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1. UVOD

Sukladno suvremenom nacinu Zivota u kojem potrosaci postaju svjesniji povezanosti zdravlja
i kvalitete hrane koju konzumiraju, prehrambena industrija takoder sve viSe tezi prirodnim
sastojcima bogatog bioaktivnog sastava. Medu brojnim pozeljnim bioaktivnim sastojcima
prirodnoga podrijetla, posebno se istiCu polifenolni spojevi, zbog dokazanih izrazenih
antioksidacijskih svojstava, uz koje se vezuju i razni drugi pozitivni zdravstveni ucinci poput
antimikrobnog, protupalnog, hepatoprotektivhog, antikancerogenog i antialergijskog
(Jovanovic i sur., 2017).

Teucrium vrste imaju dugu tradiciju primjene u narodnoj medicini, a prva znanstveni zapisi 0
travi ivi datiraju joS prije nekoliko desetlieca kada je skupina bugarskih znanstvenika
istrazivala strukturu i stereokemiju novoizoliranih furaniodnih diterpena klerodanskih i
neoklerodanskih vrsta iz trave ive. Izvjestili su o izolaciji i strukturi montanin-A i montanin-B
(Malakov i sur., 1978a), montanin-C (Malakov i sur., 1978b), montanin-D (Malakov i sur.,
1978c), montanin-E i montanin-F (Papanov i sur., 1983) i montanin-H (Malakov i sur.,
1992). Teucrium rod je najbrojniji prirodni izvor furaniodnih diterpena pa su stoga Teucrium

vrste prihvacene kao kemotaksonomski marker za neoklerodane (Hasani-Ran i sur. 2010).

Veliki broj polifenolnih spojeva znaci i veliki broj njihovih razliCitih kemijskih struktura Sto
predstavlja izazov kod odabira metode ekstrakcije jer nije moguée jednom metodom
ekstrahirati sve ciljane polifenolne spojeve iz jednog biljnog uzorka (Buci¢-Koji¢, 2011).
Premda se u ekstrakciji polifenola najcesce koriste konvencionalne ekstrakcijske metode, a
koje karakterizira primjena otapala i/ili povisene temperature, velike koliCine utroSenog
otapala, niza ekonomicnost i relativha degradacije termolabilnih komponenti, sto su razlozi
koji potiCu na minimiziranje navedenih ucinaka kroz potencijalnu primjenu inovativnih
ekstrakcijskih metoda. U tom kontekstu sve viSe se primjenju ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija eutektickim otapalima,
ekstrakcija visokonaponskim elektriénim praznjenjem, superkriticha CO2 ekstrakcija te

ekstrakcija vodom u subkriticnom stanju (Belwal i sur., 2020).

Cilj ovog rada je odrediti bioaktivni potencijal ekstrakata trave ive, Teucrium montanum L.,
dobivenih inovativnim metodama; ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima i
ekstrakcijom subkriticnom vodom, uz varijaciju uvjeta ekstrakcije (temperatura, duljina

trajanja i omjer uzorak/otapalo). Dobivenim ekstraktima odredit ¢e se udio ukupnih



polifenola i antioksidacijski kapacitet primjenom spektrofotometrijskin metoda, dok c¢e se

dominantni pojedinacni polifenolni spojevi odrediti HPLC metodom.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. Trava iva (Teucrium montanum\.)

Trava iva (Slika 1) pripada rodu Teucrium koji sadrZi preko 300 vrsta biljaka rasprostranjenih
po cijelom svijetu te je jedan od najvetih rodova porodice Lamiaceae. Mediteransko
podrucje Cini centar biljne raznolikosti s oko 90% ukupnog broja Teucrium vrsta cijeloga
svijeta, pri ¢emu najpoznatije europske i azijske vrste ( Teucrium chamaedrys, T. montanum
i 7. polium) imaju dugu tradiciju uporabe u balkanskim zemljama, bilo u sastavu biljnih
infuzija ili razli¢itih ljekovitih pripravaka (Stankovi¢, 2020). 7eucrium montanum, poznata i
pod nazivima gorski cmilj i dubcac, je viSegodisnja zeljasta biljka visine od 5 do 30 cm.
Stabljike su djelomi¢no uzdignute, tanke i veoma razgranate. Cvjetovi su blijedozuckasti,
grupirani na vrhovima grana. Listovi su elipticnog oblika i prema vrhu postupno suzeni,
dlakavi samo s nali¢ja.Raste na toplim vapnenackim stijenama, suhim pasnjacima i
livandama. Nastanjuje borove Sume u brdskom i planinskom pojasu na nadmorskoj vini od
30 do 2000 m. Cvjeta od lipnja do rujna, a bere se i suSi samo nadzemni dio biljke.

Aromaticna je biljka specificnog mirisa te izuzetno gorkog okusa (Stankovi¢, 2020).

Slika 1. 7eucrium montanum L. (Anonymous 1, 2021)



2.1.1. Bioaktivni potencijal trave ive

Stolje¢ima se Teucrium vrste, ukljucujuci Teucrium montanum L., koriste u razlicitim biljnim
pripravcima za ublaZavanje odredenih zdravstvenih tegoba koje su se tek unatrag nekoliko
desetljeca pocele povezivati s njezinim kemijskim sastavom, zahvaljujuéi brojnim
istrazivanjima koja se provode. Istrazivanja su pokazala da je trava iva bogata polifenolnim
spojevima koji pokazuju visoku biolosku aktivnost i antioksidacijsko djelovanje te da postoji
znacajna korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti i udjela polifenola kao i da
kvantifikacija sekundanih metabolita, i antioksidacijska aktivnost, ovise o dijelu i fenoloskoj

fazi biljke iz kojega se ekstrahiraju te o samom stanistu biljke (Stankovi¢, 2020).

U radu Tumbas i suradnika (2004) navedeno je kako je udio polifenola u ekstraktima
funkcija polarnosti koristenih otapala. Flavonoidi su najzastupljenija grupa spojeva u ovoj
biljci (sadrzi ih ¢ak 17), medu kojima su najzastupljeniji epikatehin, naringin, rutin i drugi, a
pojavljuju se i seskviterpeni te kalij i natrij (Stankovi¢, 2020). Gentizinska je reprezentativna
kiselina trave ive, a ista sadrzi i galnu, siriginsku, klorogensku, ferulinsku i kafeinsku kiselinu
(Stankovi¢, 2020). Trava iva sadrzi i dva glikozida kafeinske kiseline iz skupine
fenilpropanoida, verbaskozid (Slika 2) i ehinakozid (Slika 3), Ciji su vrlo vazan utjecaj i
znaCenje za organizam opisali Alipieva i suradnici (2014) te Zhang i suradnici (2017).
Polifenolni spojevi poznati su kao hvataci slobodnih radikala snazne antioksidacijske
aktivnosti koja je rezultat prisutnosti, rasporeda i broja hidoksilnih grupa (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015).
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Slika 2. Kemijska struktura verbaskozida (Anonymous 2, 2011)
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Slika 3. Kemijska struktura ehinakozida (Zhang i sur. 2017)

Teucrium montanum L. posjeduje antibakterijsko, protuupalno, protugljivicno i
antioksidacijsko djelovanje (Tumbas i sur., 2004) zbog ¢ega se od davnina koristi kao biljni
lijek za tegobe Zeluca i jetre, kao diuretik i analgetik, za procis¢avanje zucnih kanala i krvi,
jacanje imunoloskog sustava pa je opravdana narodna izreka: “trava iva od mrtva pravi ziva”
(Stankovic, 2020).

2.2. Metode ekstrakcije bioaktivhih komponenata

Ekstrakcija je metoda separacije topljivog materijala od netopljivog ostatka, koji moze biti
krutina ili tekucina, koristeéi razli¢ita otapala koja se ne mijeSaju (Bagade i Patil, 2019).
Najcesci Cimbenici koji utjeCu na ucinkovitost i prinose ekstrakcije su svojstva matriksa
bilinog dijela, afinitet otapala, temperatura, tlak i vrijeme (Azmir i sur., 2013). Primjeni
bioaktivnih sastojaka u razliCitim komercijalnim sektorima, poput farmaceutske industrije,
kemijske i prehrambene, prethodi njihova identifikacija i kvantifikacija, a shodno tome onda
se trazi i najprikladnija metoda za njihovu ekstrakciju iz biljnih materijala (Azmir i sur.,
2013). Uzimajuéi u obzir kompleksnost biljnih matriksa iz kojih se izdvajaju bioaktivne
komponente njihova ekstrakcija je svakako izazov za dobivanje visokokvalitetnog ekstrakta
(Giacometti i sur. 2018). Sve tehnike ekstrakcije imaju neke zajednicke ciljeve poput:
izdvojiti pojedine znacajne bioaktivne komponente iz razlicitih dijelova biljke, prevesti
bioaktivhe komponente u oblik prikladniji za detekciju i identifikaciju, povecati selektivnost i



osjetljivost metode te osigurati njezinu ponovljivost koja neée ovisiti o razlikama matrice

uzoraka (Azmir i sur., 2013).

Ekstrakcijske metode se dijele na konvencionalne i inovativhe (nekonvencionalne) metode.
Konvencionalne metode; maceracija, infuzija, dekokcija, perkolacija i Soxhlet ekstrakcija,
temelje se na ekstrakcijskom kapacitetu razlicitih otapala uz primjenu topline i/ili mijeSanja.
Ekstrakcijska ucinkovitost bilo koje od konvencionalnih metoda uglavnom ovisi o izboru
otapala (Azmir i sur., 2013). Cilj ovih metoda je povecati topljivost ciljanih spojeva i prijenos
mase, jeftine su, ali Cesto zahtjevaju vise dugotrajnih postupaka (Giacometti i sur., 2018).
Mnogo bioaktivnih sastojaka toplinski je nestabilno i mogu biti degradirani ili potpuno
izgubljeni tijekom konvencionalnih ekstrakcija, a dobiveni ekstrakti ¢esto sadrze i nepozeljne
komponenete koje ¢e utjecati na kvalitetu, Cistou i izgled ekstrakta (Garavand, 2019).
Konvencionalna ekstrakcija je jos uvijek dugotrajan proces s niskom selektivhoséu i velikom
potroSnjom otapala te stoga nije u skladu s nacelima ,zelene” kemije (Chemat i sur., 2017;

Mnayer i sur., 2017).

Negativni ucinci prethodno spomenutih termalnih metoda ekstrakcije mogu biti minimizirani
aplikacijom netermalnih/inovativnih metoda koje ukljuCuju primjenu mikrovalne energije,
ultrazvucne energije, superkriticnih fluida, tekucine pod visokim tlakom, enzimima
potpomognute ekstrakcije i druge (Belwal i sur., 2020). Ove metode karakterizira krace
potrebno vrijeme ekstrakcije, veci ekstrakcijski prinos, usteda energije te smanjeni volumen
upotrebljenih organskih otapala (Belwal i sur., 2018), a dobiveni ekstrakti su
visokokvalitetnog sastava. OgraniCenja inovativnih metoda ekstrakcije uglavnhom se odnose
na vrlo visoke troskove ulaganja, potrebe potpune kontrole parametara tijekom procesa te

neprihvadanje potrosaca Sto usporava njihovu primjenu u industriji (Giacometti i sur., 2018).

2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Medu metodama koje su svoju primjenu naSle, kao svojesvrsne poboljSane zamjene
konvencionalnim metodama, je i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima. Primjena
mikrovalova i u drugim u prehrambenoj industriji nailazi na brojne primjene, poput susenja,
pasterizacije, sterilizacije, odmrzavanja i pecenja Sto ukazuje na njezin veliki potencijal.
Mikrovalovi su elektromagnetski valovi Cija frekvencija varira od 300 MHz do 300 GHz,
medutim, za potrebe laboratorija koriste se valovi frekvencije 915 MHz i 2,45 GHz (Jambrak,
2012). Sastoje se od dva oscilirajuéa polja, magnetskog i elektricnog, koja su medusobno

okomita. Princip zagrijavanja mikrovalovima temelji se na njihovom direktnom utjecaju na



polarne materijale (Azmir i sur., 2013) i to tako da se energija mikrovalova pretvara u
toplinu ionskom kondukcijom i dipolnom rotacijom. Ionska kondukcija odnosi se na
elektroforetsku migraciju iona pod utjecajem promjenjivog elektricnog polja. Otpor koji
nastaje kao posljedica migracije iona stvara trenje Sto dovodi do zagrijavanja otopine.
Dipolna rotacija podrazumijeva uskladivanje dipola molekula s brzo promjenjivim elektri¢nim
poljem (Mandal i sur., 2007). Molekule otapala imaju tendenciju zadrzavanja iste faze kao
elektricno polje, ali zbog prevelike brzine mijenjanja elektricne komponente vala one to ne
uspijevaju. Ta Cesta promjena smjera rezultira sudarom izmedu molekula te posljedi¢no
dolazi do stavaranja topline (Azmir i sur., 2013). Ovi mehanizmi jasno pokazuju da ¢e se
samo dielektriCni materijali i otapala s trajnim dipolom zagrijati. Kada mikrovalna toplina
dode u kontakt sa sitnim tragovima vlage unutar matrice stanice, dolazi do isparavanja i
stvara se intezivan pritisak na stani¢nu stijenku koja puca te uzrokuje izlaZzenje aktivnih
sastojaka (Ekezie i sur., 2019). Izbor otapala je u mikrovalnoj ekstrakciji jako vazan, ovisi o
topljivosti Zeljenog ekstrakta, o interakciji izmedu otapala i matriksa te o svojstvima otapala
odredenim dielektricnom konstantom da upijaju mikrovalove (Bleki¢ i sur., 2011).
Temperatura je joS jedan vrlo vazan parametar, u pravilu, Sto je visa to je i ekstrakcija bolja,
medutim, kod ekstrakcije termolabilnih spojeva previsoka temperatura moze dovesti do
degradacije. Ostali parametri koji utjeCu na performance ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima ukljucuju omjer krute i tekuce tvari, vrijeme ekstrakcije, snagu mikrovalova,
prirodu uzorka i mijeSanje (Ekezie i sur., 2019). Homogeno i unutarnje grijanje cijelog
volumena je uvijek spomenuta kao glavna karakteristika i prednost ekstrakcije
mikrovalovima (Vinatoru i sur., 2017) jer suprotno ostalim ekstrakcijskim metodama, u ovom
procesu prijenos mase i topline dogada se istovremeno prema unutra i prema van biljke te
je porast temperature i prijenosa mase veci pa je i samo vrijeme ekstrakcije puno krace
(Garavand, 2019).

Dva su tipa uredaja za ekstrakciju mikrovalovima ovisno o tome odvija li se proces pri
atmosferskom tlaku (sustav voden u otvorenoj posudi) ili pri poviSenom tlaku (sustav voden
u zatvorenoj posudi). Mandal i suradnici (2007) opisali su prednosti otvorenog sustava kao:
mogucénost dostizanja viSih temperature jer poviSenjem tlaka dolazi do poviSenja tocke
kljutanja otapala, izbjegnuta je moguénost gubitka hlapljivih tvari, potrebno je manje
otapala, ali potrebno je pripaziti na potencijalno iparavanje opasnih plinova nakon otvaranja
posude. Nedostatak je Sto je ograniCena koli¢ina uzorka koja moZe biti procesirana,
potrebno je ohladiti posudu nakon zavrSetka procesa te postoji opasnost od eksplozije zbog

visokog tlaka.



Otvoreni sustavi mogu biti jo$S ucinkovitiji od zatvorenih, a i primjena atmosferskog tlaka
umanjuje rizike od eksplozije i omogucuje primjenu staklenih i kvarcnih posuda. Tijekom
trajanja procesa moguce je dodavati otapalo i procesirati vece koli¢ine uzorka te je
prikladniji sustav za tretiranje termolabilnih materijala, medutim, Cesto je potrebno duze
vrijeme ekstrakcije i manji broj uzoraka se moZze procesirati istovremeno nego kod

zatvorenih uredaja (Mandal i sur., 2007).

2.2.2. Ekstrakcija subkriticnom vodom

Pretpostavlja se kako ¢e u blizoj buduénosti sve viSe rasti interes za odrzivim tehnologijama
ekstrakcije, a jedna takva, koja svakako nadilazi nedostatake tradicionalnih metoda, je i
ekstrakcija subkritithom vodom. Ova metoda ekstrakcije odlicna je zamjena za
konvencionalne metode ekstrakcije, kao sigurna, netoksi¢na, nezapaljiva, jeftina, ucinkovita i
ekoloski prihvatljiva metoda koja se koristi za ekstrakciju razlicitih bioaktivnih sastojaka iz
biljnih materijala (Joki¢ i sur., 2019). Pri atmosferskom tlaku i sobnoj temperaturi (25 °C)
voda je polarno otapalo vrlo visoke dielektricne konstante (80) koja ima svojstvo
zadrzavanja u tekucem stanju u temperaturnom rasponu od 100°C (tocka vrelista vode) do
374 °C (kriticna tocka vode). Porastom temperature i tlaka do kritinih vrijednosti dolazi do
strukturnih promjena unutar molekule vode, smanjuje se viskozitet, povrSinska napetost i
polarnost, Sto u konacnici utjeCe na modifikaciju vrijednosti dielektricne konstante prema
manje polarnoj, ¢ime se omogucava otapanje manje polarnih i nepolarnih komponenti.
PoviSenim tlakom olakSana je penetracija vode u pore matriksa, ali pri poviSenoj temperaturi
moguca je degradacija termolabilnih komponenti (Nasti¢ i sur., 2018) reakcijama oksidacije i
hidrolize (Zhang i sur., 2019). Dosadasnja istrazivanja u pogledu ekstrakcijske ucinkovitosti
polifenolnih komponenti (Zhang i sur,. 2019), antioksidanasa (Nasti¢ i sur., 2018) i mnogih
drugih, potvrdila su ekonomicnost primjene subkriticne vode u pripremi ekstrakata, kao i
potencijal u osiguranju visokokvalitetnih ekstrakata znacajne antoksidacijske aktivnosti i
postignute selektivnosti za odredenu komponentu (Zhang i sur., 2019). Reducirana koli¢ina
otapala, krace ekstrakcijsko vrijeme, olakSana automatizacija, selektivhost, mogucnost
kombinacije s drugim ekstrakcijskim metodama navode se kao glavne prednosti ekstrakcije

subkriticnom vodom (Garavand i sur., 2019).



3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijal

3.1.1. Uzorak

U eksperimentu su koristeni nadzemni dijelovi bilike trave ive (7eucrium montanum L.),
sakupljene u jadranskoj regiji Republike Hrvatske na zemljopisnom podrucju Opcine Klis
(Splitsko- dalmatinska Zupanija). Biljni materijal je sakupljen od strane dugogodisnjeg
sakupljata ove biljne vrste, pazljivo sortiran, ocisS¢en od stranih primjesa te osusen na
prozratnom mijestu, zaklonjenom od sunca. U cilju osiguranja reprezentativnog uzorka, tako
osusena trava iva usitnjena je prosijana kroz metalno sito veli¢ine pora 450 um. Izdvojena
frakcija (<450 pm) se Kkoristila u daljnjim pripremama ekstrakata mikrovalno

potpomognutom ekstrakcijom te ekstrakcijom subkriticnom vodom pri zadanim uvjetima.

3.1.2. Kemikalije

Odredivanje udjela ukupnih polifenola:

e Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
e 20%-tna otopina natrijevog karbonata (Na2CO3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
¢ Galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom:

e Etanol (96%-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)

e 7 mM otopina 2,2'- azinobis (3- etilbenzotiazolin-6- sulfonska kiselina) dijamonijeve
soli (ABTS), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboskilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich
(Steinham, Njemacka)

e 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH), Fluka (St. Gallen,
Svicarska)

e 140 mM otopina kalijevog perosulfata, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
HPLC analiza:

e Mravlja kiselina 99 %-tna, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)



Acetonitril, Fischer Scietific (Waltham, SAD)
Verbaskozid, HPLC standard (90,3 % Cistoce)
Ehinakozid, HPLC standard (98 % Cistoce)

3.1.3. Aparatura i pribor

Priprema uzorka i ekstrakata:

Elektricni mlin za kavu

Metalno sito veliine pora 450 pm

Mikrovalni uredaj (Ethos Easy, Milestone Srl, Sorisole, Italija)

Sistem za subkriticnu vodu (Prehrambeno- tehnoloski fakultet, SveuciliSte Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku)

Laboratorijsko posude (plasti¢ne kivete, pipete, laboratorijske ¢ase, odmijerne tikvice
volumena 10 mL, 100 mL i 200 mL, staklene epruvete, mikropipeta, staklene viale,
Eppendorf epruvete, menzure)

Termometar, Stoperica

Filter papir (Whatman Grade 5)

Odredivanje udjela suhe tvari:

Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Zurich, Svicarska)
Tehnicka vaga, A&D Instruments (Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Laboratorijski susionik, Tehtnica (Zeleznik, Slovenija)

Aluminijske posudice s poklopcima, eksikator

Spektroskopske metode:

Spektrofotometar Helios y, ThermoSpectronic (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Kiveta (10 mm) za spektrofotometrijsko mjerenje

Magnetna mijeSalica (Witeg, Njemacka)

Automatske mikropipete (Gilson, SAD)

Uredaj za homogenizaciju reakcijske smjese — Vortex, Dlab Scientific, (Schiltigheim,
Francuska)

Spektrometar Nicolet i510 Thermoscientific (Stockholm, Svedska)



HPLC analiza:

e HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (tekucinski kromatograf visoke ucinkovitosti s
PDA (,,Photo Diode Array") detekcijom), Agilent Technologies (Kalifornija, SAD)

e HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 pm, 100 A), Agilent
Technologies (Kalifornija, SAD)

e HPLC vijale s pripadajué¢im navojnim ¢epovima sa septom, Agilent Technologies
(Kalifornija, SAD)

e Celulozno-acetatni mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 pm, Machery-Nagel (Diren,
Njemacka)

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje suhe tvari

Princip metode

Udjel suhe tvari u travi ivi odreden je prema AOAC 930.15 (1990a) metodi. Metoda se
temelji na susenju biljnog materijala do konstantne mase odnosno do izdvajanja slobodne
vode iz uzorka. Poznavajuéi pocetnu masu uzorka moguce je izracunati udjel suhe tvari u

uzorku.

Postupak rada

Na pocetku rada potrebno je Cistu aluminijsku posudicu s poklopcem osusiti, do konstantne
mase u susioniku temperature 105 °C. Zatim se u toj posudici odvaze 1 g (s to¢noséu +
0,0001) homogeniziranog uzorka te se unosi u susionik nepokrivena. Od trenutka kada se u
susnici postigne temperatura to¢no 105 °C zapocinje period suSenja posudice s uzorkom i
poklopca koji traje dva sata. Pri isteku tog perioda posudica s uzorkom se poklopi dok je jos
u susioniku i prebacuje u eksikator kako bi se ohladila na sobnu temperaturu. Nakon
hladenja se vaze te je potrebno ponoviti postupak dok se ne postigne konstantna masa
uzorka u posudici (s tocnoS¢u + 0,0003 g). Uzorak zaostao u posudici nakon susenja
predstavlja suhu tvar poletnog uzorka, a razlika masa uzoraka prije i nakon susenja

predstavlja udjel vode u uzorku.
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IzraCun

Udjel vode u uzorku se racuna prema formuli [1], a udio suhe tvari prema formuli [2].
Konacni rezultati se izrazavaju kao srednja vrijednost svi mjerenja s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

udjel vode (%) = [(m1 — m3)/(m2—my)] * 100 [1]

udjel suhe tvari (%) = 100 % - udjel vode (%) [2]

Pri ¢emu je m; — masa prazne aluminijske posudice (g), m2 — masa aluminijske posudice s

uzorkom prije susenja (g) i mz — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g).

3.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka trave ive potpomognuta mikrovalovima provedena je prema
definiranim parametrima (Tablica 1): temperature (50, 70 i 90 °C), vremena ekstrakcije (3,
6 i 9 minuta) i omjera uzorka i otapala (1g: 25 mL/40 mL/100 mL Sto je u tablici prikazano
kao0,01, 0,025, 0,04). Ekstrakcija se provodila u specijalnim tubama pozicioniranim na
rotacijskom difuzoru za podjednaku distribuciju mikrovalne energije (900 W), pri precizno
kontroliranoj temperaturi /n situ pomocu beskontaktnog senzora. Pri zavrSetku procesa,
supernatant je profiltriran kroz filter papir (Whatman No.5), a talog je dodatno ispran 2 puta
(ukupno 2 mL) u cilju maksimalnog izdvajanja ekstrahiranih bioaktivnih spojeva iz taloga.

Uzorci su skladisteni pri -18 °C do analiza, a ekstrakcije su provedene u duplikatu (n=2).

Tablica 1. Parametri ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

Broj Temperatura Vrijeme Omjer otapala i uzorka
uzorka (°C) (min) (g/mL)

1 50 3 0,04
2 50 3 0,01

3 50 6 0,025
4 50 9 0,04
5 50 9 0,01

6 70 3 0,025
7 70 6 0,025
8 70 6 0,04
9 70 6 0,01
10 70 9 0,025
11 90 3 0,04
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12
13
14
15

3.2.3. Ekstrakcija subkritichom vodom

90
90
90
90

O OV o0 w

0,01
0,025
0,04
0,01

Ekstrakcija uzoraka provodila se u uredaju diskontinuiranog nacina rada mijenjanjem tri

parametra metode (Tablica 2): temperature; 120, 160 ili 200°C, vremena; 5, 10 ili 15

minuta i omjera kruto/tekuce 1g: 25 mL/40 mL/100 mL pri ¢emu su ti omjeri u tablici 2
prikazani kao 0,4, 0,025

Smjesa se u reaktoru zagrije elektricnom zicom, N2 se koristi za kontrolu tlaka i uklanjanje

Tlak je konstantan tijekom cijelog procesa.

kisika kako ne bi doslo do reakcije oksidacije. Nakon zavrsetka ekstrakcije reaktor se brzo

ohladi te se smijesa filtrira vakuum filtracijom. Tekuéi ostatak je ispran vodom kako bi se

kvantitativno pokupili ostaci ekstrahiranih komponenata.

Tablica 2. Parametri ekstrakcije vodom u subkritichom stanju

Broj

uzorka

1

O O NGOV A, WN

3.2.4. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode

Temperatura

(°C)

120
120
120
120
120
160
160
160
160
160
200
200
200
200
200

Vrijeme
(min)

15
5
5

10

15

10

10

15

10
5

10

15
5
5

15

Omjer otapala i uzorka
(g/mL)

0,01
0,01
0,04
0,025
0,04
0,01
0,025
0,025
0,04
0,025
0,025
0,04
0,04
0,01
0,01
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Kvantifikacija ukupnih fenola u u mnogobrojnim prirodnim uzorcima bazirana je na
kolorimetrijskoj reakciji fenolnih komponenata s Folin-Ciocalteau reagensom. Metoda se
temelji na transferu elektrona u alkalnom mediju s fenolnih komponenti na
molbidenske/volframove komplekse kiselina te tvori plavo obojene komplekse koji se
detektiraju spektrofotometrijski na 765 nm (Ainsworth i sur. 2007.).

Postupak rada

U epruvetu otpipetiramo 7,9 mL destilirane vode, 100 pL ekstrakta (razrijedenog), 500 pL
Folin-Ciocalteau reagensa (prethodno pripremljen razrjedivanjevam s vodom u omjeru 1:2) i
1,5 mL 20% otopine natrijevog karbonata. Priprema slijepe probe je identi¢na osim Sto
umjesto 100 pL ekstrakta otpipetiramo 100 pL destilirane vode. Epruvete se vorteksiraju i
ostave 2 sata na sobnoj temperature, u mraku, nakon Cega se mijeri apsorbancija plavog
obojenja na 765 nm. Intenzitet obojenja je direktno proporcionalan udjelu polifenolnih
spojeva u uzorku (Singleton i Rossi, 1965). Apsorbanciju slijepe probe oduzimamo od
apsorbancije ekstrakta.

Izracun

Konstruirana bazdarena krivulja za standard galne kiseline prikazuje ovisnost apsorbancije o
koncentraciji standarda (mg/L) te se iz nje odreduje udio ukupnih polifenola u ekstraktu.
Konacni rezultati se izraZzavaju kao srednja vrijednost svih mjerenja sa standardnim
devijacijama u mg ekvivalenata galne kiseline (EGK)/g Cestica pri ¢emu je potrebno rezultat

pomnoziti s faktorom razrijedenja originalnog ekstrakta.

JednadZba bazdarene krivulje za standard galne kiseline:

y = 0,001x - 0,0001 [3]
pri Cemu je x — udio ukupnih polifenola (mg/L), a y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri
765 nm.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
3.2.5.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode
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Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti pojedinih komponenata one se podvrgavaju
reakciji s DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), stabilnim slobodnim radikalom, u metanolnoj
otopini. DPPH zbog delokalizacije nesparenog elektrona pokazuje ljubicasto obojenje i ima
maksimum apsorpcije na 515 nm. MijeSanjem s otopinom koja se ponasa kao donor
elektrona (antioksidansom) dolazi do promjene boje otopine u zutu C¢ime opada i
apsorbancija. (Brand-Williams i sur., 1995.; Szabo i sur., 2007).

DPPH" + AH — DPPH-H + A
DPPH" + R'— DPPH-R

Postupak rada

Otopina DPPH radikala 0,094 mM i volumena 100 mL se pripremi tako da se na analiti¢koj
vagi odvaze 0,0037 g DPPH i otopi u metanolu (mijeSanjem na magnetnoj mijesalici). Zbog
izrazite nestabilnosti radikala otopina se Cuva u tikvici omotanoj aluminijskom folijom u
frizideru. Apsorbancija ove otopine iznosi oko 1. U epruvete se otpipetira 100 uL ekstrakta
(prethodno razrijedenog) i 3.9 mL pripremljene otopine DPPH. Vorteksira se i ostavi u mraku
30 minuta nakon ¢ega se mijeri apsorbancija na 515 nm. U slijepu probu umijesto ekstrakta
se otpipetira 100 pL metanola te 3.9 mL otopine DPPH.

IzraCun

Izmjerena apsorbancija ekstrakta oduzme se od izmjerene apsorbancije slijepe probe te
dobivena vrijednost predstavlja AA koja se prema jednadzbi bazdarene krivulje za standard

Trolox-a preracunava u koncentraciju (mmol Trolox-a).

Bazdarena krivulja za standard Trolox-a prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji
standarda (mmol/L) te se iz jednadzbe pravca odreduje se antioksidacijski kapacitet
ekstrakta. Konacni rezultati se izrazavaju kao srednja vrijednost svih mjerenja sa
standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g uzorka. Ukoliko je koriSten razrijedeni ekstrakt,
potrebno je pomnoziti rezultat s faktorom razrjedenja originalnog ekstrakta.

Jednazba bazdarene krivulje za standard Trolox-a:
y = 0,603x — 0,006 [4]
pri éemu je x - koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol/L), a y - izmjerene

vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.
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3.2.5.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip metode

Antioksidacijska aktivhost_mjerena ABTS metodom temelji se na “gasenju” plavo-zelenog
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kation), koji je
pripremljen oksidacijom otopine ABTS-a s kalijevim persulfatom, nekoliko sati prije same
analize. Maksimum apsorbancije postiZze na valnim duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm.
Dodani antioksidans reagira s ABTS radikalom pri ¢emu dolazi do redukcije ABTS radikala,
Sto uvelike ovisi o vremenu i mjeri se smanjenjem apsorbancije ABTS radikala te se
usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi,
pri istim (Re i sur., 1999.).

Postupak rada

Otopina ABTS* radikala se pripremi tako da se pomijeSa 88 pL (140 mM) otopine kalijevog
peroksodisulfata (persulfat) i nadopuni otopinom ABTS (7mM) reagensa do volumena 5 mL.
Nece doci do potpune oksidacije ABTS-a zato jer ABTS i kalijev persulfat reagiraju u omjeru
1:0,5 te je potrebno pripremljenu otopinu ostaviti stajati preko noci (12-16 sati), na sobnoj
temperature u tikvici omotanoj folijom. Prije same analize otopina se razrijedi tako da se 1
mL otopine ABTS* radikala stavi u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-tnim
etanolom do oznake (konaCna koncentracija ABTS* radikala iznosi 1%). Apsorbancija te
otopine treba iznositi 0,70 + 0,02. U epruvetu otpipetiramo 20 pL (razrijedenog) ekstrakta i
2 mL otopine ABTS* radikala. Slijepa proba sadrzi 20 WL destilirane vode i 2 mL otopine
ABTS+ radikala. Nakon 6 minuta trajanja rekacije (u mraku), mjeri se apsorbancija na 734

nm.

IzraCun

Od apsorbancije slijepe probe se oduzima apsorbancija ekstrakta te dobivena vrijednost
predstavlja AA koja se koristi za izraCunavanje konacnog rezultata. Antioksidacijski kapacitet
ekstrakta se odreduje iz konstruirane jednadzbe bazdarene krivulje za standard Trolox-a,
ona pokazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standard (mmol/L). Konacni rezultati se

izrazavaju kao srednja vrijednost svih mjerenja s pripadajucim standardnim devijacijama u
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mmol Trolox-a/g ekstrakta pri ¢emu je potrebno pomnofziti rezultat s faktorom razrjedenja
originalnog ekstrakta.

Jednadzba bazdarene krivulje za standard Trolox-a:
y = 0,303x + 0,0006 [5]
pri éemu je x - antioksidacijski kapacitet ekstrakta (mmol/Trolox-a/L), a y — izmjerene

vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

3.2.6. Odredivanje udjela pojedinacnih polifenola u ekstraktima primjenom HPLC
metode

Dominantni polifenolni spojevi dobivenih ekstrakata trave ive- ehinakozid i verbaskozid,
identificirani su i kvantificirani tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
uparenom sa DAD detektorom (Agilent 1100/1200 Series, Agilent, Santa Clara, USA). Za
separaciju i eluaciju spojeva primijenjena je kromatografija obrnutih faza na analitickoj
koloni Zorbax extend C-18 (250x4,5 mm, 5 mikrona) (Agilent Technologies, USA),
koristenjem dvije mobilne faze (Tablica 3): vodene faze A (1% mravlje kiseline u vodi, v/v) i
organske faze B (1% mravlje kiseline u acetonitrilu, v/v). Protok mobilnih faza iznosio je 1
mL/min pri konstantnoj temperaturi od 25°C. Duljina trajanja metode iznosila je 52 min uz
dodatnih 10 min ekvilibracije na pocetne uvjete metode, a volumen injektiranja uzorka
postavlijen je na 5 pL. Identifikacija odabranih polifenolnih spojeva provedena je
usporedbom retencijskog vremena i karakteristicnog UV spektra sa autenti¢nim standardima
HPLC Cdisto¢e pri maksimumu aporpcije od 320 nm, dok je kvantifikacija provedena
upotrebom jednadZbe standardne krivulje dobivene iz prethodno izradenih bazdarnih krivulja
(Tablica 4) za ehinakozid i verbaskozid (20-100 pg/mL) (éeremet i sur., 2021).

Tablica 3. Promjena gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

Vrijeme Volumni udio Volumni udio
(min) otopine A (%) otopine B (%)
0 93 7
5 93 7
45 60 40
47 30 70
52 30 70
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Tablica 4. Jednadzbe baZzdarenih pravaca identificiranih spojeva u uzorcima

Naziv spoja Jednadzba bazdarenog

pravca
Verbaskozid y = 5,7246x + 0,3262
Ehinakozid y = 6,0122x + 2,6584

4. REZULTATI I RASPRAVA

Bududi da bioaktivni sastojci hrane koji imaju vrlo vaznu ulogu u organizmu covjeka, razvoj
suvremene prehrambene industrije i napredak znanosti doveli su do kreiranja funkcionalne
hrane, u cijoj proizvodniji se sve viSe koriste koriste upravo ti bioaktivni sastojci prirodnoga
podrijetla. Medu brojnim biljnim vrstama, duge tradicije primjene u narodnoj medicini, ali joS
uvijek nedovoljno kemijski i farmakoloski istrazenima, je i trava iva ( Teucrium montanum L.)

Ciji bioaktivni potencijal je istrazivan u ovom radu.

Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka kriticna je tocka u njihovom daljnjem izdvajanju i
implementaciji u razlicite proizvode te je vrlo vazno definirati optimalne uvjete ekstrakcije. U
ovom istrazivanju uzorci trave ive podvrgnuti su inovativnim metodama ekstrakcije-
ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima i ekstrakciji subkritichom vodom, uz varijaciju
pojedinih ekstrakcijskih parametara (temperatura, duljina trajanja ekstrakcije i omjer
uzorak/otapalo). U dobivenim vodenim ekstraktima trave ive odreden je udjel ukupnih
polifenola, antioksidacijski kapacitet ABTS i DPPH metodama te su HPLC metodom

identificirana i kvantificirana dva najzastupljenija polifenolna spoja: ehinakozid i verbaskozid.
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4.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola u ekstraktima
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Slika 4. Udio ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima trave ive dobivenih ekstrakcijom subkriticnom vodom
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Slika 5. Udio ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima trave ive dobivenih ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima
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Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih spojeva iz biljaka moze dati informaciju o
antioksidacijskoj aktivnosti, kvaliteti hrane i potencijalnim utjecajima na zdravlje (Tumbas i
sur. 2004). Antioksidacijsko djelovanje polifenolni spojevi imaju zbog sposobnosti ponasanja
kao reducirajuéi agensi i donori elektrona odnosno posjeduju redoks svojstva ¢ime ,hvataju*
slobodne radikale (Stankovi¢, 2020).

Udjeli ukupnih polifenola u uzorcima, dobivenima inovativhim metodama ekstrakcije,
prikazani su na slikama 4 i 5 te su izraZzeni kao miligram ekivalenta galne kiseline po gramu

suhe tvari uzorka (mg GAE/g s.tv. uzorka).

Raspon udjela ukupnih polifenola, dobivenih ekstrakcijom subkritichom vodom, kretao se od
19,39 do 84,49 mg GAE/g s.tv. uzorka, dok su se udjeli ukupnih polifenola u ekstraktima
dobivenima primjenom mikrovalne ekstrakcije kretali od 24,34 do 48,28 mg GAE/ g s.tv.

uzorka.

U radu Stankovi¢a (2020) navedeno je da je pri optimalnim uvjetima (160 °C i 10 bara)
ekstrakcije subkriticnom vodom udio ukupnih polifenola u ekstraktu iznosi 174,61 mg GAE/g
s. tv. uzorka, Sto je puno visa vrijednost u odnosu na dobiveni rezultat, pri ¢emu svakako
treba uzeti u obzir velik broj varijabli koje mogu utjecati na dobiveni rezultat. Prema Nastic i
suradnicima (2018) zanemariv je utjecaj primjenjenog tlaka na ekstrakciju polifenolih
spojeva subkriticnom vodom, ali je zato temperatura vrlo znacajan ¢imbenik. Takoder, velika
razlika u rezulatatima se moze tumaciti i izborom otapala, koji prema Stankovi¢ i
suradnicima (2020) ima kljuénu ulogu u ekstrakciji polifenolnih komponenata iz biljnog
matriksa. Visok udio ukupnih polifenola od 169,06 mg GAE/g s.tv. biljke dobiven je
uporabom metanola kao otapala, dok je vrijedost od 154,81 mg GAE/g s.tv. dobivena
uporabom vode kao otapala, pri ¢emu su ekstrahirani samo listov, te se moze zakljuditi da i
dijelovi biljke iz kojih se ekstrahiraju spojevi znacajno utjeCu na njihov udio u ekstraktu
(Stankovi€ i sur., 2011).

Primjetan je porast udjela polifenolnih spojeva povisSenjem temperature kod obje
ekstrakcijske metode Sto je prema Nasticu (2018) povezano sa smanjenjem polarnosti vode i
boljom solvatacijom srednje-polarnih polifenola poviSenjem temperature. Autori su jasno
pokazali utjecaj otapala na prinos ekstrakcije, medutim, i ostale parametre poput biljnog
uzorka (sorta, zemljopisno podrucje, klima, stres, dio biljke...), prijenosa mase i tehnike

ekstrakcije treba uzeti u obzir (Nasti¢ i sur., 2018).
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4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata
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Slika 6. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

subkritichnom vodom pri 120 °C
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

subkriticnom vodom pri 160 °C
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

subkriticnom vodom pri 200 °C
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Slika 9. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

potpomognutom mikrovalovima pri 50 °C
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Slika 10. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

potpomognutom mikrovalovima pri 70 °C
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet vodenih ekstrakata trave ive dobivenih ekstrakcijom

potpomognutom mikrovalovima pri 90 °C

Antioksidacijski kapacitet spojeva trave ive odreden je ABTS i DPPH metodama te je
prikazan na slikama 6-11. Rezultati vodenih ekstrakata dobivenih subkritichom vodom
prikazani su na slikama 6-8 i kod ABTS metode isti se nalaze u rasponu od 93,64 do 457,92
Mm Trolox-a/ g s.tv. uzorka, a kod DPPH metode te vrijednosti su od 94,18 do 387,03 um
Trolox-a/ g s.tv. uzorka. Na slikama 8-10 prikazani su rezultati za ekstrakte dobivene
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima, pri ¢emu se ABTS vrijednosti tih ekstrakata
kre¢u u rasponu od 85,14 do 264,78 um Trolox-a/ g s.tv. uzorka, dok su DPPH rezultati u
rasponu od 93,99 do 328,54 um Trolox-a/ g s.tv. uzorka.

Antioksidacijski kapacitert, a tako i udio polifenolnih spojeva, znacajno su se povecali
povisSenjem temperature ekstrakcije Sto se moZe povezati sa smanjenjem polarnosti
koriStenog otapala za ekstrakciju, kao i s boljom topljivos¢u polifenolnih spojeva
(Canadanovi¢-Brunet i sur., 2006). Ovaj rezultat ukazuje na korelaciju antioksidacijskog
kapaciteta ekstrakta 7. montanum i udjela polifenolih komponenti (Nasti¢ i sur, 2018), koja
moze biti i vrlo visoka, kao primjerice u radu Zlati¢ i suradnika (2017) kod kojih je r = 0.900.

Ekstrakti dobiveni ekstrakcijom vodom u subkritichnom stanju pokazuju nesto vise vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom, dok ekstrakti dobiveni primjenom
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mikrovalne ekstrakcije imaju viSe vrijednosti odredene DPPH metodom te ta razlika u
rezultatima antioksidacijskog kapaciteta lezi u Cinjenici da su primijenjene dvije razliCite
metode kod kojih se za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriste razliciti slobodni
radikali Sto znaci da dolazi do drugacijih reakcija izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa
u uzorcima, Sto ponajvise ovisi o strukturi polifenolnih spojeva, a kako su koriStene razliCite
metode ekstrakcije ekstrahirani su i razliCiti polifenolni spojevi u svakoj od njih (Kopjar i sur.,
2013).

Analiziraju¢i antioksidacijske kapacitete obje metode uoCavamo porast kapaciteta s
temperaturom, produljenjem vremena ekstrakcije, ali i pove¢anjem omjera uzorka i otapala.
Naime, najvisi antioksidacijski kapacitet pokazuju ekstrakti omjera uzorka i otapala 1:100
kod obje metode, pri ¢emu se moze uoditi da kod ekstrakata koji imaju ovaj omijer i istu
temperaturu ekstrakcije, duljina trajanja ekstrakcijske metode ne utjeCe znajcajno na
analizirane parameter. Kod korigiranja temperature potrebno je obratiti paznju na
termolabilne polifenolne spojeve kako ne bi doslo do njihove degradacije (Belwal i sur.
2018). U radu Stankovi¢ i suradnika (2020) navedeno je i potvrdeno kako antioksidacijska
aktivnost trave ive ovisi o dijelu, fenoloskoj fazi biljke i vrsti tla, odnosno stanistu te bi ovo

mogli biti razlozi zasto se rezultati u istrazivanjima razlikuju.

4.3. Odredivanje udjela pojedinacnih polifenola u ekstraktima
primjenom HPLC metode

U ekstraktima trave ive odredeni su udjeli najzastupljenijih polifenolih spojeva tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti, a rezultati su izrazeni kao miligram polifenolog spoja
po gramu suhe tvari uzorka (mg/g s.tv. uzorka).
Mitreski i suradnici (2014) identificirali su ukupno 31 polifenolni spoj u 7eucrium vrstama,
medu kojima se nalazi vrlo vazna podskupina polifenolnih sekundarnih metabolita,
feniletanoidi i njihovi glikozidi te ih je 12 identificiranih u Teucrium vrstama (Stankovic,
2020). Poslijednih nekoliko desetlje¢a provedena su brojna ispitivanja kojima je dokazano

njihovo biolosko djelovanje i farmakoloska svojstva (Stankovi¢, 2020).

Najces¢i feniltanoidni glikozid prisutan u T7ewcrium vrstama je verbaskozid, a drugi
najzastupljeniji spoj je ehinakozid. U vodenom ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima (90 °C, 0,01 i 9 min) odreden je najvisi udio verbaskozida,
5,15 mg/g s.tv. uzorka, dok je udio ehinakozida bio 9,42 mg/g s.tv. uzorka (Slika 12). Nizi
udjeli verbaskozida odredeni su analizama ekstrakata dobivenih primjenom subkriticne vode,
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pa su tako u uzorcima ekstrahiranima kod 200 °C, uz omjer uzorak:otapalo od 0,01, nakon
ekstrakcije od 5 i 15 minuta, isti iznosili 0,94 mg/g s.tv. uzorka, odnosno 0,24 mg/g s.tv.
uzorka, dok su udijeli ehinakozida takoder bili nizi i iznosili su 0,89 i 1,61 mg/g s.tv. uzorka.
Udio verbaskozida u 7. montanum , u istrazivanju Mitrevskog i suradnika (2014), iznosio je 2
mg/g s.tv uzorka, dok je udio ehinakozida bio 2,4 mg/g s.tv. uzorka.

c (mg/g)

W dw h Oy =1 G0 D

8]

verbaskozid ehinakozid

EMAE SWE

Slika 12. Udio verbaskozida i ehinakozida u vodenim ekstraktima trave ive dobivenih

ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima pri 90 °C i subkritiécnom vodom pri 200 °C

Na slici 12 prikazani su udjeli verbaskozida i ehinakozida u ekstraktima dobivenima
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima i subkritichom vodom, pri ¢emu su uvijeti
ekstrakcije mikrovalovima bili 90 °C, vrijeme trajanja ekstrakcije 9 minuta, a omjer otapala i
uzorka 1:100. Ekstrakcija subkriticnom vodom provodila se pri 200 °C, uz omjer otapala i

uzorka 1:100 tijekom 5 minuta.

Razlike u rezultatima udjela verbaskozida i ehinakozida u eksperimentu mogu se tumaciti
razliCitim principima pojedine metodame i primjenjenim uvjetima ekstrakcije. Takoder,
dobiveni udjeli navedenih spojeva primjenom mikrovalova pokazuju pozitivan ucinak
djelovanja temperature i tlaka uzrokujuci brzu i selektivniju migraciju ovih ciljanih spojeva iz

matriksa uzorka.
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5. ZAKLJUCCI

1. Ekstrakcija subkriticnom vodom pokazala se puno ucinkovitija u izdvajanju ukupnog
udjela polifenolnih spojeva u odnosu na ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima te
je SWE ekstrakt (200 °C, 0,01 i 15 min) karakteriziran najviSim udjelom ukupnih
polifenola (84,49 mg GAE/s.tv. uzorka)

2. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata trave ive u skladu je s udjelom ukupnih
polifenola.

3. Verbaskozid i ehinakozid su najzastupljeniji polifenolni spojevi trave ive koji su se u
viSim udjelima ekstrahirali primjenom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

4. Tako joS uvijek nedovoljno istrazena, trava iva pokazuje veliki potencijal kao izvor
prirodnih bioaktivnih sastojaka s mogucnos¢u primjene u prehrambenoj i drugim

granama industrije.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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