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1. UVOD

Komorac ( Foeniculum vulgare) je samonikla viSegodisnja biljka aromati¢na okusa i mirisa koja
se zbog antiseptickog, antireumatskog i diuretickog djelovanja koristi u prehrambene, ljekovite
i kozmeticke svrhe. Sjemenke komoraca obiluju velikim koli¢inama bioaktivnih spojeva, poput
fenola koji su poznati antioksidansi jer suzbijaju slobodne radikale te na taj nacin doprinose
zdravlju ljudi.

Upravo zbog blagotvornog djelovanja bioaktivnih molekula na ljudski organizam, povecava se
broj znanstvenih istraZivanja o njima te njihovoj izolaciji iz bilja. Jedna od novijih tehnika
ekstrakcije bioaktivnih molekula je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom koja ima veliku
industrijsku vaznost u tehnologiji prerade hrane jer se njome postize veéi prinos Zeljenih
supstanci, uz smanjenje vremena ekstrakcije i koristenja otapala.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj razlicitih gnojidbenih tretmana (organsko, mineralno
i organsko-mineralno gnojivo) kao i ekstrakcijskog otapala (H.0, 50% etanol, 96% etanol) na
udio ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijsku aktivnost u ekstraktima

odmascenih sjemenki komoraca dobivenih ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom (UAE).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMORAC

Komorac (Foeniculum vulgare) je samonikla ili kultivirana viSegodiSnja, aromati¢na zacinska
bilijka koja pripada obitelji Stitarki (Apiaceae). Foeniculum vulgare (slika 1) je uspravna,
razgranata biljka s mekanim i pernatim liS¢em koje moze biti dugo do 40 centimetara, a sama
biljka moze narasti do 2 metra visine. Cvjetovi komoraca su svijetlo zlatne boje te su skupljeni
u Stitaste cvatove, a sjemenke su lagano zakrivljene, zelenkasto-zute boje (Badgujar i sur.,
2014).
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Slika 1. Prikaz komoraca (Kohler, 1887)

Komorac se uzgaja od davnina te je njegova ljekovitost vec bila poznata starim Grcima,
Rimljanima i Egip¢anima. Podrijetlom je iz Sredozemlja i Bliskog istoka, a proSirena je na daleki
istok sve do Japana i Kine te na zapad gdje je rasprostranjen u objema Amerikama (Hegi,
1926.). U Hrvatskoj je jako zastupljen na svim otocima i u primorskim i priobalnim krajevima.
Za uspjesan rast i razvoj, komorac treba topla ljeta i blage zime to jest najbolje uspijeva u
podrucéjima umjerene klime. Raste na neobradenim i suhim tlima, no takoder i na oranicama.
Poznato je nekoliko podvrsta i varijeteta koromaca: Foeniculum vulgare subsp. (podvrsta)
piperitum i subsp. vulgare unutar kojih se istiu varijateti vulgare, divlji koromac koji se javlja

samoniklo, i var. auilce, slatki koromac, koji se uzgaja (S. Pignatti, 1982.).



2.2. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI SJEMENKI KOMORACA

2.2.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su najve¢a skupina sekundarnih biljnih metabolita koji pokazuju veliku
raznolikost struktura, od jednostavnih spojeva poput fenolnih kiselina do polifenola poput
flavonoida. Sastoje se od jednog ili viSe aromatskih prstenova koji posjeduju jednu ili vise
hidroksilnu grupu (Dai i Mumper, 2010). Biljni fenoli su kemijski jako raznolika skupina spojeva
zbog Cega su u literaturi prisutni mnogi nacini njihove klasifikacije: na temelju bioloSke
aktivnosti, biosintetskog puta, prema strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli i
slicno (Tsao, 2010). Prema kemijskoj strukturi mozemo ih podijeliti na neflavonoide i flavonoide
(slika 2). Neflavonoide dijelimo na fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne),
tanine, stilbene i kumarine dok se flavonoidi dijele na flavone, flavonole, flavane, izoflavone,

flavanone i antocijanidine (Whale i sur., 2010).

Fenalmni spajewi
| Flavoncidi | Ne-flavonoidi
l y
Flawonali Fenolmne kiselineg Tanini, stilbeni |
Flavoni ligmani
Flarwanoni \
Flavanali
Lzcflavond Hidraksicimatna Hidroksibenzojewa
Antoctiani kiselina kiselina

Slika 2. Klasifikacija fenolnih spojeva prema kemijskoj strukturi (Shirahigue i Ceccato-
Antonini, 2020)

Biljni fenoli imaju razne uloge poput obrane bilijke od herbivornih organizama, privlaenje
oprasivaca, sudjelovanje u mehanickoj potpori i redukciji rasta susjednih biljaka (Pevalek-
Kozlina, 2003.)

Fenolni spojevi sveprisutni su u svim biljnim organima i zbog toga su sastavni dio ljudske
prehrane gdje igraju vaznu ulogu u prevenciji bolesti (Bravo, 1998; Kabera i sur., 2014;
Tungmunnithum i sur., 2018). Visok unos povréa i voca, odnosno namirnica bogatih
polifenolima, povezan je sa smanjenim rizikom brojnih kroni¢nih bolesti poput raka,

kardiovaskularnih bolesti i kroni¢nih upala (Scalbert i sur., 2005; Sharma, 2014). Razlog tome



je antioksidativno djelovanje polifenola koji mogu neutralizirati slobodne radikale i to tako da
im doniraju elektron (slika 3).
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Slika 3. Mehanizam djelovanja antioksidansa (Ravi Kiran Tadapaneni, 2010)

Kooti i suradnici (2015) su u svom istrazivanju pokazali da su u ekstraktu komoraca prisutne
razlicite skupine kemijskih spojeva od kojih su fenolni spojevi jedni od najzastupljenijih.

U istraZivanju koje su proveli Roby i suradnici (2013.) dokazali su da su od fenolnih kiselina
najzastupljenije klorogenska i ruzmarinska kiselina, a od flavonoida kvercetin i apigenin (slika
4).
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Slika 4. Kemijska struktura apigenina i kvercetina (Jangdey i sur., 2018) te ruzmarinske i
klorogenske kiseline (Abdullah i sur., 2008)



2.2.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline i njihovi derivati spadaju u podskupinu neflavonoida koja je Siroko
rasprostranjena u biljnom carstvu. Zahvaljujuéi svom protuupalnom, antimikrobnom,
antikancerogenom, antialergijskom i antivirusnom djelovanju, pojaCava se zanimanje za
njihovim istraZivanjem (Joli¢ 2017.).

Obzirom na osnhovnu strukturu razlikujemo dvije podskupine fenolnih kiselina: derivate
hidroksibenzojeve kiseline i derivate hidroksicimetne kiseline (Celep i sur., 2014).
Hidroksibenzojeve kiseline (HBA), osnovne strukture Ce-Ci (slika 5), nastaju izravno iz

benzojeve kiseline te su obicno prisutne kao slobodne kiseline (Greblo, 2009).
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Slika 5. Osnovna struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999)

Medu najrasprostranjenije HBA spadaju: siriginska, protokatehinska, vanilinska, galna, m

hidroksibenzojeva i p-hidroksibenzojeva kiselina (Joli¢, 2017).

Hidroksicimetne kiseline (HCA) se razlikuju po vrsti i broju supstituenata koji su vezani na
benzenskom prstenu (slika 6), a u prirodi uglavnom dolaze u razlicitim konjugiranim oblicima
te kao esteri (Macheix i sur., 1990).

Medu najrasprostranjenije HCA spadaju: ferulinska, sinapinska, p-kumarinska te kafeinska
kiselina (Tomaz, 2016.).

Kafeinska kiselina R; =OH; R,=R3;=H
R, N Kaftannska kiselina R; = OH; Ry = H; R3 = C34H;s0¢ (tartarat)
=R;=H
= =H; R3 = C4H;s0¢

OR4 p-Kumarnnska kiselina R; =R;=R.
p-Kutarinska kiselina R; =OH=R;
HO Ferulinska kiselina R; = OCH; ; Ry = H
Sinapinska kiselina R; = Ry =0OCH; R;=H
R,

Slika 6. Osnovna struktura hidroksicimetnih kiselina (Tomaz, 2016)



Hidroksicimetne kiseline djeluju kao snazni antioksidansi te imaju razlicite fizioloSke uloge u
bioloskim sustavima. Istrazivanja su dokazala da se HCA mogu koristiti u preventivne ili
terapeutske svrhe u viSe vrsta bolesti uzrokovane oksidacijskim stresom poput raka,
kardiovaskularih bolesti, ateroskleroze i drugo.

2.2.2, Antioksidacijski kapacitet

Slobodni radikali su definirani kao bilo koja molekularna vrsta sposobna za samostalno
postojanje koja sadrzi nespareni elektron u atomskoj orbitali (Lobo, 2010). Slobodni radikali
uzrokuju oStecenja bioloski vaznih molekula poput DNA, proteina, lipida i ugljikohidrata
(Young, 2001).

Gutteridge (1994) je definirao antioksidanse kao bilo koju tvar koja kada je prisutna u relativno
niskoj koncentraciji u odnosu na oksidirajuéi supstrat, znatno inhibira ili odgada oksidaciju tog
supstrata. Njegova molekularna struktura omogucuje preuzimanje nevezanog elektrona iz
slobodnog radikala i na taj nacin stabilizira molekulu (Valko i sur., 2006).

U cilju pravilnog funkcioniranja stanice, od iznimne vaznosti je odrZavati ravnotezu izmedu
slobodnih radikala i antioksidansa (Valko i sur., 2006). Ukoliko je ona nepovoljna, odnosno
povecana je koncentracija slobodnih radikala u odnosu na antioksidanse, tada dolazi do
oksidacijskog stresa odnosno stanja organizma koje moze dovesti do raznih upalnih, sréanih,
neuroloskih i drugi bolesti (Rao, 2006).

U posljednje vrijeme uloga antioksidansa u odrzavanju zdravlja i prevenciji bolesti i poremecaja
je dobila na velikoj vaznosti te ne cudi Sto je veliki dio istrazivanja usmjeren bas na njih.
Antioksidacijski kapacitet se moze razliCito definirati. On moze znaditi sposobnost uklanjanja
slobodnih radikala, sposobnost inhibicije oksidacije ili sposobnost sprjeavanja bolesti (Niki,
2011). Kao Sto je ve¢ reCeno, antioksidansi su vrlo zanimljivi u nutricionizmu, farmaciii,
medicini i agrokemijskim podrucjima, Sto je dovelo do potrebe za potraznjom jednostavnih no
pouzdanih metoda za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta.

Prema tipu kemijske reakcije koje se odvijaju, metode za odredivanje antioksidacijskog

kapacitet mogu se ugrubo podijeliti u 2 grupe (Prior i sur., 2005.; Badarinath i sur., 2010.):

- HAT (Hydrogen Atom Transfer) metode — prijenos atoma vodika, u koje spadaju:
ORAC, TRAP, CAA, CUPRAC, ECL i ABTS

- SET (Single Electron Transfer) metode — prijenos elektrona, u koje spadaju: FCR, TEAC,
FRAP i DPPH (slika 7)



DPPH (oksidran: obkk) DPPH (recucirans oblik)

Slika 7. Reakcija redukcije DPPH (Casanovas i sur., 2015)

2.3. GNOJIDBENI TRETMANI I NJIHOV UTJECAJ NA BILJKU

Prinos svih poljoprivrednih kultura u znatnoj mjeri ovisi o koli¢ini pristupacnih hranjiva u tlu
(Loncari¢ i sur., 1999). Simuni¢ i sur. (2007) u svom istraZzivanju navode da se intenzivnom
agrotehnikom koli¢ina hranjivih tvari u tlu na podrucju Republike Hrvatske sve viSe smanijuje,
a nadoknadivanje hranijiva, koje je iscrpila prethodna kultura, ili obogacivanje tla humusom se
vrSe gnojidbom. Kako bi se osigurali visoki prinosi u konvencionalnoj proizvodnii, biljke treba
gnojiti i prije i tijekom uzgoja. Primjena gnojiva utjeCe na prinos, kvalitetu i kemijski sastav
proizvoda, te kako ne bi bilo negativnih posljedica, nuzna je primjena dobro proucene i
razumne gnojidbe (Radman, 2015). Povecana upotreba mineralnih gnojiva i pesticida utjece
na prehranu biljaka, no takoder moze smanijiti mikrobioloske kulture tla te ugroziti odrzivu
proizvodnju i zdravlje ekosustava. No s druge strane, upravljanje tlom bez gnojidbe dovodi do
znacajnih gubitaka prinosa (Marici¢ i sur., 2021). Ukoliko se koristi neprimjerena gnojidba,
dolazi do negativnih u¢inaka na kakvocu, odnosno koli¢inu aktivnih tvari (Silje$ i sur., 1992) te
upravo zbog toga je potrebno poznavati raspolozivost hranjiva u tlu, ali i primjenjivati gnojiva
u skladu s bioloskim, ekonomskim i ekoloskim uvjetima.

Bergmann (1992) je zakljuCio da se gnojiva trebaju koristiti ekonomicno, u cilju podizanja
kolicine pristupacnih hranjiva u tlu i zadovoljavanja potreba biljaka za normalnim rastom i

razvojem.

2.4. EKSTRAKCIJA BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA PRIMJENOM ULTRAZVUKA

Ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva je prvi korak analize aromati¢nih i medicinskih biljaka te
igra klju¢nu ulogu u njihovoj separaciji i karakterizaciji. Definira se kao metoda u kojoj se biljno
ili Zivotinjsko tkivo tretira kroz standardne postupke sa selektivnim otapalima u svrhu otapanja
farmaceutski aktivnih sastojaka, dok vecina inertne tvari ostaje neotopljena (Manousi i sur.,
2019). Danas postoji Sirok raspon razlicitih tehnika ekstrakcije. Osim konvencionalnih metoda,



razvijeno je puno novih postupaka, a jedan od njih je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(UAE).

Ultrazvuk visoke snage, uslijed djelovanja kavitacija na stani¢ni materijal omogucuje vece
prodiranje otapala u materijal te takoder povecava prijenos mase. Uslijed pucanja stanicnih
stjenki dolazi do direktnog kontakta sa sadrzajem stanice (Vinatoru, 2001). Na taj nacin se
ubrzava ekstrakcija i povecava njena efikasnost. Mehanizam ekstrakcije ultrazvukom ukljucuje
dvije vrste fizikalnih promjena: difuzija kroz stanicni zid i ispiranje sadrzaja stanice nakon
probijanja zidova (Mason i suradnici, 1996). UCinak ultrazvuka je puno korisniji pri nizim
frekvencijama (18—40 kHz) jer tada dominiraju mehanicki ucinci fenomena kavitacije kao Sto
su turbulencije i strujanje tekucine (Vinatoru, 2001).

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija je relativno jednostavnha metoda za izvesti u
laboratorijskim uvjetima jer ne zahtjeva skupe aparate ni kemikalije. Uzorak, po mogucnosti
usitnjeni, se pomijesa s otapalom te stavi u ultrazvuénu kupelj na kojoj se prethodno namjesti
odgovarajucéa temperatura i vrijeme trajanja ekstrakcije. Temperatura, snaga ultrazvuka i izbor
otapala su jako bitni faktori koje je potrebno podesiti kako bi se postigao maksimalan prinos.
U usporedbi sa ostalim tehnikama ekstrakcije, posebno konvencionalnim, prednost UAE je ta
Sto ona omogucuje visok prinos, koristenje nizih temperatura i manjih koli¢ina otapala te je
jednostavnija za rukovanje (Chemat, Tomao i Virot, 2008). Osim Sto je koli¢ina otapala koja
se koristi smanjena, takoder je skraéeno ekstrakcijsko vrijeme te se kod ekstrakcija u vodenoj
sredini organska otapala mogu zamijeniti sa otapalima koja su generalno priznata kao sigurna
(Vilkhu i sur., 2008).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sjemenke komoraca

U ovom istrazivanju koriStene su sjemenke kultiviranog komoraca (Foeniculum vulgare) koji
su tijekom uzgoja tretirani sa 3 razli¢ita gnojidbena tretmana (organsko, mineralno i organsko-
mineralno gnojivo. Neposredno prije provodenja UAE upotrebom razlicitih otapala (H20, 50%
etanol i 96% etanol) sjemenke komoraca su usitnjene u tarioniku te se tako usitnjeni materijal

koristio za daljnje pokuse.

Tablica 1. Uzorci sjemenki kultiviranog komoraca

OZNAKA UZORKA TRETMAN
1 Kontrola
2 Organsko gnojivo
3 Mineralno gnojivo
4 Organsko-mineralno gnojivo

3.1.2. Kemikalije i standardi

e Etanol, 50%

e Etanol, 96%

e Destilirana voda

¢ Folin Ciocalteu reagens

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Priprema: u 800 mL vruce destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijeva karbonata,
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

e Standard galne kiseline
Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje se odvaze 0,5 grama galne kiseline te se otopi
u 10 mililitara 96% etanola u odmjernoj tikvici od 100 mililitara, a potom se nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

e Metanol, 100%

e 0,5 mM otopina DPPH

Priprema: 0,02g DPPH radikala se otopi u 100% metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL

e Otopina standarda — Trolox
e Koncentrirana klorovodicna kiselina, 37%

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1g/L HCI



3.1.3.

3.1.4.

Priprema: 0,227 mL 37% koncentrirane klorovodicne kiseline se otpipetira u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni 96% etanolom do oznake

Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2g/L HCI

Priprema: 0,454 mL 37 % koncentrirane klorovodicne kiseline se otpipetira u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake

Metanol, 80%

Standard kafeinske kiseline ( 100 mg/L)

Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje se odvaze 10 mg standarda kafeinske
kiseline te se pomocu 5 ml 80%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 100 mL i otopi u datom volumenu, a zatim se nadopuni do oznake 80%-
tnim metanolom

Kvarcni pijesak

Aparatura

Ultrazvucna kupelj (Elmasonic S 40H, EIma, Njemacka)

Analiticka vaga

Kupelj rotavapora

Vortex

Spektrofotometar (UV-VIS spektrofotometar Uviline 9400, Secomam, Francuska)
Laboratorijski susionik (FN 500, Nuve, Turska)

Eksikator

Pribor

Plasti¢ne epruvete (Falcon) (50 mL)

Stalak za epruvete

Filter papir

Stakleni lijevak

Stakleni Stapic¢

Odmijerne tikvice volumena 5 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mLi 1L
Pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mLi 25 mL
Automatske mikropipete (100 pL, 1000 pL, 5 mL)

Staklene kivete

Staklene ¢aSe volumena 50 mL i 100 mL

Spatula
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e Menzura volumena 50 mL, 100 mLi 1L
e Aluminijske posudice s poklopcima
e Staklene case

e Eppendorf epruvete volumena 2,5 mL

3.2. METODE RADA
3.2.1. Odredivanje ukupne suhe tvari

Ukupnu suhu tvar cini cjelokupna koli¢ina tvari iz sastava proizvoda koja ne isparava pod
definiranim uvjetima (Pravilnik, 1983). Postoje mnoge razli¢ite metode za odredivanje ukupne
suhe tvari, a u ovom istraZivanju koriStena je metoda susenja na 105 °C kod koje se odreduje
ostatak uzorka nakon susenja na 105 °C do konstantne mase.

Postupak odredivanja:

U osusenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 2 g kvarcnog pijeska i
stakleni Stapi¢ te se suSi u susioniku pri 105 °C oko 2 sata sa skinutim poklopcem. Nakon
sudenja posudica se zatvori poklopcem te hladi u eksikatoru, a zatim se izvaze za to¢noscéu
40,0002 g. U ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 1 g uzorka i dobro izmijeSa
pomocu staklenog Stapica, a zatim se sve zajedno vaZe sa tocnos¢u od £0,0002 g. Aluminijska
posudica s pijeskom i uzorkom stavi se u laboratorijski suSionik te se zagrijava 1 sat sa
otklopljenim poklopcem na temperaturi od 105 °C. Nakon hladenja u eksikatoru i vaganja
suSenje se nastavlja toliko dugo dok razlika izmedu dva uzastopna susenja, u razmaku od pola

sata ne bude manja od 0,001 g. Vaze se ponovno s tocnoscu + 0,0002g.

Izracun:
Ukupna suha tvar izracuna se prema sljede¢oj formuli:

mz —m,
Ukupna suha tvar (%) = E— x 100
2

Gdje je:
m; - masa posudice i kvarcnog pijeska (g)
m_ — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g)

m3 — masa posudice s ispitivanim uzorkom nakon susenja (g)

3.2.2. Ekstrakcija bioaktivnih spojeva uz primjenu ultrazvuka
Izolacija bioaktivnih spojeva iz siemenki kultiviranog komoraca je provedena primjenom UAE
na uredaju Elmasonic S 40H, Elma, Njemacka (slika 8).
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Slika 8. Ultrazvucna kupelj (vlastita fotografija)

Postupak ekstrakcije:

U epruvete odvaze se 2 g (+ 0,1 g) usitnjenih i odmaséenih sjemenki kultiviranog komoraca
te se doda 4 mL ekstrakcijskog otapala. Ekstrakcija se provodi u ultrazvucnoj kupelji na
temperaturi od 50 °C u trajanju od 30 minuta. Po zavrSetku ekstrakcije, ekstrakt se profiltrira
kroz naborani filter papir u odmjernu tikvicu od 5 mL i nadopuni ekstrakcijskim otapalom do

oznake. Ekstrakti se skladiste na +4 °C do provodenija daljnjih analiza.

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola
Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom i vodenom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu

reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu redom se otpipetira 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa i
2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te
sve skupa pomocu Vortexa promijeSa, a potom se uzorci termostatiraju, u kupelji od
rotavapora (slika 9), 25 minuta na temperaturi od 50 °C. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini od 765 nm. Na isti nacin se pripremi slijepa proba, no za slijepu probu se umjesto

ekstrakta uzima isti volumen otapala za ekstrakciju.
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Slika 9. Kupelj rotavapora (vlastita fotografija)

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline, otopi u 10 mL 96 %- tnog
etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od
pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako
da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
tikvicu i potom se nadopune do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim
tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine
standarda u staklene epruvete, te se redom dodaje 200 L Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasicene otopine natrijeva karbonata te se sve
skupa pomocu Vortexa promijesa, nakon ¢ega se uzorci termostatiraju 25 minuta pri 50 °C (u
kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mijeri
se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm, a iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se
bazdarni pravac (slika 10) pri ¢emu su na apscisi nanesene masene koncentracije galne kiseline
(mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih

fenola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 10. Bazdarni dijagram za ukupne fenole

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y = 0,0035 x X R2=1 (1)

gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg L 1)

R? — koeficijent determinacije

3.2.4. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina
Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se u etanolnom i vodenom ekstraktu
uzorka primjenom spektrofotometrijske metode pri ¢emu se na 320 nm mijeri intenzitet

nastalog obojenja (Howard i sur., 2003).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 250 pL ekstrakta, 250 pyL 1 g/L HCl u 96%-tnom
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Kako bi se odredile ukupne hidroksicimetne kiseline, mjeri se
apsorbancija na 320 nm. Slijepa proba se priprema na isti nacin, no umjesto 250 pL ekstrakta

uzima se isti volumen otapala za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca:
Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomocu jednadzbe bazdarnog

pravca za kafeinsku kiselinu (slika 11).
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1z alikvotne otopine standarda (100 mg/L) potrebno je pripremiti sljedeca razrjedenja: 10, 25,
50 i 66,7 mg/L i to na nacin da se u odmjerne tikvice od 10 mL redom otpipetira: 1, 2,5, 5 i
6,67 mL otopine alikvota te nadopune do oznake 80%-tnim metanolom. Zatim se u staklenu
epruvetu otpipetira redom 250 pL otopine standarda, 250 pL 1 g/L HCl u 96%-tnom etanolu i
4,55 2 g/L HCl te se izmjeri apsorbancija pri 320 nm.
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Slika 11. BaZdarni dijagram kafeinske kiseline za hidroksicimetne kiseline

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y=0,0045x X RZ=1 (2)

gdje je :

y — apsorbancija pri 320 nm

X — koncentracija kafeinske kiseline (mg/L)

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidativni kapacitet ekstrakta moze se odrediti u reakciji sa slobodnim radikalom DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Brand-Williams i sur., 1995). Metoda se temelji na redukciji
stabilnog DPPH u prisustvu antioksidansa pri ¢emu dolazi do promjene ljubicaste boje u zutu,

a apsorbancija se mjeri na 517 nm.
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Postupak odredivanja:

Prije pocetka odredivanja antioksidacijskog kapaciteta potrebno je pripremiti 0,5 mM otopinu
DPPH na nacin da se 0,02 grama DPPH otopi u metanolu u odmjernoj tikvici od 100 ml, a zatim
nadopuni metanolom do oznake.

U staklenu epruvetu se otpipetira 1 mL ekstrakta, 1 mL metanola, 0,5 mL 0,5 mM otopine
DPPH te se ostave stajati 20 minuta pri sobnoj temperaturi u mraku. Nakon 20 minuta mjeri
se apsorbancija pri 517 nm. Slijepa proba se priprema na isti nacin, no osim 1 mL ekstrakta,

dodaje se 1 mL metanola.

Izrada bazdarnog pravca:
Bazdarni pravac se izraduje s razrijedenim otopinama Troloxa poznate koncentracije: 0, 25,
50, 100, 200 i 300 uM i na temelju izmjerenih apsorbancija pri 517 nm se dobije jednadzba

pravca (slika 12).
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Slika 12. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji Troloxa

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y =-0,0014 x X + 1,0164 RZ=1 3
Gdje je:
y — apsorbancija uzorka pri 517 nm
X — ekvivalent Troloxa (pM)
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3.2.6. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka provedeni su programom Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
SAD). Zavisne varijable bile su: maseni udjeli ukupnih fenola i hidroksicimetnih kiselina
(mg/100 g suh. tvari) te AOA (umol TE/100g suh. tvari) suhe tvari te je ispitivan utjecaj
neovisnih varijabli: gnojidbeni tretman (organsko, mineralno i organsko-mineralno) i
ekstrakcijskog otapala (voda, 50% etanol i 96% etanol). Kontinuirane varijable analizirane su
pomocu multivarijantne analize varijance (MANOVA) dok je viSestruko usporedivanje
provedeno Tukey HSD testom viSestrukog usporedivanja. Razina znacajnosti za sve testove je
bila a < 0,05.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio ispitati utjecaj razliCitih gnojidbenih tretmana (organsko, mineralno i
organsko-mineralno gnojivo) kao i ekstrakcijskog otapala (H.O, 50% etanol, 96% etanol) na
udio ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijsku aktivnost u ekstraktima
odmascenih sjemenki komoraca dobivenih ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom (UAE).
Ekstrakcija je provedena u ultrazvucnoj kupelji pri temperaturi od 50 °C i trajanju od 30 minuta.
U svim ekstraktima antioksidacijski kapacitet je odreden primjenom DPPH metode. U tablici 2.
je prikazana ukupna suha tvar osusenih uzoraka, dok su maseni udjeli fenola i hidroksicimetnih

kiselina te antioksidacijski kapacitet prikazani u tablicama 3-5.

4.1. UKUPNA SUHA TVAR

Ukupnu suhu tvar cini cjelokupna koli¢ina tvari iz sastava proizvoda koja ne isparava pod
definiranim uvjetima (Katalini¢, 2006). Ovisno o sastavu proizvoda, za odredivanje ukupne
suhe tvari koriste se razli¢ite metode, a u ovom istrazivanju je koriStena metoda susenja na
105 °C do konstantne mase (AOAC, 1984).

Tablica 2. Maseni udio suhe tvari odredeni u uzorcima sjemenki komoraca

UZORAK/TRETMAN UDIO SUHE TVARI (%)
Kontrola 93,896%
Organsko 93,770%
Mineralno 93,974%

Organsko-mineralno 92,735%

Udio suhe tvari u uzorcima je bio od 92,735 % do 93,974 % (tablica 2). U istrazivanju koje su
proveli Moser i sur. (2014) odredena je ukupna suha tvar u rasponu od 94,1 % do 95,0% Sto

je u skladu sa rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.

4.2. UKUPNI FENOLI I HIDROKSICIMETNE KISELINE
Maseni udjeli ukupnih fenola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina odredeni u ekstraktima

odmascenih sjemenki komoraca, ekstrahiranim razli¢itim otapalima (H.O, 50% etanol i 96%
etanol) su prikazani u tablici 3.
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Tablica 3. Maseni udjeli ukupnih fenola i ukupnih hidroskicimetnih kiselina odredeni u
uzorcima sjemenki komoraca izrazeni kao prosjecna vrijednost tri paralelna mjerenja + st. dev.
(mg/100 g s.tv.)

Ukupni fenoli Ukupne hidroksicimetne
Uzorak Otapalo L
(mg/100 g s.tv.) | kiseline (mg/100 g s.tv.)
H.O 52,92 £ 0,52 43,79 + 0,56
Kontrola | 50% etanol 48,90 + 0,65 75,89 = 0,60
96% etanol 38,98 + 0,87 71,39 £ 0,86
H.O 40,33 + 0,61 20,18 + 1,28
Organsko | 50% etanol 36,94 £ 0,33 37,49 £ 1,22
96% etanol 34,29 +£ 1,22 38,23 + 0,84
H,0 58,74 + 0,81 41,33 + 0,74
Mineralno | 50% etanol 56,52 + 0,65 73,68 =+ 0,56
96% etanol 49,64 + 1,07 51,76 + 0,55
H.O 50,56 + 2,38 31,27 £ 1,76
Organsko-
. 50% etanol 58,01 + 1,42 81,16 + 1,85
mineralno
96% etanol 70,38 £ 1,22 284,93 £ 0,43

Maseni udio ukupnih fenola u sjemenkama komoraca ( Foeniculum vulgare) nakon provedene
UAE odreden je u rasponu od 34,29 + 1,22 mg GAE/100g do 70,38 = 1,22 mg GAE/100g.

U istrazivanju koje su proveli Faudale i sur. (2008) odreden je udio ukupnih fenola u rasponu
od 34,9 + 2,6 mg GAE/100g do 111,0 + 4,0 mg GAE/100g Sto je gotovo jednako vrijednostima
dobivenim u ovom istrazivanju.

Rezultati su pokazali da najveéi ekstrakcijski kapacitet za izolaciju ukupnih fenola ima
ekstrakcijsko otapalo H.O,a najmaniji ekstrakcijski kapacitet ima ekstrakcijsko otapalo 96%-tni
etanol Sto je u skladu sa zaklju¢kom, koji su dobili Roby i sur. (2013) Ciji su rezultati pokazali
da su polarnija otapala efikasnija u ekstrakciji fenolnih spojeva.

Kod uzorka tretiranog organsko-mineralnim gnojivom je odreden najvedi udio ukupnih fenola,
a kod uzorka tretiranog organskim gnojivom je zabiljezen najnizi udio ukupnih fenola. Wu i
sur. (2013) su u svom istrazivanju dosli do zakljucka da uz kombinaciju organskih i mineralnih
gnojiva je povecana ucinkovitost u istodobnom povecanju udjela ukupnih fenola, prinosa i
antioksidacijske aktivnosti.

Za uzorke tretirane organskim i organsko-mineralnim gnojivom, 96%-tni etanol pokazao se

kao najbolje ekstrakcijsko otapalo za ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina, a u uzorku
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tretiranim mineralnim gnojivom najveci ekstrakcijski kapacitet ima 50%-tni etanol. 1z rezultata
se jasno vidi da se najmaniji prinosi ukupnih hidroksicimetnih kiselina dobiju upotrebom H,O
kao ekstrakcijskog otapala, Sto je u skladu s rezultatima koje su dobili Yang i sur. (2017) u
svojem istrazivanju.

Maseni udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina odreden je u rasponu od 20,18 + 1,28 mg/100
g s.t.v do 284,93 + 0,43 mg/100 g s.t.v s time da je najvedi prinos ukupnih hidroksicimetnih
kiselina zabiljezen kod uzorka tretiranog organsko-mineralnim gnojivom, a najmanji kod uzorka
tretiranog organskim gnojivom. Dobiveni rezultati su u skladu s literaturnim podacima (Wu,
2013).

4.3. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET — DPPH METODA
Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredeni primjenom DPPH metode u ekstraktima

odmascenih sjemenki komoraca prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom ekstrakata

sjemenki komoraca izrazeni u pmol TE/100g s.tv. + st. dev.

DPPH (UM TE/100 g
Uzorak Otapalo )
suh. tvari)
H.0 340,16 = 0,66
Kontrola 50% etanol 211,14 £ 1,53
96% etanol 468,78 + 1,04
H.0 387,20 + 1,24
Organsko 50% etanol 194,46 + 0,77
96% etanol 446,30 + 2,22
H20 377,66 = 0,56
Mineralno 50% etanol 431,49 + 1,47
96% etanol 473,32 £ 0,38
H.0 365,21 + 1,67
Organsko-
. 50% etanol 410,26 £ 0,71
mineralno
96% etanol 477,41 £ 0,81
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Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom, pokazao se 96%-tni etanol kao
najbolje ekstrakcijsko otapalo za sva 3 uzorka. Kod uzorka tretiranim organskim gnojivom,
najmanji ekstrakcijski kapacitet ima ekstrakcijsko otapalo 50%-tni etanol, a kod uzoraka koji
su tretirani mineralnim i organsko-mineralnim gnojivom najmanji ekstrakcijski kapacitet ima
H,0. Ngo i sur. (2017) su u svom istrazivanju ispitivali utjecaj primjene razlicitih ekstrakcijskih
otapala na antioksidacijsku aktivnost. KoriSteno je 6 ekstrakcijskih otapala: aceton, 50%
aceton, 50% etanol, 50% metanol, metanol i H,O. Voda i aceton su imali najmanje
ekstrakcijske kapacitete, dok 50% aceton i etanol najvece, Sto potvrduje nase rezultate.

Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u dobivenim ekstraktima su u rasponu od
194,46 + 0,77 uM TE/100 g s.tv. do 477,41 + 0,81 uM TE/100 g s.tv. Sto se poklapa sa
istrazivanjem Faudale i sur. (2008) gdje je antioksidacijski kapacitet u rasponu od 122,7 +
11,2 pg/mL do 228,7 + 10,4 pg/mL. Najveci antioksidacijski kapacitet ima uzorak tretiran
organsko-mineralnim gnojivom, a najmanji tretiran organskim gnojivom Sto se poklapa sa

istrazivanjem koje su proveli Wu i sur. (2013).
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4.4, STATISTICKA ANALIZA — UTJECAJ TRETMANA I EKSTRAKCIJISKOG OTAPALA

Statisticka analiza utjecaja tretmana i ekstrakcijskih otapala na masene udjele ukupnih fenola

i hidroksicimetnih kiselina (UHCK) te na antioksidacijski kapacitet (AOA) prikazan je u tablici 5.

Tablica 5. Utjecaj tretmana i ekstrakcijskog otapala na masene udjele ukupnih fenola (UF),
hidroksicimetnih kiselina (UHCK) i antioksidacijsku aktivnost (AOA)

N UF UHCK AOA

TRETMAN b < 0,00' p<0,00  p=<0,00
Kontrola 9 46,93+0,37°  63,69+0,35  340,03+0,40°
Organsko 9 37,1940.370  31,97+0,35° 342,650,400
Mineralno 9 54,97£0.37°  55,50+0,35°  427,49+0,40°
Organsko-mineralno 9 59,65+0.37¢ 132,45+0,35¢ 417,63+0,40¢

OTAPALO p < 0,00' p<0,000  p<0,00
H.0 12 50,64£0.32°  34,14+0,30°  367,56+0,35"
50% EtOH 12 50,0040.32°  67,06£0,30°  311,84+0,35°
96% EtOH 12 4832£0.32°  111,58+0,30° 466,45+0,35¢

TRETMAN, OTAPALO p < 0,00' p<0,00  p<0,00
Kontrola, H;0 3 52,92£0.64°  43,79+0,60°  340,16%0,70¢
Kontrola, 50% EtOH 3 48,00£0.64°  75,89+0,609 211,14+0,70°
Kontrola, 96% EtOH 3 38,98£0.64°  71,30+0,60°  468,7820,70
Organsko; Hz0 3 40,33+0.64°  20,18+0,60°  387,200,70"
Organsko, 50% EtOH 3 36,94£0.64%0  37,49£0,60° 194 4620,70°
Organsko, 96% EtOH 3 3420064  38,23£0,60°  446,30£0,70
Mineralno; H,0 3 5874+0.64  41,33£0,60° 377,6620,70°
Mineralno, 50% EtOH 3 56,5040.64° 73,680,609 431,49+0,70"
Mineralno, 96% EtOH 3 49,64+0.64°  51,76£0,60°  473,32+0,70¢
3;83”5"0'“””3'”0' 5 50,56+0.64%  31,27+0,60°  365,21+0,70¢
oy gansko-mineraino, 3 58,01£0.64'  81,16£0,60" 410,260,709
oy gansko-mineraino, 3 70,38£0.64° 284,930,601 477,41%0,70
Y ROEDROST 36 19,68+10,35  70,02468,20 381,95+92,03

Biljeska. Vrijednosti s razlic¢itim slovom su statisticki znacajne kod p < 0,05.
*Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska.
t Statisticki znacajni parametar kod p < 0,05.
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Najvec¢i prinos ukupnih fenola (59,65+0.37 mg/100g s.tv) i hidroksicimetnih kiselina
(132,45%0,35 mg/100g s.tv.) ima uzorak tretiran organsko-mineralnim gnojivom, a najmanji
tretiran organskim gnojivom gdje maseni udio ukupnih fenola iznosi 37,19+0.37 mg/100g s.tv,
a maseni udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina iznosi 31,97+0,35 mg/100g s.tv. Rezultati
dobiveni statistickom obradom su u skladu s istraZivanjem koje su proveli Wu i sur. (2013) u
kojem su dosli do zakljucka da kombinacijom organskih i mineralnih gnojiva dolazi do
povecanja udjela ukupnih fenola.

Rezultati utjecaja gnojidbenih tretmana na antioksidacijski kapacitet su pokazali da uzorci
tretirani mineralnim gnojivom (427,49+0,40 pM TE/100g s.tv.) imaju najveci AOA, a najmaniji
ima kontrola (340,03+0,40 uM TE/100 g s.tv.).

Statistickom analizom utjecaja ekstrakcijskog otapala na masene udjele ukupnih fenolnih
spojeva i hidroksicimetnih kiselina te na antioksidacijski kapacitet je dobiveno da je upotreba
H.O kao ekstrakcijskog otapala najbolji izbor za ekstrakciju ukupnih fenola (50,64+0.32
mg/100g s.tv), Sto potvrduje i istrazivanje Roby i sur. (2013) koji su zakljucili da su polarnija
otapala efikasnija u ekstrakciji fenolnih spojeva. No za ekstrakciju UHCK i AOA je najbolji izbor
96 %-tni etanol, Sto su i ustvrdili Ngo i sur. (2017), Cijom upotrebom je ekstrahirano
111,58+0,30 mg/100g s.tv. hidroksicimetnih kiselina, a antioksidacijski kapacitet iznosi
466,45+0,35 uM TE/100g s.tv.

Kombinirani utjecaj gnojidbenih tretmana i ekstrakcijskog otapala je pokazao da najveci prinos
ukupnih fenola (70,38+0.64 mg/100g s.tv.) i hidroksicimetnih kiselina (284,93+0,60 mg/100g
s.tv.) te antioksidacijskog kapaciteta (477,41+0,70 uM TE/100g s.tv.) je dobiven kod uzorka
koji je tretiran organsko-mineralnim gnojivo, a ekstrakcija je provedena u 96%-tnom etanolu
Sto je u skladu s literaturnim podacima ( Ngo i sur. (2017) i Wu i sur. (2013)). Kombinacijom
uzorka tretiranog organskim gnojivom i 96%-tnim etanolom je dobiven najmanji prinos UF
(34,29+0.64 mg/100g s.tv), dok je kombinacijom uzorka tretiranog organskim gnojivom i H,O
dobiven najmanji prinos UHCK (20,18+0,60 mg/100g s.tv.). Najmanja AOA (194,46+0,70 uM
TE/100g s.tv.) je dobivena kombinacijom uzorka tretiranog organskim gnojivom i 50%-tnog

etanola.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene statisticke analize moze se zakljuciti:

1. Najvedi ekstrakcijski kapacitet za ekstrakciju ukupnih fenola ima voda, a najmaniji

ekstrakcijski kapacitet ima ekstrakcijsko otapalo 96%-tni etanol.
Za ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina, u uzorcima koji su tretirani organskim i
organsko-mineralnim gnojivom, 96%-tni etanol se pokazao se kao najbolje
ekstrakcijsko otapalo dok u uzorku tretiranom mineralnim gnojivom najveci
ekstrakcijski kapacitet ima 50%-tni etanol. U sva 3 uzorka najmanji ekstrakcijski
kapacitet hidroksicimetnih kiselina ima voda.

2. Najveéi maseni udio ukupnih fenola i ukupnih hidroksicimetnih kiselina odreden je u
uzorcima tretiranim organsko-mineralnim gnojjivom, a najmanji u uzorcima koji su
tretirani organskim gnojivom.

3. Najvedi antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom je odreden u ekstraktima
koji su ekstrahirani 96%-tnim etanolom.

4. Najvedi antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom ima uzorak tretiran
organsko-mineralnim gnojivom, a najmaniji tretiran organskim gnojivom.

5. Statisticka analiza pokazala je da su svi ispitani parametri ekstrakcije imali statisticki
znacajan utjecaj (p< 0,05) na masene udijele ispitivanih spojeva (ukupni fenolni

spojevi, ukupne hidroksicimetne kiseline) i antioksidacijski kapacitet.
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