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1. UVOD

Kopriva (Urtica dioica L.) pripada porodici Urticaceae (koprivovke, koprivnjace). To je
visegodisnja, dvodomna, zeljasta trajnica opceprihvacéena kao ljekovita biljka u mnogim
zemljama svijeta. Posjeduje blagotvorne ucinke na ljudsko zdravlje zahvaljujuc¢i bogatom
kemijskom sastavu. Sadrzi znacajan udio vitamina (A, C, riboflavin, K) i minerala (zeljezo,
kalcij, magnezij, natrij), a sadrzi i fenolne spojeve, tanine, fitosterole, karotenoide, lecitin te
klorofil. Osim toga, ima i znacajnu antioksidacijsku aktivnost te tako doprinosi oCuvanju

zdravlja organizma od autoimunih, neurodegenerativnih, kroni¢nih nezaraznih bolesti i raka.

Ekstrakcija je brza i u¢inkovita metoda razdvajanja i koncentriranja tvari, a u preradi hrane
definira se kao prijenos jedne ili vise bioloskih tvari iz materijala u tekucu fazu. Za svaku
biljnu vrstu potrebno je optimirati uvjete ekstrakcije uzevsi u obzir sve parametre. Osim toga,
prilikom odabira adekvatne metode potrebno je razmotriti dostupnost tehnike ekstrakcije,
Cisto¢u ekstrakta, prinos ekstrakcije i potro$nju energije. U posljednje vrijeme sve su vise
zastupljene nove tehnike ekstrakcije poput ekstrakcije potpomogunte ultrazvukom,
mikrovalovima, visokim hidrostatskim tlakom, suprekritiénim fluidima, pulsiraju¢im
elektricnim 1 magnetskim poljem. Prednosti novih tehnologija vidljive su u samoj brzini
ekstrakcije, prinosu ekstrakcije, manjem utrosku energije i ekoloskoj prihvatljivosti u odnosu
na konvencionalne tehnologije.

Jedna od ¢esto primjenjivanih novih tehnika je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE).
Za vrijeme tretiranja ultrazvukom, kavitacija uzrokuje bubrenje stanica i rupture stani¢nih
stjenki te omogucuje ucinkovitije oslobadanje stani¢énog materijala. Da bi postupak
ekstrakcije ultrazvukom dao $to veci prinos, potrebno je optimizirati ekstrakcijske parametre:

frekvencija (kHz), amplituda (%), vrijeme (min), izlazna snaga (W) i promjer sonde (mm).

Stoga, svrha ovoga rada bila je optimizacija vremena ekstrakcije i amplitude ultrazvuka na
ucinkovitost izolacije fenolnih spojeva, klorofila a i b te karotenoida iz listova koprive
primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (primjenom uredaja s direktno uronjenom
ultrazvu¢nom sondom). Ekstrakcija je provedena pri konstantnoj frekvenciji od 26 kHz i
promjeru sonde (2 mm), a izvori varijacije bili su: amplituda ultrazvuka (25, 50, 751 100 %) i
vrijeme ekstrakcije (5, 10, 15, 20, 30 i 40 minuta).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KOPRIVA (Urtica dioica L.)

Kopriva (Urtica dioica L.) pripada porodici Urticaceae (koprivovke, koprivnjace). To je
viSegodiS$nja, dvodomna, zeljasta trajnica Cija je visina u rasponu od 50 cm do 1,5 m (Slika 1).
U narodu je poznata i pod nazivima zariga, zarulja, zegavica, zeza, zigovica, koprva, obi¢na
kopriva, pasja kopriva, pasja kupina i pitoma kopriva. Postoje brojni varijeteti koprive poput
male, mrtve i mediteranske koprive (Grli¢, 1990). Kopriva je ljudima poznata jo§ od davnina,
a raste u umjerenim klimatskim uvjetima u mnogim podruc¢jima Europe, Azije i Sjeverne
Amerike. Nalazimo je u ruralnim podruc¢jima, vrtovima, uz rubove Suma, rijeka i potoka, gdje
raste kao korov (Krystofova i sur., 2010). Kopriva cvate od svibnja do rujna, a doba njene
cvatnje varira ovisno o podneblju, temperaturi i vlagi (Ahmed i Parsuraman, 2016).

Latinski naziv koprive Urtica dioica potjece od rijeci urere sto znaci ,,ope¢i zbog Zarnih
dlaka koje rastu po cijelom nadzemnom dijelu koprive i rije¢i dioica $to znaci ,,dva doma* jer

biljka obi¢no ima i muske i Zenske cvjetove na jednoj stabljici (dvodomna biljka).

Slika 1. Kopriva (Anonymous 1, 2019)

Kopriva je mnogima poznata po svojim Zarnim dlakama na povrSini listova i stabljike koje u
dodiru s koZom izazivaju lokalnu iritaciju koZe 1 osjecaj Zarenja najceSce popracenog
dermatitisom i crvenim urtikama (urtikarija). Zarne dlake imaju viSestani¢nu parenhimsku
bazu iz koje izlazi jedna duguljasta cjevasta stanica (oko 2 mm) i glavicu koja sadrzi iritans
kao zastitiu od biljojeda (Slika 2). Stijenka duge stanice je jako Cvrsta za razliku od male
glavice koja se lako odlomi pri dodiru. Tada iz nje izlazi iritans u obliku tekucine koja sadrzi
acetilkolin, mravlju kiselinu, 5 — hidroksitriptamin i histamin koji izazivaju opisane promjene
na kozi (Fu i sur., 2006).



Slika 2. Zarna dlaka na listu koprive (Repi¢, 2014)

Unazad nekoliko godina, kopriva je opéeprihvacena kao ljekovita biljka u mnogim zemljama
svijeta zbog mnogih pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje (Ahmed i Parsuraman, 2016).

Od morfoloskih obiljezja prikazanih na Slici 3. vazno je spomenuti da iz puzavog trajnog
korjena izbijaju uspravne dlakave cetverobridaste stabljike. Stabljike su najcesce

nerazgranate, zelene i ponekad ljubicaste (Schafner i sur., 2004).

Slika 3. Urtica dioica (Anonymous 2, 2019)

Cetverobridasta stabljika ima po nekoliko nakupina Zila koje se nalaze u svakome uglu, a
vlaknaste stani¢ne stijenke stabljike deblje su od ostatka biljke. Po dva tamnozelena lista
izbijaju iz jednog ¢vora stabljike. Listovi su medusobno nasuprotni, dlakavi, nazubljeni, $iljati

i srcoliki. Cvjetovi koprive su sitni, zelenkasti i simetri¢ni. Oblikuju resaste cvatove koji



sadrze medusobno razdvojene 4 latice 1 4 lapa. Cvat je dulji od susjednih peteljki. Muski
cvjetovi mogu biti Zute boje, a Zenski su ljubicasti. Plod je plosnat, gladak i zelenkasto —
smed. Sadrzi jednu smedu sjemenku koja u potpunosti ispunjava plod. Elipti¢nog je oblika i

dugacak je oko 1 - 1,5 mm te Sirok 0,7 - 0,9 mm (Joshi i sur., 2014).

2.2. KEMUJSKI SASTAV KOPRIVE

Kopriva ima bogat kemijski sastav te uz znacajan sadrzaj vitamina (A, C, riboflavin, K) i
minerala (zeljezo, kalcij, magnezij, natrij) sadrzi i fenolne spojeve, tanine, fitosterole,
karotenoide, lecitin te klorofil (Otles i Yalcin, 2012).

2.2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI KOPRIVE

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti prisutni u vecini biljaka te namirnicama
biljnog podrijetla. Oni su najbrojnija skupina spojeva u biljnom “kraljevstvu” sa oko 8000
razli¢itih spojeva. Jaki su antioksidansi te doprinose prevenciji kroni¢nih nezaraznih i
autoimunih bolesti. Ukljucuju spojeve razli¢ite kemijske strukture ¢ija je osnova aromatski
prsten s vezanom jednom ili viSe hidroksilnih skupina (Dai i Mumper, 2010). U biljnom tkivu
imaju vrlo vaznu fizioloSku i morfolosku ulogu. Obi¢no se nalaze vezani na druge molekule
poput ugljikohidrata (glikozidi). Osim hidroksilnih, na polifenolne spojeve mogu biti vezane
sulfatne ili acetilne skupine.

Polifenoli se dijele na flavonoidne i neflavonoidne spojeve (Slika 4). U skupinu flavonoida
spadaju flavonoli, flavanoli, flavan — 3 — oli, flavani, flavoni, izoflavoni, antocijanidini i
Calkoni koji se razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢nosti i
stupnju oksidacije centralnog aromatskog prstena (Berend i sur., 2012). U neflavonoidne
spojeve spadaju fenolne kiseline (hidroksicimetne i hidroksibenzojeve Kiseline i njihovi

derivati), lignani te stilbeni (Riedel i sur., 2012).
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Slika 4. Osnova podjela polifenola (Berend i sur., 2008)

FLAVONOIDI

Bazu flavonoida ¢ini uglji¢ni skelet od 15 C atoma koji grade 2 benzenska prstena (A i B)
povezna heterocikli¢nim piranskim prstenom (C). Skupine se razlikuju prema stupnju
oksidacije i supstituentima piranskog prstena (C) dok se spojevi unutar iste skupine razlikuju
prema supstituciji prstena A i B. Pojavljuju se kao aglikoni, glikozidi i metilirani derivati

(Kazazi¢, 2004) (Slika 5).

Slika 5. Osnovna struktura flavonoida (Kazazi¢, 2004)

U ljudskoj prehrani u najvec¢em udjelu se nalaze izoflavoni, flavonoli i flavoni. Apsorpcija

prehrambenih flavonoida ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima poput veli¢ine Cestica,



topljivosti, lipofilnosti i pKa. Nakon apsorpcije, flavonoidi se konjugiraju u jetri sulfatima,
metilnim skupinama, glukuronizacijom ili se metaboliziraju do manjih fenolnih spojeva
(Kazazi¢, 2004; Ivanova i sur., 2011).

Flavonoidi prisutni u svjezim listovima i cvjetovima koprive su flavonoli i to: kamferol,
izoramnetin i kvercetin te njihovi 3 — glikozidi. Flavonoidi pronadeni u korijenu koprive su

isoramnetin, katehin, kamferol, kvercetin, miricetin, naringin i rutin. (Spina i sur., 2008).

FENOLNE KISELINE

Za razliku od flavonoida, fenolne kiseline u svojoj kemijskoj strukturi sadrze samo jedan
aromatski prsten (Slike 6 i 7). Najzastupljeniji su derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline (Goncalves i sur., 2013).

H
Rs G\ _cooH
\C/

H
RZ Rl

Slika 6. Osnovna struktura hidroksicimetnih kiselina (Macheix i sur., 1990)
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R; COOH

R,

Slika 7. Osnovna struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999)

U koprivi su prisutne fenolne kiseline koje ukljucuju kava kiselinu, klorogensku i
kaveomali¢nu kiselinu (do 1,8 %). U listovima je takoder ustanovljena prisutnost kumarina
skopoletina. Klorogenska i kaveomali¢na kiselina ¢ine ¢ak 71,5 % ukupne koli¢ine fenola u
1,5 g uzgojenog zelenog biljnog materijala koprive odnosno 76,5 % u 1,5 g samoniklog

biljnog materijala prikupljenog u prirodi (Upton, 2013).



2.2.2. KAROTENOIDI

Karotenoidi su izrazito lipofilni derivati izoprena s velikim brojem konjugiranih dvostrukih
veza. Dijele se na karotene i ksantofile. U karotene spadaju o, B i y — karoten te likopen.
Ksantofili su hidroksi, keto i metoksi derivati karotena.

U prirodi su najvise prisutni U trans obliku. Sredis$nji dio molekule ¢ini dug niz konjugiranih
dvostrukih veza (Slika 8). Imaju vaznu ulogu u zastiti od svjetlosti i fotosintezi, a cijenjeni su
I zbog provitaminskih i antioksidativnih u¢inaka (Lelas, 2008).

Jedna od vaznijih karakteristika karotenoida je njihova jaka obojenost kao posljedica
apsorpcije svjetlosti koja proizlazi zbog prisutnosti velikog broja konjugiranih dvostrukih
veza. Ta pojava je klju¢na za pravilno funkcioniranje karotenoida koji apsorbiraju svjetlost u
fotosintetskim organizmima i Stite sve organizme od svjetlosti. Osim toga, karotenoidi
sudjeluju u: stimulaciji imunoloskog sustava, modulaciji unutarstani¢nih signalnih puteva,
regulaciji stani¢nog ciklusa i apoptozi, modulaciji faktora rasta, stani¢noj diferencijaciji i
modulaciji velikog broja receptora te mnogih drugih fizioloskih procesa (Fiedor i Burda,
2014).

~ s - a-carotene
~ NN
~ s ~ 3-carotene
>
SONYT NN
OH
S o - ~ o-cryptoxanthin
~ ST TN
OH
~ s ~ [B-cryptoxanthin
~ i N i
OH
s e S ~ lutein
AN AR
HO OH
N N ~ zeaxanthin

HO

Slika 8. Karotenoidi (Fiedor i Burda, 2014)

Glavni karotenoid prisutan u listovima koprive je  — karoten na ¢iju koncentraciju znacajno

utjeCe vrijeme ubiranja biljnog materijala i nacin obrade $to je prikazano u Tablici 1. Od



ostalih karotena, u koprivi se nalaze i: hidroksi — a — karoten (0,9 %), lutoksantin (10,3 %),
lutein epoksid (13,1 %) i violaksantin (14,7 %) (HMPC, 2012).

Tablica 1. Koli¢ina [ — karotena prisutna u koprivi (HMPC, 2012)

UZORAK m (B-karoten) [mg 100 g™]
Svjezi listovi 2,95-8
SuSeni mladi listovi 20,2
SuSeni listovi ubrani u svibnju 25-300
SuSeni listovi ubrani u rujnu 2,5

2.2.3. KLOROFILI

Klorofil je svjetlozeleni pigment koji se nalazi u fotosintetskim biljkama i odredenim
bakterijama (Slika 9). Razlikuje se 5 vrsta klorofila: a, b, ¢, d i e. Klorofili a i b su
najzastupljeniji u svim visim biljkama, dok c, d, i e derivate nalazimo u fotosintetskim algama
i diatomskim vrstama ukljucujuéi crvenu, smedu te zuto-zelenu algu. Osim toga, cetiri vrste
bakterioklorofila su izolirani u fotosintetskim bakterijama, od toga bakterioklorofili a i b
prevladavaju u ljubicastim bakterijama dok su c i d pronadeni u zelenim i ljubicastim
sumpornim bakterijama (Feruzzi i Schwartz, 2001).

Odnos izmedu klorofila a i b je 31:11 (Lelas, 2008). Molekula klorofila sastoji se od Cetiri
pirolna prstena koja su vezana preko metenskih mostova. Okosnicu klorofila ¢ini spoj porfirin
u Cijem se centru nalazi magnezijev ion. Hidrolizom klorofila nastaje smede obojeni feofitin
(Lelas, 2008).

O

CO,CH4 Derivati Metal R, R;
Klorofil a Mg CH; Fitil
H Klorofil b Mg CHO Fitil
Feofitina CH; Fitil

Feofitin b
CHO iti
CH,CH,COOR,  Feoforbida . &

H CH ~ »
CHsy 3 Feoforbid b CHO H
/I\/\/k/\/l\/\)\/

R, = Fitil

Slika 9. Razlicite strukture klorofila prisutne u voc¢u i povréu (Ferruzzi i Schwartz, 2001)



Promjene boje nastale hidrolizom klorofila odnose na vidljivu promjenu boje tkiva povréa od
zelene do maslinasto — smede $to je zabiljezeno tijekom toplinskih procesa i/ili zakiseljavanja.
Opisani gubitak boje zapravo je rezultat zamjene sredisnjeg keliranog magnezijevog atoma s
dva atoma vodika uz nastajanje derivata feofitina bez metala. Blazi uvjeti prerade takoder
rezultiraju promjenom glavnih derivata klorofila. Formacija C10 epimera izvorne strukture
klorofila je pronadena tijekom zamrzavanja, susenja i blansiranja. Stvaranje epimera nema
Stetnih ucinaka jer su spektralna svojstva epimera jednaka onim u njihovoj izvornoj molekuli
klorofila. Vaznost boje u kona¢noj percepciji kvalitete prehrambenih proizvoda doprinijela je
tendenciji o¢uvanja izvorne zelene boje. Fishbach (1943) i Schanderl sa suradnicima (1965)
prvi su zapazili stvaranje cinkovih i bakrenih feofitina i zabiljezili njihovu povecanu toplinsku
stabilnost i sli¢nost boje obzirom na prirodni klorofil. Od tada su posveceni veliki napori u
razumijevanju stvaranja cinkovih i bakrenih klorofilnih kompleksa u svrhu stabilizacije boje u
procesiranoj hrani. Takoder, utvrdeno je da se dodatkom soli cinka i bakra prije termicke
obrade u komercijalnom konzerviranju povréa ubrzava proces njihovog stvaranja sto
doprinosi pozeljnoj zelenoj boji gotovog proizvoda (Ferruzzi i Schwartz, 2001).

Klorofil a primarni je fotosintetski pigment jer se nalazi u reakcijskom sredistu fotosustava i
omogucéuje pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku. U sekundarne metabolite, zbog
pomocdne i zastitne uloge, ubrajamo sve ostale klorofile i druge fotosintetske pigmente (Taiz i
Zeiger, 2010). Klorofili imaju anti — mutagenu i antioksidacijsku aktivnost zbog sposobnosti
prekidanja lan¢ane reakcije slobodnih radikala uzrokovane autooksidacijom putem
mehanizma u kojemu je vodik donor (Ferruzzi i sur., 2002).

Kopriva sadrzi znac¢ajnu koli¢inu klorofila. U svjezim listovima ona iznosi 0,008 — 0,3 %, a u

propisno osusenim i samljevenim listovima 0,6 — 1 % (Upton, 2013).

2.24. OSTALI SPOJEVI U KOPRIVI

MASNE KISELINE

U listovima koprive prisutne masne kiseline su: palmitinska (6,8 %), stearinska (1,1 %),
oleinska (3,6 %), linolenska (20,2 %) i linolna kiselina (12,4 %). Linolenska kiselina je
dominantna masna kiselina listova, a plodovi su bogatiji linolnom kiselinom (Guil Guerrero i
sur., 2003).



FITOSTEROLI

Fitosteroli (biljni steroli) su vazne sastavnice biljnih membrana (stabiliziraju fosfolipidni
dvosloj), a po strukturi su triterpeni. Vecina fitosterola sadrzi 28 ili 29 ugljikovih atom te
jednu ili dvije dvostruke veze. Za razliku od fitosterola, fitostanoli su potpuno zasi¢ena
podskupina fitosterola. Fitosteroli se kemijskom hidrogenacijom mogu konvertirati u
fitostanole. U biljnim vrstama pronadeno je vise od 200 razli¢itih tipova fitosterola. Osim u
slobodnom obliku, fitosteroli se nalaze i u obliku konjugata esterificianih s masnom
kiselinom, hidroksicimetnom kiselinom ili su glikolizirani heksozom (glukozom). Vazni su u
ljudskom organizmu jer doprinose snizavanju kolesterola (Moreau i sur., 2002).

Najpoznatiji fitosteroli korijena koprive su: B-sitosterol, stigmasterol i kampesterol (Hirano i
sur., 1993).

VITAMINI | MINERALI
Kopriva ima znacajan udio vitamina C (20-60 mg/100 g suhog lista), riboflavina i vitamina K
(0,16-0,64 mg/100 g), a sadrzi i znacajnu koli¢inu Zeljeza, kalcija, magnezija i kalija

prikazanu u Tablici 2. (Joshi i sur., 2014).

Tablica 2. Minerali prisutni u koprivi (Joshi i sur., 2014)

MINERAL m (suhog lista) [mg 100 g™]
Zeljezo 2200
Kalcij 835 - 1050
Magnezij 175
Kalij 532 - 613

2.3. ANTIOKSIDACIJSKO DJELOVANJE KOPRIVE

Slobodni radikali usko su povezani s patogenezom nastanka razli¢itih bolesti poput
karcinoma, dijabetesa, kardiovaskularnih, autoimunih i neurodegenerativnih bolesti. Takoder,
sudjeluju i u procesu starenja. Antioksidansi su tvari koje hvataju i uklanjaju reaktivne
kisikove i dusikove spojeve (slobodni radikali) te na taj nacin sprjeavaju njihovo S$tetno

djelovanje u organizmu (Ratnam i sur., 2006).
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Giilgin i sur. (2004) proveli su ispitivanje djelovanja vodenog ekstrakta listova koprive na

peroksidaciju linolenske kiseline primjenom tiocijanatne metode. VVodeni ekstrakt pokazao je

antioksidacijsku aktivnost u svim ispitivanim koncentracijama postizu¢i bolji u¢inak od

referentnog o — tokoferola (Slika 10).
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Slika 10. Antioksidativna aktivnost razli¢itih koncentracija vodenog ekstrakta listova vrste

Urtica dioica L. (WEN), a-tokoferola i linolenske kiseline (Giilgin i sur., 2004)

U istom istrazivanju (Giilgin i sur., 2004) odredivana je sposobnost redukcije Fe** iona

vodenih ekstrakata listova koprive u usporedbi s referentnim antioksidansom o — tokoferolom.

Za razliku od prije navedenih rezultata, vodeni ekstrakt lista koprive pokazao je znacajno

maniju sposobnost redukcije Fe** iona ona od referentnog o — tokoferola (Slika 11).
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Slika 11. Sposobnost redukcije Fe** iona za vodeni ekstrakt listova vrste Urtica dioica L. i o—
tokoferol (Giilgin i sur., 2004)
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Korpe i sur. (2012) istrazili su antiradikalnu aktivnost metanolnih ekstrakata koprive
ispitivanjem sposobnosti hvatanja slobodnog DPPH radikala, u usporedbi s butiliranim
hidroksitoluenom (BHT), L — askorbinskom kiselinom i o — tokoferolom kao referentnim
antioksidansima. Najbolji udinak pokazao je a — tokoferol, (ICsq = 5,3 pg mL™Y), L —
askorbinska kiselina je djelovala nesto slabije (ICso = 5,9 ug mL™). Metanolni ekstrakt lista i
korijena koprive takoder je pokazao sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala, iako pri
puno visim vrijednostima (ICso= 76,3 pg mL™, ICso= 84,8 ug mL™") (Tablica 3).

Tablica 3. ICs vrijednosti testiranih uzoraka odredenih DPPHe metodom (Korpe i sur., 2012)

UZORAK IC50 pg mL™" + SD
List koprive 76,3 + 0,00
Korijen koprive 84,8 + 0,00
L — askorbinska kiselina 5,9 +0,30
BHT 12,6 £ 0,50
a-tokoferol 5,3+0,50

U opseznom istrazivanju koje su proveli Ozen i Korkmaz (2003) odredivan je antioksidativni
ucinak vodeno — etanolnog ekstrakta koprive djelujuci na razlic¢ite enzime koji sudjeluju u
detoksikaciji organizma. Tijekom 14 dana, $vicarskim albino miSevima, starosti 8 — 9
tjedana, oralno su aplicirane dvije razli¢ite doze vodeno — etanolnog ekstrakta lista koprive
(50 i 100 mg/kg tjelesne mase). Antioksidans butilirani hidroksianisol (BHA) sluzio je kao
kontrola. Pripremljene su frakcije jetre, pluca i bubrega kako bi se ustvrdio ucinak ekstrakta
na enzime I. i Il. faze metabolizma. Enzimi citokrom b5, NADH — citokorom b5 reduktaza,
glutation S — transferaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, superoksid dismutaza i
katalaza su pokazali znatno povecanje svoje aktivnosti primjenom obje ispitivane doze.
Jedinke tretirane butiliranim hidroksianisolom (BHA) pokazale su znaCajan porast aktvnosti
istih enzima. MiSevi tretirani ekstraktom koprive su pokazali manju aktivnost enzima
citokrom P450, laktat dehidrogenaze i NADPH — citokrom P450 reduktaze kao i oni tretirani
butiliranim hidroksianisolom. Ekstrakt se pokazao uc¢inkovitim pri indukciji glutation — S —

transferaze, superoksid dismutaze i katalaze u plu¢ima pri obje primijenjene doze.

2.4. METODE EKSTRAKCIJE FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je brza 1 ucinkovita metoda razdvajanja i koncentriranja tvari, a u preradi hrane

definira se kao prijenos jedne ili vise bioloskih tvari iz materijala u tekucu fazu (Lloyd i van
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Wyk, 2012). Ona je osnovni korak izolacije fenolnih spojeva iz biljnog materijala prije daljnje
upotrebe ili analize. Za svaku biljnu vrstu potrebno je optimirati uvjete ekstrakcije. Metode
ekstrakcije fenolnih spojeva proizlaze iz njihove strukture i oblika u kojem se nalaze u
prirodnom supstratu. Osim toga, prilikom odabira adekvatne metode potrebno je uzeti u obzir
dostupnost tehnike ekstrakcije, ¢istocu ekstrakta, prinos ekstrakcije i potroSnju energije
(Rostagno i Prado, 2013).

Fenolni spojevi mogu se ekstrahirati iz svjezeg, suhog, zamrznutog, usitnjenog ili cijelog
materijala. Prilikom ekstrakcije fenolnih spojeva vazno je uzeti u obzir njihovu topljivost te
odabrati pogodno otapalo za ekstrakciju.

Iskoristenje ekstrakcije ovisi o vrsti otapala, temperaturi, vremenu ekstrakcije, polarnosti
otapala te kemijskim i fizikalnim svojstvima samog uzorka (Dai i Mumper, 2010). Ekstrakcija
otapalima i ekstrakcija superkriticnim fluidima su najc¢es¢e upotrebljavane tehnike izolacije
fenolnih spojeva (Bimakr i sur., 2011; Ignat i sur., 2011).

Klasi¢ne (konvencionalne) metode ekstrakcije pokazuju nisku ucinkovitost i potencijalno su
Stetne za okoli§ zbog koristenja velikih koliina otapala te dugotrajnosti koje ove metode
zahtijevaju. Stoga se sve viSe ispituju nove metode ekstrakcije, kao S§to su: ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, eng. microwave-assistend extraction - MAE (Putnik i sur.,
2016), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, eng. ultrasonic-assisted extractions - UAE
(Dent i sur., 2015), ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom, eng. pressurized liquid
extraction - PLE (Dragovi¢ Uzelac i sur., 2015) te ekstrakcija potpomognuta plazmom, eng.
plasma assisted extractions - PAE (Elez Garofuli¢ i sur., 2014).

Prednosti ovih metoda su brzina, selektivnost, ekoloska prihvatljivost, upotreba manjih
koli¢ina otapala, ve¢i prinos od klasi¢ne ekstrakcije te mogucnost kontrole temperature

prilikom ekstrakcije.

24.1. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je nova, nadolazeca ekstrakcijska tehnika koja moze
ponuditi visoku reproducibilnost u kratkom vremenu, vece prinose bioaktivnih sastojaka,
jednostavniju manipulaciju, smanjenje temperature tijekom procesa, smanjenje koliCine
otapala i manji unos energije (Wang i Weller, 2006; Virot i sur., 2010; Klen i Vodopivec,
2012). Provodi se na uredajima odredene snage i frekvencije ultrazvuka primjenom sonde

direktno uronjene u medij koji zelimo ekstrahirati.
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Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom cesto se koristi za ekstrakciju polifenola iz biljaka
koriStenjem etanola, mjeSavine etanola i vode (Albu i sur., 2004; Wang i sur., 2004; Vilkhu i
sur., 2008; Khan i sur., 2010; Sic Zlabur i sur., 2015; Rosello Soto i sur., 2015), vode i
acetona (Wang i sur., 2004) kao otapala. Ovaj tip ekstrakcije omogucava poboljsanje
ekstrakcije bioaktivnih sastojaka osjetljivih na temperaturu pa se proces ekstrakcije provodi
pri nizim procesnim temperaturama (Vilkhu i sur., 2008). Osim toga, ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom ucinkovitija je od konvencionalne toplinske ekstrakcijske tehnike,
gdje kod vecine biljaka proces ekstrakcije zavrsi unutar 15 minuta (Albu i sur., 2004).
Mechanizam ultrazvuka u tekuéinama temelji se na mechanickom efektu  implozije
kavitacijskih mjehurica. Tijekom implozije i pucanja kavitacijskih mjehurica dolazi do
nastanka jake sile smicanja, koja uzrokuje visok tlak i temperaturu. Posljedica tih pojava je
brzo razaranje biljnog tkiva i oslobadanje stani¢énog materijala pri ¢emu se poboljsava
prijenos mase. Takoder, uslijed djelovanja ultrazvuka poveéava se kineticka energija
molekula ¢ime dolazi do boljeg kontakta izmedu ekstrakcijskog otapala i materijala. Osim
mehanickog ucinka, postoji i toplinski indeks ultrazvuka koji se definira kao omjer akusticke
snage proizvedene u ultrazvuénom pretvorniku i snage potrebne za zagrijavanje materijala
koji se obraduje za 1 °C (Rezek Jambrak, 2008; Zinoviadou i sur., 2015).

Princip ultrazvuka temelji se na Sirenju zvucnih valova frekvencije vece od 20 kHz koji
stvaraju mehanicke vibracije u krutom, teku¢em ili plinovitom stanju. Zvuéni valovi putuju
kroz sustav (Slika 12) i izazivaju nasumicne pojave ekspanzije i kompresije uslijed Cega
dolazi do boljeg kontakta molekula. Uslijed ekspanzije dolazi do stvaranja mjehuri¢a u
teku¢em stanju te nastanka negativnog tlaka. Mjehuri¢i rastu i na kraju pucaju uslijed pojave
kavitacije kod koje dolazi do brzeg prijenosa na krutu fazu unutar tekuceg medija (Luque
Garcia i Luque de Castro, 2003; Brn¢i¢ i sur., 2010).
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Slika 12. Sirenje zvuénog vala (Bosiljkov i sur., 2010)

Kod ekstrakcije potpomognute ultrazvukom vazna je optimizacija procesa pri ¢emu moraju
biti pravilno odabrani i uzeti u obzir sljede¢i parametri: frekvencija (kHz), amplituda (%),
ciklus (%), nazivna izlazna snaga (W) i geometrijski parametri sonde (duzina i promjer — mm)
(Herceg i sur., 2009; Brn¢i¢ i sur., 2010; Dujmi¢ i sur., 2013).

Izbor ultrazvucne sonde vazan je za ekstrakciju bioaktivnih spojeva kod uzoraka manjih
volumena (Vorobiev 1 Chemat, 2010). Koriste¢i sonde razli¢itih promjera moze se provesti
ekstrakcija do ¢ak 100 puta vece jacine od onih u ultrazvu¢noj kupelji. Jedna od glavnih
znacajki za uspjeSnu primjenu ultrazvu¢nih sondi je Cinjenica da se ultrazvuc¢na energija ne
prenosi kroz tekuéi medij za ekstrakciju ve¢ je uvedena izravno u sustav (Bendicho i Lavilla,
2000). U istrazivanju Sic Zlabur i sur. (2015) za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom
koristile su se sonde promjera 7 mm 1 22 mm. Rezultati prinosa ukupnih fenola ve¢i su kod
sonde promjera 22 mm (77,89 mg/g uzorka), nego kod sonde promjera 7 mm (59,43 mg/g
uzorka). Iz toga mozemo zakljuciti da je prinos ekstrakcije proporcionalno ovisan o promjeru
sonde, medutim prilikom odabira promjera sonde vazno je imati na umu samu izvedbu
uredaja jer sonda veceg promjena daje vecu ultrazvucnu energiju, a time i brZe zagrijavanje
medija 1 njegovo prskanje u okolinu ¢ime dolazi do gubitaka.

Na provedbu ekstrakcije utjecaj ima i vrijeme sonikacije. Pri istom vremenu ekstrakcije veéi

prinos fenolnih spojeva dobije se ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom s direktno
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uronjenom sondom nego ekstrakcijom u ultrazvucnoj kupelji. U istrazivaju Dent i sur. (2015)
vrijeme ekstrakcije (8, 10, 11 i 12 minuta) od 11 minuta pokazalo se optimalnim za prinos
fenolnih spojeva u usporedbi s ostalim vremenima. U ovom istrazivanju pokazano je da je
kra¢e vrijeme sonikacije nedostatno za ultrazvuc¢no razaranje stijenki Stanica i otpustanje
fenolnih spojeva iz stani¢nih dijelova. Produljenjem vremena iznad 11 minuta, prinos fenolnih
spojeva nije se znatno poveéavao. Autori Sic Zlabur i sur. (2015), Ince i sur. (2014), Chemat i
sur. (2004) te Rostango i sur. (2003) pokazali su da vrijeme sonikacije ima znacajan utjecaj na
prinos ekstrakcije ukupnih fenolnih spojeva. Duzim vremenom ekstrakcije povecavao se
prinos fenolnih spojeva. U istrazivanju Sic Zlabur i sur. (2015) na ekstraktu stevije optimalno
vrijeme ekstrakcije bilo je 10 minuta, dok su vremena od 2, 4, 6 i 8 minuta bila prekratka i
rezultirala su manjim prinosima ukupnih fenolnih spojeva.

Poveéanje razine jakosti ultrazvuka doprinosi brzem i jatem ucinku koji smanjuje vanjski
otpor 1 povecava prijenos mase, tako da povecanje jakosti ultrazvuka povecava u€inkovitost
mijesanja. Utjecaj jakosti ultrazvuka na prinos fenolnih spojeva analizirao se i u istrazivanju
Dent i sur. (2015). Rezultati pokazuju da u ekstraktima dobivenim koristenjem ultrazvuka
jakosti 400 W koli¢ine identificiranih polifenola su vece nego koriStenjem ultrazvuka jakosti
100 W. U istrazivanju Ince i1 sur. (2014) provedenom na koprivi usporedeni su rezultati
dobiveni uporabom ultrazvuka jakosti 150 W i 240 W, gdje je dokazano da je pri jakosti od
240 W bio ve¢i prinos fenolnih spojeva.

Otapalo koje se koristi za izvodenje tretmana s ultrazvukom treba biti pazljivo izabrano. Kao
opce pravilo, vec¢ina aplikacija se izvodi u vodi. Medutim, ovisno o namjeni, mogu Se
upotrijebiti i ostale manje polarne tekuéine kao Sto su neke organske. | viskoznost otapala i
povrsinska napetost utjeCu na inhibiciju kavitacije. Ako postoje vece prirodne kohezivne sile
koji djeluje u tekucini (na primjer, visoka viskoznost i visoka povrSinska napetost) teZe je
posti¢i kavitaciju (Mason, 1992). Odabir prikladnog otapala znatno utjece na prinos fenolnih
spojeva. NajceSca otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva su alkoholi (etanol, metanol), voda i
aceton. U radu Dent i sur. (2015) ultrazvuéna ekstrakcija provedena je pod ultrazvuénim
radnim parametrima (100 % amplituda/radni ciklus, ultrazvucni uredaj od 400 W), uz
upotrebu 30%-tnih vodenih otopina etanola i acetona, vode te vremenom sonikacije od 11
minuta. Prema rezultatima najpogodnije otapalo za ekstrakciju fenola i flavonoida je: etanol
(30 %) > aceton (30 %) > voda. U istrazivanju Proestos i sur. (2006) kao najpogodnije otapalo
za ekstrakciju fenolnih spojeva pokazala se 60 %-tna vodena otopina metanola, dok su
primjenom 60 % - tne vodene otopine acetona, vode i etil acetat/voda (60:30, v/v) dobiveni
niZi prinosi.
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Intenzitet prozvucivanja proporcionalan je amplitudi vibracija ultrazvu¢nog izvora i kao
takav, prirast amplitude vibracija ¢e dovesti do povecanja intenziteta vibracija i poveéanja
sonikacijskog ucinka. Da bi se postigao prag kavitacije potreban je minimalni intenzitet. To
znaci da vece amplitude nisu uvijek potrebne da se dobiju Zeljeni rezultati. Osim toga, visoke
amplitude ultrazvuka mogu dovesti do oSte¢enja ultrazvucne sonde, Sto moze rezultirati u
tekuéem mediju agitaciju umjesto kavitacije i lo§ prijenos ultrazvuka kroz tekuéi medij.
Medutim, amplituda ultrazvuka trebala bi biti veca kada se radi s uzorcima visoke
viskoznosti. Takoder povecana amplituda ultrazvuka potrebna je za dobivanje mehanickih
vibracija koje poti¢u kavitaciju (Santos i sur., 2008). Hossain i sur. (2012) proveli su
istrazivanje utjecaja ultrazvuka na izolaciju fenolnih spojeva iz aromatskih biljka porodice
Lamiaceae pri slijede¢im uvjetima ekstrakcije: ultrazvuénog procesora jakosti 1500 W,
promjera sonde 19 mm u trajanju 5 do 15 min s 80 % vodenom otopinom metanola te
variranom amplitudom (24 — 61 pm). Utvrdili su da na izolaciju fenolnih spojeva znacajan
utjecaj ima amplituda ultrazvuka te da porastom amplitude znacajno raste prinos fenolnih

spojeva.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIALI

Za provodenje ovog istrazivanja koriSten je uzorak liofiliziranih listova koprive (Urtica dioica
L.) (Slika 13) ubranih na podrugju Zumberka u mjestu Sela Zakanjska tijekom prolje¢a 2019.

godine.

Slika 13. Liofilizirani listovi koprive (Urtica dioica L.) (vlastita fotografija, 2019)

Uzorci su dopremljeni u svjezem obliku te pohranjeni u hladnjak pri temperaturi od — 20 °C
do provodenja postupka liofilizacije (trajanje liofilizacije: 24h na —50 °C). Nakon postupka
liofilizacije i neposredno prije provedbe eksperimenta, listovi koprive usitnjeni su pomocéu

tarionika s tuckom (Slika 14).

Slika 14. Usitnjeni liofilizirani listovi koprive (vlastita fotografija, 2019)
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3.2. METODE RADA

Izolacija fenolnih spojeva iz prethodno liofiliziranih listova koprive provedena je primjenom
ekstrakcije pomoc¢u ultrazvuka (UAE ekstrakcija) uz upotrebu 96 % - tnog etanola kao
ekstrakcijskog otapala. Prema planu pokusa punog faktorskog dizajna, ekstrakcija je
provedena pri razli¢itim amplitudama ultrazvuka i vremenu trajanja tretmana ultrazvukom. U
dobivenim ekstraktima lista koprive spektrofotometrijski su odredeni ukupni fenolni spojevi i

pigmenti (klorofili a i b te karotenoidi).

3.2.1. PRIPREMA UZORKA

Svjezi uzorak lista koprive prethodno je zamrznut na temperaturu od — 80 °C i potom
podvrgnut postupku liofilizacije na liofilizatoru Martin Christ Alpha 1 — 4 LSC plus. Na pet
plitica u jednom sloju rasporedena je masa od oko 500 g zamrznutog lista koprive nakon ¢ega
je proveden postupak liofilizacije koji je ukupno trajao 24 sata. Dio osusenih listova koprive
usitnjen je u tarioniku do konzistencije praha te kao takav koristen je za daljnju analizu.
Ostatak uzorka pakiran je u hermetic¢ki zatvorene polipropilenske vre¢ice i skladiSten pri

temperaturi — 20 °C do trenutka provodenja analize.

3.2.2. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM (UAE)

Za provedbu ekstracijskog postupka potpomognutog ultrazvukom koristen je uredaj tvrtke Dr.
Hielscher GMBH (Teltow, Njemacka) UP200Ht konstantne frekvencije od 26 kHz. Koristila
se sonda promjera 2 mm.

Nakon toga dobiveni ekstrakti su filtrirani pomocu filter papira. Uzorci su oznaceni od Uz-1

do Uz-24 i ¢uvani do analize pri temperaturi od — 20 °C.

Aparatura i pribor:
e Analiticka vaga Kern ABT 220-4M
e Laboratorijski ultrazvuk Dr. Hielscher Ultrasonic Processor UP200Ht
e Odmijerne tikvice, volumena 50 mL
o Filter papir

e Erlenmeyerova tikvica, volumena 50 ml
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o Kapaljka
e Stakleni lijevci
e Lonci¢ metalni
e Staklene caSe, volumena 50 ml
e Plasti¢ne kivete, volumena 50 ml
e Laserski uredaj za mjerenje temperature
Reagensi:
e 96 %-tni etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Destilirana voda
Postupak ekstrakcije:
Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je prema dizajnu eksperimenta prikazanog u Tablici
4,

Tablica 4. Plan pokusa ekstrakcije fenolnih spojeva primjenom UAE

ID Vrijeme Amplituda | Temperatura | m uzorka
(min) (%) (9) Q)
1 5 25 16 1,0007
2 10 25 17 1,0002
3 15 25 16 1,0075
4 20 25 15 1,0023
5 30 25 11 1,0162
6 40 25 14 1,0175
7 5 50 16 1,0103
8 10 50 11 1,0065
9 15 50 9 1,0386
10 20 50 9 1,0118
11 30 50 15 1,0094
12 40 50 11 1,0014
13 5 75 19 1,0180
14 10 75 20 1,0041
15 15 75 18 1,0078
16 20 75 21 1,0173
17 30 75 20 1,0076
18 40 75 17 1,0509
19 5 100 26 1,0201
20 10 100 21 1,0068
21 15 100 27 1,0039
22 20 100 24 1,0069
23 30 100 23 1,0197
24 40 100 20 1,0270
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Na analitickoj vagi u Erlenmeyerovoj tikvici od 50 ml odvaze se priblizno 1 g uzorka praha
liofiliziranih listova koprive te se doda 40 mL 96 % - tnog etanola. Erlenmeyerova tikvica sa
smjesom uzorka i ekstrakcijskog otapala pazljivo se stavi u metalni lon¢i¢ ispunjen ledom (u
svrhu odrzavanja niske temperature). Stalak s lon¢i¢em i tikvicom podigne se do razine
ultrazvuc¢ne sonde uronjene do sredine volumena uzorka pritom pazeci da sonda ne dodiruje
rubove tikvice, tj. da je u centriranom polozaju (Slika 15). Kuciste uredaja od pleksiglasa se

pazljivo zatvori.

Slika 15. Laboratorijski ultrazvuk Dr. Hielscher Ultrasonic Processor UP200Ht (vlastita
fotografija, 2019)

Prije pocetka same ekstrakcije, uredaj se podesi prema zadanim parametrima (amplituda,
vrijeme ekstrakcije). Za vrijeme i po zavrSetku ekstrakcije, temperatura uzorka se ocitava
laserskim uredajem za mjerenje temperature. PO potrebi dodaje se led te kontrolira poloZzaj
sonde. Takoder, potrebno je sprijeciti gubitak uzorka prskanjem koje nastaje kao posljedica
kavitacije.

Po zavrsetku ekstrakcije, dobiveni ekstrakti se filtriraju pomocu filter papira u odmjerne

tikvice od 50 mL i nadopune do oznake ekstrakcijskim otapalom. Ekstrakti se potom prenesu
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u plasti¢ne kivete volumena 50 ml te skladiSte u hladnjaku pri temperaturi od — 20 °C sve do

provodenja spektrofotometrijskih analiza.

3.2.3.  SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANIJE UKUPNIH FENOLA

Princip odredivanja:

Princip metode se temelji na svojstvu fenolnih spojeva da tijekom reakcije s Folin — Ciocalteu
reagensom nastaje plavo obojeni kompleks Ciji je intenzitet obojenja proporcionalan
koncentraciji fenola. Pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima fosforwolframova
I fosfomolbidenska kiselina se reduciraju u wolframov oksid i molbidenov oksid koji su plavo

obojeni. Mjeri se nastali intenzitet obojenja pri valnoj duljini 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Aparatura i pribor:
e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer) i staklene kivete
e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)
e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
e Mikropipete Eppendorf (100 mL i 1000 mL)
e Staklene epruvete i stalak za epruvete
e Kupelj rotavapora (BUCHI HeatingBath B-490, Svicarska)
e Vortex mijeSalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

e Staklene ¢asSe, volumena 50 mL

Reagensi:
e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)
e Destilirana voda

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20% - tna)

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane vode, a
potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni
u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL
96%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni.
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Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 100 pL ekstrakta, 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa i
2 mL destilirane vode. Nakon nekoliko minuta doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se kratko promijesa pomocu Vortex uredaja, a potom se uzorci
termostatiraju 25 minuta pri temperaturi 50 °C (u kupelji rotavapora). Slijepa proba se
pripremi na isti nacin kao i uzorak, ali se umjesto ekstrakta uzima ekstrakcijsko otapalo.
Nakon termostatiranja uzorcima se mjeri apsorbancija (opti¢ka gusto¢a otopine) pri valnoj

duljini od 765 nm.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96 %-
tnog etanola u odmjernoj tikvici volumena 100 mL i do oznake se nadopuni destiliranom
vodom.

Od pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama volumena
100 mL tako da se otpipetira u svaku tikvicu redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne
otopine galne kiseline i nadopunjuju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg L™. 1z izmjerenih vrijednosti
apsorbancija nacrta se bazdarni pravac (Slika 16) pomoc¢u programa Microsoft Excel pri ¢emu
su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L™), a na ordinati izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izra¢una se prema
dobivenoj jednadzbi pravca.

Dobivene koncentracije ukupnih fenola (mg GAE L™) preracunate su u masene udjele (mg
GAE g'1 s.t.), a rezultat se izrazava kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +

standardna devijacija.

23



2
1,8
16 y= o,c!ossx +ro00112 _*
R?=0,9997
1,4
1,2
AT765 1
0,8 p GA
0,6 / 7(GA) A 765 nm
0.4 [mg/L]
0 J 50 0,194
lo | | | 100 0,347
0 200 400 600 ;28 8282
¥ (GA) [mo/L] 500 1,761

Slika 16. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih fenola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba bazdarnog pravca glasi:
Y =0,0035 x X
R*=0,9997
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg L™)

R?— koeficijent determinacije

3.2.4. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANIJE KLOROFILA A,
KLOROFILA B | UKUPNIH KAROTENOIDA

Princip metode:

Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida bazira se na
principu da svaki fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s
apsorpcijskim maksimumima pri odredenim valnim duljinama. Klorofili najbolje apsorbiraju
svjetlost u plavom i crvenom dijelu vidljivog spektra pri ¢emu je apsorpcijski maksimum za
klorofil a (Ch-a) u plavom (~430 nm) te u crvenom dijelu spektra (~660 nm), dok se
apsorpcijski maksimumi za klorofil b (Ch-b) nalaze izmedu dvaju maksimuma klorofila a
(Ch-a) i to na oko 450 i 640 nm (Abou — Arab i sur., 2010; Barba i sur., 2015).
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Aparatura i pribor:
e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
o Staklene kivete
e Mikropipete Eppendorf (100 mL i 1000 mL)
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Staklena ¢aSa, volumena 50 mL

Reagensi:

e 96 % -tni etanol

Postupak odredivanja:

Dobivene ckstrakte lista koprive za kvantitativno odredivanje klorofila a, klorofila b i
karotenoida je potrebno prethodno razrijediti s 96 %-tnim etanolom te se potom mjeri
apsorbancija na 470 nm, 649 nm 1 664 nm. Na isti nacin pripremi se i slijepa proba, gdje se
umjesto uzorka uzima 96 %-tni etanol. Svako mjerenje provedeno je u paraleli. Apsorbanciju
slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi

za izraCunavanje konacnog rezultata.

Razrijedenja:

Uzorci pod brojevima 1 — 4 razrijedeni su 5 puta: na 1 mL ekstrakta dodano je 4 mL 96 % -
tnog etanola. Uzorci pod brojevima 5 — 12 razrijedeni su 10 puta: na 300 pL ekstrakta dodano
je 2700 uL 96 %-tnog etanola. Uzorci pod brojevima 13 — 16 razrijedeni su 15 puta: na 200
nL ekstrakta dodano je 2800 uL 96 %-tnog etanola.

Udjeli klorofila a i b te karotenoida racunaju se prema slijede¢im jednadzbama (Sumanta i
sur., 2014):

Etanol:

Ca (ng mL™) =13,36 Agss — 5,19 Agag [1]

Cp (ng mL™) =27,43 Agso — 8,12 Ages [2]

Cix+o) (ng mL™) =(1000 A4z —2,13C,— 97,63 Cp) /209 [3]
gdje su:

A = apsorbancija
Ca = klorofil a
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Cyp = klorofil b
Cx+c) = karotenoidi (ksantofili + karotent)
Dobivene vrijednosti masenih koncentracija (mg L™) potom su preradunate i izraZene kao mg

gt suhe tvari (mg g™ s.t.) + standardna devijacija.

3.2.5. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Eksperimentalni dizajn (Tablica 4) te statistiCka obrada podataka provedeni su programom
Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: koncentracije ukupnih
fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida u mg g* suhe tvari te je ispitivan utjecaj
neovisnih varijabli: amplitude ultrazvuka (25, 50, 75 i 100 %) i vremena ekstrakcije (5, 10,
15, 20, 30 i 40 minuta). Kontinuirane varijable analizirane su pomo¢u multivarijantne analize
varijance (MANOVA) dok je viSestruko usporedivanje provedeno Tukey LSD testom

viSestrukog usporedivanja. Razina znacajnosti za sve testove je bila o < 0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu istrazivan je utjecaj amplitude ultrazvuka (25, 50, 75 i 100 %) i vremena

ekstrakcije (5, 10, 15, 20, 30 i 40 minuta) na maseni udio ukupnih fenola, klorofila a i b te

karotenoida iz

lista koprive (Urtica dioica L.) ekstrahiran primjenom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih

mjerenja i prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Koncentracije ukupnih fenola, klorofila a i b te karotenoida iz lista koprive (Urtica

dioica L.) ovisno o amplitudi ultrazvuka i vremenu ekstrakcije

o | vieme | ampiiua | Sprifnal | Korafa T Korolh | Keroenad
(min) (%) tvari ) tvari) tvari) tvari)
1 5 25 1,63 + 0,05 0,88 +0,01 | 0,30+0,06 | 0,24 +0,02
2 10 25 1,64 +£0,13 0,85+0,06 | 0,32+0,02 | 0,22+0,02
3 15 25 1,77 +£ 0,02 0,96 +0,07 | 0,33+0,09 | 0,26=+0,00
4 20 25 1,65+0,13 0,94+021 | 0,31 +0,04 | 0,25+0,02
5 30 25 1,64 £ 0,06 1,53+0,08 | 0,56+0,03 | 0,37+0,02
6 40 25 1,31+ 0,07 1,46 £0,05 | 0,54+0,07 | 0,37+0,01
7 5 50 1,60+ 0,10 1,85+0,12 | 0,66 0,09 | 0,59 +0,02
8 10 50 1,71 +£ 0,03 2,05+0,15 | 0,71+£0,01 0,65+ 0,06
9 15 50 2,35+£0,00 | 2,22+0,12 | 0,83+0,04 | 0,68+ 0,03
10 20 50 2,71 +£0,10 3,24+0,05 | 1,15+0,03 | 0,92+0,03
11 30 50 4,12 +0,32 3,71 £ 0,21 1,32 +£0,04 | 1,04=+0,07
12 40 50 3,34+ 0,10 3,92+0,07 | 1,49+0,03 | 1,03+0,04
13 5 75 2,81 +£0,08 2,20+£0,01 | 0,78+0,06 | 0,71 +£0,01
14 10 75 3,44+0,20 | 2,96 +0,21 1,04 0,03 | 0,92 +0,08
15 15 75 4,00+ 0,11 2,93+0,10 | 1,10£0,04 | 0,91=+0,03
16 20 75 5,63+£0,14 | 436+0,17 | 1,55+0,09 | 1,29+0,03
17 30 75 353+£0,22 | 451+0,27 | 1,19+£0,59 | 1,28 +0,07
18 40 75 4,75+0,15 524+030 | 1,79+0,38 | 1,44+0,05
19 5 100 2,58 £0,40 3,80+ 0,11 1,37+0,04 | 1,07 £0,06
20 10 100 2,53+0,17 3,87+0,12 | 1,47+0,04 | 1,06=+0,05
21 15 100 4,40 = 0,04 5,16 +0,10 | 1,93+0,01 1,39 £ 0,03
22 20 100 431+£0,02 | 4,78+0,14 | 1,74+0,14 | 1,35+0,00
23 30 100 3,87+0,27 5,02+0,27 | 1,84+0,16 | 1,32+0,05
24 40 100 476+ 0,17 3,92+ 0,09 | 1,46+0,02 1,07+ 0,02
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Da bi se utvrdio utjecaj amplitude ultrazvuka i vremena ekstrakcije na koncentraciju ukupnih
fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida u listu koprive s ciljem optimiranja ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom, koristen je centralni kompozitni dizajn na tri razine.

Na Slikama 17 — 20 prikazan je trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za maseni udio
ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida u ekstraktu lista koprive u ovisnosti o

amplitudi i vremenu ekstrakcije.
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Slika 17. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrsina za maseni udio ukupnih fenola u

ekstraktu lista koprive u ovisnosti o amplitudi i vremenu ekstrakcije
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Slika 18. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrsina za maseni udio klorofila a u ekstraktu

lista koprive u ovisnosti o0 amplitudi i vremenu ekstrakcije
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Slika 19. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrsina za maseni udio klorofila b u ekstraktu

lista koprive u ovisnosti 0 amplitudi i vremenu ekstrakcije
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Slika 20. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za maseni udio karotenoida u ekstraktu

lista koprive u ovisnosti 0 amplitudi i vremenu ekstrakcije

Iz trodimenzionalnog prikaza odzivnih povrSina vidljivo je da amplituda ima signifikantan
utjecaj na maseni udio ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida odnosno
povecanje vremena ekstrakcije rezultira povec¢anjem masenog udjela svih analiziranih

spojeva.
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U Tablici 6 prikazane su jednadzbe regresijskog modela i1 pripadajué¢i koeficijenti

determinacije.

Tablica 6. Jednadzba regresijskog modela i koeficijent determinacije za koncentraciju

ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida u ekstraktima lista koprive

Varijabla (Y) Model R?

Ukupni fenoli Y=13,62 + 1,47X;— 0,88X,% + 2,34X,-1,48X,% + 0,76
0,97X, X5

Klorofil a Y=3,41+ 1,65X;— 0,36X,% + 3,25X»-1,13X,° + 0,88
0,03%X, X5

Klorofil b Y=1,18 + 0,55X; — 0,13X;%+ 1,18X, — 0,27X,? 0,83
- 0,05X;X>

Karotenoidi Y=1,01+ 0,38X; — 0,14X;° + 0,91X, — 0,47X,? 0,90
+0,01X, X5

X;i-vrijeme; X,-amplituda

Jednadzba regresijskog modela omogucava predvidanje koncentracije ukupnih fenola
klorofila a, klorofila b i karotenoida za svaku vrijednost amplitude i vremena ekstrakcije.
Pripadajué¢i koeficijenti determinacije (R?) pokazuju kolika je preciznost modela za
predvidanje ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida. Izracunate vrijednosti

koeficijenta determinacije ukazuju na dobro prilagoden model od cega je najbolji za
karotenoide (0,90).

4.1. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA NA UCINKOVITOST
EKSTRAKCIE

Rezultati statisticke analize pojedinacnih 1 kombiniranih utjecaja vremena ekstrakcije 1
amplitude UZV na masene udjele ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida u

ekstraktima lista koprive prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 7. Utjecaj vremena ekstrakcije i amplitude UZV na masene udjele ukupnih fenola,
klorofila a, klorofila b i karotenoida u ekstraktima lista koprive (Urtica dioica L.)

N UF Ch-a Ch-b Karotenoidi

mg g*s.t. mg g*s.t. mg g’ s.t. mg g’ s.t.
Vrijeme (min) p<0,05F p<0,05F p<0,05F p<0,05F
5 8 2,15+£0,05°  2,18+0,05°  0,78+0,05° 0,65+0,01°
10 8 2,33£0,05%  2,4340,05°  0,89+0,05%¢ 0,71+0,01°
15 8 3,13+0,05°  2,89+0,05° 1,04+0,05%¢ 0,81+0,01°
20 8 3,57+£0,05°  3,33+0,05° 1,19+0,05° 0,95+0,01°
30 8 3,2940,05°  3,69+0,05° 1,22i0,052'“ 1,00+0,01°
40 8 3,544+0,05°  3,63+0,05° 1,32+0,05 0,97+0,01°
Amplituda (%) p<0,05F p<0,05F p<0,05F p<0,05F
25 12 1,61+0,04°  1,10£0,04*  0,39+0,05° 0,28+0,01°
50 12 2,6440,04°  2,83+0,04°  1,02+0,05° 0,82+0,01°
75 12 4,03+0,04°  3,70£0,04°  1,24+0,05° 1,09+0,01°
100 12 3,7440,04°  4,43+0,04°  1,64+0,05° 1,21+0,01°
Vrijeme  Amplituda p <0,05T p <0,05T p <0,05T p <0,05T
(min) (%)
5 25 2 1,63+0,10°  0,88+0,10*°  0,30+0,11° 0,2440,03°
5 50 2 1,60+0,10*  1,85+0,10%®  0,66+0,11*"° 0,59:+0,03°
5 75 2 2,81+0,10°¢  2,20+0,10°  0,78+0,11%"%%¢ (0 71+0,03"
5 100 2 2,58+0,10°  3,80+0,109"" 1,37+0,11"M 1,07+0,03°
10 25 2 1,64+0,10°  0,85+0,10°  0,32+0,11° 0,22+0,03°
10 50 2 1,71+0,10*  2,05+0,10%¢  0,71+0,11*>cd 0,65:+0,03°
10 75 2 3,44+0,10%°  2,96+0,10" 1,04+0,117¢4¢M8 0 924+0,03°
10 100 2 2,53+0,10°  3,87+0,10™  1,47+0,11%" 1,06+0,03°
15 25 2 1,7740,10°  0,96+0,10*"¢ 0,33+0,11° 0,26+0,03°
15 50 2 2,35+0,10°  2,2240,10°  0,83+0,11*°%%&" 0 68+0,03"
15 75 2 4,00+0,10%"  2,93+0,10' 1,10+0,11°¢%¢%8 0 91+0,03°
15 100 2 4,40+£0,10"  517+0,10™  1,94+0,11' 1,39+0,03°
20 25 2 1,65+0,10°  0,94+0,10*"¢ 0,31+0,11° 0,25+0,03°
20 50 2 2,71+£0,10°  3,24+0,10"  1,15+0,117%%"9M (9240 03¢
20 75 2 563+0,10"  4,36+0,10"% 1,55+0,11™ 1,29+0,03¢
20 100 2 4,31+0,10"  4,78+0,10%"™ 1,74+0,11™ 1,35+0,03°
30 25 2 1,64+0,10°  1,53+0,10°° 0,56+0,11%"°  0,37+0,03
30 50 2 4,12+0,10"  3,71+0,10%"  1,32+0,11%8M9M" 1 0440,03°
30 75 2 353+0,10%° 4,51+0,10"™"  1,19+0,11%%%"9"" 1 28+0,03°
30 100 2 3,87+0,10%¢" 502+0,10"™  1,84+0,11' 1,32+0,03°
40 25 2 1,310,10°  1,4620,10°%" 0,54+0,11%" 0,37+0,03°
40 50 2 3,34+0,10%%  3,92+0,10™"  1,49+0,11%" 1,03+0,03°
40 75 2 4,76£0,109  524%0,10™  1,79+0,11™ 1,44+0,03¢
40 100 2 4,760,109  3,92+0,10™" 1,460,119 1,07+0,03°
Prosjec¢na vrijednost 48  3,00+0,18 3,02+0,21 1,07+0,08 0,85+0,06

Biljeska. Vrijednosti s razli¢itim slovom su statisti¢ki znac¢ajne kod p < 0,05.

*Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska u mg g s.t.
T Statisti¢ki znacajni parametar kod p < 0,05.
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41.1. UTIJECAJVREMENA EKSTRAKCIE

Prema rezultatima multivarijantne analize varijance (MANOVA) vrijeme ekstrakcije je
statistiCcki znacajno utjecalo na koncentraciju svih promatranih spojeva. Koncentracija
ukupnih fenola je bila najvisa kod vremena ekstrakcije od 20 minuta te opada s produljenjem
vremena, dok su najvise koncentracije klorofila a i karotenoida odredene pri vremenu
ekstrakcije od 30 minuta. Najvisa koncentracija klorofila b odredena je kod ekstrakcijskog
vremena od 40 minuta.

U istrazivanju Sic Zlabur i sur. (2015) provedenom na ekstraktu stevije duzim vremenom
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom povecavao se prinos fenolnih spojeva te je optimalno
vrijeme ekstrakcije bilo 10 minuta, dok su vremena od 2, 4, 6 i 8 minuta bila prekratka i
rezultirala su manjim prinosima ukupnih fenola $to nije bio slu¢aj u ovome istrazivanju.
Sliéno ovom istrazivanju, Velickovi¢ i sur. (2006) su ustanovili da je optimalno vrijeme
ekstrakcije fenolnih spojeva kod ljekovite i ljepljive kadulje 20 minuta u odnosu na vremena
od 5, 10, 40 i 80 minuta. Autori Carrea i sur. (2012) proveli su istrazivanje na ekstraktima
grozda i utvrdili da vrijeme ekstrakcije nije imalo znacajan utjecaj na koncentraciju fenolnih
spojeva. Kraée vrijeme sonikacije ponekad nije dovoljno da bi ultrazvuk razorio stijenke
stanica i da bi doslo do otpustanja polifenolnih spojeva iz stani¢nih dijelova, ali produljenjem
vremena tretiranja moze doc¢i do degradacije fenolnih spojeva i negativnog utjecaja.

Kong i sur. (2012) odredivali su optimalne uvjete ekstrakcije ukupnih klorofila kod mikroalge
Chlorella vulgaris pri vremenima 30, 60 i 90 minuta i ustanovili da je optimalno vise vrijeme
ekstrakcije od 79 minuta, dok su u ovom istrazivanju odredena optimalna vremena ekstrakcije
od 30 minuta za klorofil a, odnosno 40 minuta za klorofil b. Autori Li i sur. (2013) proucavali
su ekstrakciju ultrazvukom karotenoida iz mrkve pri vremenima od 10, 20, 30, 40, 50 i 60
minuta te utvrdili da je optimalno vrijeme ekstrakcije 20 minuta. Optimizaciju ekstrakcije
karotenoida iz annatto sjemenki odredivali su Yolmeh i sur. (2014) i odredili da je optimalno
vrijeme ekstrakcije ultrazvukom 7,25 minuta, a eksperimentalna vremena bila su: 2, 4, 6, 8 i

10 minuta.
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412. UTIJECAJAMPLITUDE ULTRAZVUKA

Statisticka analiza je pokazala da koncentracija klorofila a, klorofila b i karotenoida raste
proporcionalno porastom amplitude UZV dok je najvisa koncentracija ukupnih fenola
odredena pri amplitudi UZV od 75 %.

Utjecaj amplitude (20, 50 i 100 %) na ekstrakciju fenolnih spojeva istrazivan je u radu Carrea
i sur. (2012). Najveéi prinos fenolnih spojeva bio je pri viSoj amplitudi od 100 %, ali nije bilo
znacajne razlike izmedu 100 % -tne i 50 % -tne amplitude, dok su koriStenjem nize amplitude
od 20 % dobiveni rezultati masenog udjela fenolnih spojeva znaajno manji. Takoder,
koristenjem 100 % amplitude postigli su se najbolji rezultati ekstrakcije u istrazivanju Dent i
sur. (2015), no u tom istrazivanju vrijednost amplitude je konstantna.

Kracde vrijeme sonikacije ponekad nije dovoljno da bi ultrazvuk razorio stijenke stanica i1 da bi
doslo do otpustanja polifenolnih spojeva iz stani¢nih dijelova, ali produljenjem vremena
tretiranja moze doc¢i do degradacije fenolnih spojeva i negativnog utjecaja.

Za razliku od ovog istrazivanja, autori Jaeschke i sur. (2017) utvrdili su da je najvisa
koncentracija karotenoida pri nizoj amplitudi (50 %), a najmanja pri najvisoj (100 %). Navode
da je razlog tome nastajanje slobodnih vodikovih i hidroksidnih radikala za vrijeme kavitacije
koji reagiraju s karotenoidima uzrokuju¢i njihovu degradaciju.

Pregledom literature ustanovljeno je da istraZivanja koja se bave utjecajem amplitude
ultrazvuka na ekstrakciju klorofila a i b do sada nisu objavljena te ih nije moguée usporediti s

rezultatima ovog istraZivanja.

4.13. KOMBINIRANI UTJECAJ VREMENA EKSTRAKCHE I
AMPLITUDE ULTRAZVUKA

Kod kombiniranog utjecaja vremena ekstrakcije i amplitude UZV, MANOVA je pokazala da
je koncentracija ukupnih fenola bila najvisa pri vremenu ekstrakcije od 20 minuta i amplitudi
UZV 75 % koja se pokazala najboljom i za ekstrakciju klorofila a i karotenoida, ali tijekom
40 minuta. Najbolji uvjeti ekstrakcije klorofila b iz lista koprive bili su: vrijeme ekstrakcije od
15 minuta i amplituda UZV 100 %.

Hossain i sur. (2012) proveli su istraZivanje utjecaja ultrazvuka na izolaciju fenolnih spojeva
iz aromatskih biljka porodice Lamiaceae pri slijede¢im uvjetima ekstrakcije: ultrazvucnog

procesora jakosti 1500 W, promjera sonde 19 mm u trajanju 5, 10 i 15 min s 80 % -tnom
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vodenom otopinom metanola te varijacijama u amplitudi (24 — 61 um). Utvrdili su da na
izolaciju fenolnih spojeva znacajan utjecaj ima amplituda ultrazvuka te da porastom
amplitude znacajno raste prinos fenolnih spojeva. Optimalno vrijeme ekstrakcije bilo je 10
minuta.

Takoder, u istrazivanju Yolmeh i sur. (2014) odredeno je optimalno vrijeme ekstrakcije
ultrazvukom 7,25 minuta (eksperimentalna vremena bila su: 2, 4, 6, 8 i 10 minuta) pri

najveéem intezitetu zradenja od 22,5 W m™%.

Tablica 8. Optimalni uvjeti ekstrakcije ukupnih fenola, klorofila a, klorofila b i karotenoida iz
lista koprive (Urtica dioica L.) primjenom UZV te njihove predvidene i eksperimentalne
vrijednosti

Predvidene Eksperimentalne

Vrijeme (min) Amplituda (%)  vrijednosti vrijednosti

(mgg'st)  (mgg'st)
Ukupni fenoli 40 75 4,38 4,05
Klorofil a 40 100 5,13 3,98
Klorofil b 30 75 1,49 1,28
Karotenoidi 30 75 1,23 1,19

Prema statistiCkim podacima, kao $to je vidljivo u Tablici 8, optimalni uvjeti za UZV
ekstrakciju ukupnih fenola su vrijeme ekstrakcije od 40 minuta i amplituda UZV od 75 % uz
prinos ekstrakcije 4,05 mg g™ s.t. Isto vrijeme je optimalno i za ekstrakciju klorofila a, ali pri
amplitudi UZV 100% s prinosom 3,98 mg g™ s.t. Za ekstrakciju klorofila b i karotenoida
optimalno vrijeme je 30 minuta te amplituda UZV 75 %. Dobiveni ekstrakcijski prinos za
klorofil b je 1,28 mg g™ s.t., a za karotenoide iznosi 1,19 mg g™ s.t.

Navedeni optimalni uvjeti pokazuju da je za ekstrakciju ukupnih fenola i klorofila a bolje
primijeniti duzu ekstrakciju pri visim amplitudama, dok je za ekstrakciju Kklorofila b i

karotenoida bolje provesti krac¢u ekstrakciju pri neSto nizim amplitudama UZV.
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5.  ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata koji su dobiveni u okviru ovog istrazivanja i provedene rasprave moze se

zakljuciti slijedece:

1. Prema rezultatima multivarijantne analize varijance (MANOVA) vrijeme ekstrakcije
je statisticki znacajno utjecalo na koncentraciju svih promatranih spojeva.

2. Koncentracija ukupnih fenola je bila najvi$a pri vremenu ekstrakcije od 20 minuta te
opada s produljenjem vremena, dok su najviSe koncentracije klorofila a i karotenoida
odredene pri vremenu ekstrakcije od 30 minuta. Najvisa koncentracija Kklorofila b
odredena je kod ekstrakcijskog vremena od 40 minuta.

3. Statisticka analiza je pokazala da koncentracija klorofila a, klorofila b i karotenoida
raste proporcionalno porastom amplitude UZV dok je najvisa koncentracija ukupnih
fenola odredena pri amplitudi UZV od 75 %.

4. Kod kombiniranog utjecaja vremena ekstrakcije i amplitude UZV, MANOVA je
pokazala da je koncentracija ukupnih fenola bila najvisa pri vremenu ekstrakcije od 20
minuta i amplitudi UZV 75 % koja se pokazala najboljom i za ekstrakciju klorofila a i
karotenoida, ali tijekom 40 minuta. Najbolji uvjeti za ekstrakciju klorofila b iz lista
koprive bili su: vrijeme ekstrakcije od 15 minuta i amplituda UZV 100 %.

5. Prema statistickim podacima, optimalni uvjeti za UZV ekstrakciju ukupnih fenola su
vrijeme ekstrakcije od 40 minuta i amplituda UZV od 75 % uz prinos ekstrakcije 4,05
mg g™ s.t. Isto vrijeme je optimalno i za ekstrakciju klorofila a, ali pri amplitudi UZV
100 % s prinosom 3,98 mg g™ s.t. Za ekstrakciju klorofila b i karotenoida optimalno
vrijeme je 30 minuta te amplituda UZV 75 %. Dobiveni ekstrakcijski prinos za

klorofil b je 1,28 mg g™ s.t., a za karotenoide iznosi 1,19 mg g™ s.t.
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