,02 320,88+12,39 110,39+4,14
A09 84,04+0,04 190,01+4,74 320,38+0,89
B52 84,56+0,14 370,54+1,06 80,02+0,11
MS16 72,44+0,09 680,55+0,04 160,14+1,44
Tablica 4 Fenolni sastav svjezih stabljika biljke U.dloica

Fenolni spojevi MO1 A09 B52 MS16
Galna kiselina / / / /
Siringinska kiselina 0,00+0,00 0,00+0,00 / 1,12+1,32
Miricetin 1,15+0,18 0,76+0,16 0,78+0,14 0,32+0,46
Kvercetin 0,72+0,01 0,75+0,01 0,74+0,03 0,73+0,01
Kampferol 0,24+0,24 0,44+0,01 0,63+0,26 /
Fumarinska kiselina 6,18+6,8 / / 8,18+0,85
Vanilinska kiselina / 0,00+0,00 / /
Rutin 26,62+26,66 1,20+0,24 3,07+1,85 2,03+0,75
Elaginska kiselina 2,93+2,92 1,54+2,17 6,07+3,80 /
Izoramnetin 0,94+0,94 0,00+0,00 0,51+0,71 /
Katehin / / / /
Kafeinska+klorogenska | 25,91+2,55 / / /
kiselina
p-kumarinska kiselina 3,87+£2,55 2,41+0,21 6,45+1,79 1,48+0,11
Ferulinska kiselina 20,82+1,37 6,45+1,79 5,53+0,00 0,86+1,21
Naringin 3,79+0,77 1,48+0,11 13,04+15,16 7,19+0,22

MO1- uzorak biljke U.dloica sa Sredozemnog mora, A09 — uzorak biljke U.dioica s Egejskog mora,

B52- uzorak biljke U.dioica sa Crnog mora, MS16- uzorak biljke U.dioica s Marmara mora
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Tablica 5 Fenolni sastav svjezih listova bilike U.dloica

MO1 A09 B52 MS16
Galna kiselina / / / /
Siringinska kiselina 0,00+0,00 341,68+21,04 | 7,80+2,20 48,9+12,66
Miricetin 1,15+0,33 2,08+1,45 0,82+0,16 0,88+0,29
Kvercetin 0,96+0,13 1,19+0,42 1,30+0,27 0,96+0,20
Kampferol 0,61+0,15 1,68+0,03 0,97+0,76 0,85+0,32
Fumarinska kiselina / / / 10,93+10,86
Vanilinska kiselina 26,15+36,98 40,68+10,78 / /
Rutin 21,85+23,91 60,74+26,33 7,29+4,32 20,43+4,91
Elaginska kiselina 4,65+6,57 29,91+25,44 10,73+10,47 5,14+1,28
Izoramnetin 7,00+9,90 0,00+0,00 46,91+58,43 /
Katehin / / / /
Kafeinska+klorogenska | 60,89+1,87 61,63+18,81 / /
kiselina
p-kumarinska kiselina 3,34+0,01 2,94+0,9 4,70+1,68 1,54+0,37
Ferulinska kiselina 1,66+1,02 20,36+1,76 2,54+0,05 2,43+3,43
Naringin 7,35+2,78 34,04+13,58 4,05+1,03 10,24+0,57

MO01- uzorak biljke U.dioica sa Sredozemnog mora, A09 — uzorak biljke U.dloica s Egejskog mora,

B52- uzorak biljke U.dioica sa Crnog mora, MS16- uzorak biljke U.dloica s Marmara mora
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5. RASPRAVA

Istrazivanje je provedeno na uzorcima koprive s razliCitih podrudja uzgoja (Sredozemno,
Egejsko, Marmara i Crno more) te na razli¢itim dijelovima koprive - cijeloj biljci te u listu i
stabljici. Rezultati odredivanja udjela vlage su prikazani u tablicama (1-3). Udio vlage u cijeloj
biljci znacajno je varirao ovisno o podrucju uzgoja koprive. Prosjec¢an udio vlage u cijeloj biljci
iznosio je 80,94%, u stabljici 83,11% te 77,75% u listovima. Najnizi udio vlage su imali uzorci
bilike U.dioica s Marmara mora; 62,55+0,05% u cijeloj biljci, 72,44+0,09% u listu te
43,78+0,04% u stabljici, dok su najvisi udio vlage imali uzorci biljke i stabljike s Egejskog mora
(88,84+0,18% te 91,17+0,30%), a u listu uzorci biljke sa Sredozemnog mora (86,63+0,02%).
Uzorci koji su sadrzavali nizi udio vlage imali su veci udio ukupnih fenola; 440,49+16,06
mMgGAE/gDM u cijeloj biljci i 160,72+3,47 mgGAE/gDM u stabljici koprive sa Crnog mora,dok
listovi biljaka s Marmara mora sadrze 680,55+0,04 mgGAE/gDM.

Antioksidacijski kapacitet nije bio u skladu s udjelom fenolnih spojeva. Utvrdeno je da uzrci koji
su sadrzavali veci udio fenola nemaju najvisi antioksidacijski kapacitet. Najveéi antioksidacijski
kapacitet su imali uzorci stabljike (240,86+1,48 mgGAE/gDM) i  biljke (260,92+1,01
mgGAE/gDM.) s Marmara mora, a u listu s Egejskog mora (320,38+0,89 mgGAE/gDM). To
upucuje na pretpostavku da i ostali bioaktivni spojevi koprive doprinose antioksidacijskom
kapacitetu (Ashokkumar i sur., 2008.).

U svjezim stabljikama i listovima koprive sastav polifenola je odreden kvantitativno i kvalitativno

tekuciskom kromatografijom visoke djelotvornosti.

Uzorci stabljika sa svih podruéja uzgoja sadrzavali su sljede¢e fenolne spojeve od kojih su

fenolne kiseline: pkumarinska i ferulinska kiselina, te flavonoidi: miricetin, kvercetin, rutin i

naringin. Siringinska kiselina je pronadena u uzorcima s Marmara mora, fumarinska je
pronadena u uzorcima sa Sredozemnog i Marmara mora, takoder u uzorcima sa Sredozemnog
mora pronadene su klorogenska i kafeinska kiselina. Kampferol je pronaden u stabljikama
biljike uzgajane na Sredozemnom, Egejskom i Crnom moru, dok je izoramnetin pronaden u
uzorcima sa Sredozemnog i Crnog mora. Od fenolnih kiselina u stabljici previadavaju kafeinska,
klorogenska i ferulinska i to u uzorcima sa Sredozemnog mora, dok od flavonoida dominiraju;

rutin u uzorcima sa Sredozemnog mora te naringin u uzorcima s Crnog mora.
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Listovi koprive sa svih podrucja uzgoja sadrzavali su sljedeée fenolne spojeve od kojih su

fenolne Kkiseline: siringinska, elaginska, p-kumarinska i ferulinska kiselina, te flavonoidi:

miricetin, kvercetin, kampferol, rutin i naringin. Fumarinska kiselina nadena je u listovima
koprive s Marmara mora, a vanilinska, klorogenska i kafeinska u uzorcima sa Sredozemnog i
Egejskog mora. Izoramnetin je pronaden samo u listovima biljaka sa Sredozemnog i Crnog
mora. Od fenolnih kiselina u listovima koprive dominiraju siringinska kiselina (Egejsko i Marmara
more), kafeinska i klorogenska (Sredozemno i Egejsko more) te vanilinska kiselina (Egejsko

more).
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6. ZAKLJUCAK
Na temelju provedenog istraZivanja, dobivenih rezultata i rasprave moze se zakljuditi:

1. Prosjecan udio vlage u cijeloj biljci iznosio je 80,94%, u stabljici 83,11% te 77,75% u
listovima.

2. Uzorci koji su sadrzavali nizi udio vlage imali su veci udio ukupnih fenola. 440,49+16,06
mgGAE/gDM u cijeloj biljci i 160,72+3,47 mgGAE/gDM u stabljici koprive sa Crnog
mora,dok listovi biljaka s Marmara mora sadrze 680,55+0,04 mgGAE/gDM.

3. U stabljici su odredene fenolne kiseline: pkumarinska i ferulinska kiselina, te flavonoidi:

miricetin, kvercetin, rutin i naringin. Listovi koprive su sadrzavali su slijedece fenolne

spojeve: fenolne kiseline- siringinska, elaginska, p-kumarinska i ferulinska kiselina, te

flavonoide- miricetin, kvercetin, kampferol, rutin i naringin.
4. Utvrdeno je da uzrci koji su sadrzavali veéi udio fenola nemaju najvisi antioksidacijski

kapacitet.
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