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1. UVOD

Kopriva (Urtica dioica L.) je viSegodi$nja biljka iz porodice Urticaceac koja raste u
umjerenom 1 tropskom klimatskom pojasu, najces¢e kao korov. Rasprostranjena je na
podrucju cijele Europe i Sjeverne Amerike, sjeverne Afrike i dijelovima Azije (Krystofova i
sur., 2010).

Vise od 2000 godina kopriva se koristi kao prirodni lijek zbog svojih terapeutskih svojstava te
predstavlja jednu od klju¢nih biljaka europske farmakopeje. Proizvodi na bazi koprive nasli su
primjenu na podru¢jima medicine, farmaceutske, prehrambene, kozmeticke i tekstilne
industrije. Poznata je kao biljni lijek i dodatak prehrani zbog svog protuupalnog, analgetskog,
antikancerogenog, antidijabetickog, antihiperglikemijskog, hepatoprotektivnog,
antioksidativnog, antivirusnog, antimikrobnog, laksativnog i diuretickog djelovanja. Takoder
se koristi za lijeCenje alergija, respiratornih oboljenja, astme, anemije, visokog krvnog tlaka i

dr. (KerSek, 2008; Asgarpanah i sur. 2012).

Zbog vrijednog nutritivnog i kemijskog sastava kopriva je predmet brojnih znanstvenih
istrazivanja, a dokazano je da pojedini dijelovi biljke imaju razli¢ita svojstva 1 primjenu. Iz
razli¢itih dijelova biljke izolirani su nutritivno vrijedni sastojci, poput minerala, vitamina,
aminokiselina, masnih kiselina, klorofila, karotenoida, flavonoida, sterola, tanina, lecitina,

kumarina i polisaharida (Kregiel i sur., 2018).

Korijen koprive izvor je vrijednih fitonutrijenata poput sterola, masnih kiselina, polisaharida,
polifenola, skopoletina i izolecitina (Taylor, 2009), a preparati korijena koprive Kkoriste se za
simptomatsko lijecenje bolesti donjeg urinarnog trakta 1 benigne hiperplazije prostate (BHP)
(Semalty i sur., 2017). Najpoznatiji fitosteroli korijena koprive su stigmasterol i kampesterol.
Za izolaciju sterola primjenjuju se razli¢ite konvencionalne metode, kao $to je primjerice
Soxhlet ekstrakcija, ali 1 napredne tehnike medu koje spada i ubrzana ekstrakcija otapalima
pri povisenom tlaku (eng. accelerated solvent extraction, ASE).

Cilj ovog rada bio je optimirati uvjete izolacije lipidne frakcije iz korijena koprive primjenom
ASE, temperaturu (70 do 150 °C), staticko vrijeme (5 do 15 min) i broj ciklusa (2 do 4)
ekstrakcije. U svim dobivenim uzorcima ulja odreden je sastav i udio sterola i pentaciklickih

triterpenoida pomocu plinske kromatografije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOPRIVA

Kopriva (Urtica dioica L.) je biljna vrsta koja pripada rodu Urtica koji sadrzi 46 razli¢itih
vrsta kritosjemenjaca, odnosno cvjetnjac¢a (tablica 1). Biljke iz roda Urtica zeljaste su
visegodisnje biljke koje mogu narasti do 2 m visine. Sve one potjecu iz porodice koprivovki
(Urticaceae), koja vuce korijene iz Euroazije. U narodu je poznata i kao obi¢na, pasja i pitoma

kopriva te zara, zeza, zarulja, Zariga ili zigovica.

Tablica 1. Klasifikacija vrste Urtica dioica L. prema taksonomskim kategorijama (USDA,
2020)

Taksonomska kategorija Naziv
Carstvo Plantae
Koljeno Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Urticales
Obitelj Urticaceae
Rod Urtica L.
Vrsta Urtica dioica L.
Naziv roda Urtica izveden je iz latinske rije¢i "uro" §to znaci "goriti" ili "urere" §to znaci

peci. Naime, na listovima i stabljici koprive nalaze se sitne, zarne dlacice poznate kao trihomi,
koje trljanjem o kozu izazivaju peckanje i privremeni osip. Nazivaju se jo$ i zaoke, a biljci
sluze za obranu od ljudi i zivotinja (Kregiel i sur., 2018). Trihomi su gradeni od viSestani¢ne
parenhimske baze iz koje izlazi duguljasta cjevasta stanica 1 glavica koja sadrzi kemijske
spojeve (Knezevi¢, 2006). Prilikom dodira s koZzom, glavica trihoma se lomi ispustajuci ostre

dlacice nalik iglicama, koje mogu prodrijeti kroz koZu 1 otpustiti teku¢inu koja sadrzi mravlju


https://plants.sc.egov.usda.gov/home/classification/71189
https://plants.sc.egov.usda.gov/home/classification/71014
https://plants.sc.egov.usda.gov/home/classification/71189
https://plants.sc.egov.usda.gov/home/classification/71189

kiselinu, histamin, acetilkolin, serotonin i druge kemijske tvari koje uzrokuju svrbez i

peckanje (Kregiel i sur., 2018).

Ime vrste dioica na latinskom znaci "dvije kuce" (od gréke rijeci oikia, $to znaci kuca),
odnosno oznacava dvodomnost biljke zbog toga $to se muski i Zenski cvjetovi nalaze na
odvojenim biljnim jedinkama (Semalty i sur., 2017). Zenski cvjetovi su zelenkaste boje, dok
su muski Zuckasti (Semalty i sur., 2017). Cvjetovi koprive sitni su i neugledni, sakupljeni u
guste grozdaste cvatove. Plod koprive je plosnati oras¢i¢ glatke povrSine i zelenkastosmede
boje (Hulina, 1998). Sadrzi smedu sjemenku koja u potpunosti ispunjava plod (Nikoli¢ i
Kovaci¢, 2008).

Kopriva ima §iroko razgranate rizome i stolone (Kregiel i sur., 2018). Podzemno korijenje
(slika 1) kojim se biljka $iri zuto-smede je boje, cilindri¢nog oblika, nepravilno savijeno,
promjera 4-6 mm (Nikoli¢ i Kovaci¢, 2008). Podanci daju koprivi sposobnost prezivljavanja
ekstremnih temperatura zimi pa iz njih u proljece izrastaju nove biljke. Na njima se nalaze

duboke uzduZzne brazde i brojni manji korjenci¢i koji su glatki i ¢vrsti (Upton, 2013).

Slika 1. Korijen koprive (prema Asgarpanah i sur., 2012)

Dvije najistaknutije vrste roda Urtica su obi¢na kopriva (Urtica dioica L.) i mala kopriva
(Urtica urens L.) (Kregiel i sur., 2018). Iako su ove dvije vrste vrlo sli¢ne izgledom i izuzetno
alergene, vrsta U. urens jednodomna je biljka, tamnije je boje i mnogo manja od U. dioice L.
(Semalty i sur., 2017). U. urens je kod nas zakonom zaStiCena zavicajna vrsta (Nikoli¢ i
Kovaci¢, 2008).



Obje vrste preferiraju tla bogata dusikom i rastu na tlima bogatim teSkim metalima, $to kao
posljedicu moze imati nakupljanje nitrata i teskih metala te negativno utjecati na kvalitetu
biljke. Biljka ima slabu sposobnost bioapsorpcije teskih metala te je prema istrazivanju koje je
proveo Goleti¢ (2011) u koprivi pronaden znacajan sadrzaj teskih metala (olovo, cink, bakar,
kobalt 1 nikal). U istrazivanju je provedena analiza sadrzaja teSkih metala u ukupno 44 uzorka
razli¢itog biljnog materijala, a uzorak koprive akumulirao je neSto vec¢i sadrzaj od ostalih

uzoraka.

Kopriva se razmnozava sjetvom, rizomima ili presadnicama (Stubljar i sur., 2013), a cvjeta u

periodu od lipnja do listopada (Jan i sur., 2016).

lako raste kao korov, njeno sjeme, stabljika, listovi pa ¢ak i korijen predstavljaju znacajan
rezervoar mikronutrijenata i hranjivih tvari te se koriste u ljekovite svrhe, §to ¢ini ovu biljku

predmetom proucavanja i brojnih znanstvenih istrazivanja.

2.1.1. Kemijski sastav koprive

Urtica dioica L. bogat je izvor nutritivno vrijednih spojeva. Udio i sastav kemijskih tvari u
koprivi razlikuje se ovisno o dijelu biljke, ali i o drugim ¢imbenicima kao §to su tlo, klima,
sorta, genotip, vegetativni stadij, vrijeme berbe, prerada i skladiStenje (Kregiel i sur., 2018).
Rezultati brojnih istrazivanja navode da svaka vrsta koprive, kao 1 svaki dio biljke (korijen,
stabljika, listovi ili cvijet) ima razli¢it sadrzaj i profil bioaktivnih spojeva. Stoga, razlidite

vrste koprive mogu imati razli¢ite namjene, ovisno o njihovom fitokemijskom sastavu.

U istrazivanju koje su proveli Kregiel i sur. (2018) ubrani uzorci koprive sadrzavali su
priblizno 90 % vode, do 3,7 % proteina, 0,6 % masti, 2,1 % pepela, 6,4 % dijetalnih vlakana i
7,1 % ugljikohidrata.

U. dioica u svom sastavu sadrzi flavonoide, tanine, hlapljive spojeve i sterole (Krystofova i
sur., 2010.; Gul i sur., 2012). Otles i Yalcin (2012) proveli su istrazivanje u kojem su
metodom po Folin-Ciocalteu ispitali sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima razli¢itih dijelova
koprive, a rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) g suhe tvari.
Navode da se u listovima nalazi najvisi sadrzaj ukupnih fenola, dok slijede korijen pa
stabljika. U drugom istrazivanju, Hudec i sur. (2007) navode da korijen sadrzi 7,82, stabljika
9,91, a listovi 7,62 mg GAE g suhe tvari.



Bucar i sur. (2006) navode kako su u korijenu koprive prisutni sljede¢i fenolni spojevi:
klorogenska i kafeinska kiselina, skopoletin i fenilpropani. Or¢i¢ i sur. (2014) kvantificirali su
biljne fenole u metanolnim ekstraktima koprive, odvojeno za razlicite dijelove biljke (za
cvjetove, korijenje, stabljike i listove). Uzorci su sakupljeni s razli¢itih lokacija u Srbiji.
Profili polifenola su ovisili ne samo o dijelovima biljaka, ve¢ i o lokaciji. Rezultati su
pokazali da cvjetni dijelovi koprive sadrze najvise fenolnih spojeva, prvenstveno klorogenske
kiseline, a zatim rutina i izokvercetina. Otles i Yalcin (2012) navode da kopriva i korijen
koprive sakupljeni na podru¢ju Crnog i Mramornog mora sadrze VviSe koncentracije fenolnih
spojeva i imaju veci antioksidacijski kapacitet, dok je veéi sadrzaj vlage u koprivi, korijenu i

stabljici koprive odreden na Egejskom i Mediteranskom podrucju.

Repaji¢ i1 sur. (2020) proveli su istrazivanje u kojem su optimizirali radne uvjeta ASE:
temperaturu (20, 50, 801 110 °C), stati¢ko vrijeme (5 i 10 min) i broj ciklusa ekstrakcije (1-4)
za ekstrakciju polifenola i pigmenata iz listova koprive. U dobivenim ekstraktima HPLC
analizom identificirani su i kvantificirani razli¢iti polifenoli: klorogenska kiselina, p-
kumarinska kiselina, ferulinska kiselina i cikoricna kiselina koji pripadaju skupini
hidroksicimetnih kiselina te flavonoidi; kvercetin-3-glukozid, kempferol-3-rutinozid i
luteolin. Najzastupljeniji polifenol bio je klorogenska kiselina s najve¢im sadrzajem od

278,14 mg 100 g* suhe tvari pri 110 °C dobiven tijekom 10 min u 2 ekstrakcijska ciklusa.

Lapinskaya i sur. (2008) navode da listovi koprive sadrze treonin, serin, alanin i asparaginsku
kiselinu, sjemenkama dominiraju treonin, serin i asparaginska Kiselina, dok je korijen bogat
alaninom i asparaginskom kiselinom. Kopriva je dobar izvor nezasi¢enih masnih kiselina, a
sadrzi znacajne koli¢ine oleinske (18:1), linolne (18:2) i a-linoleinske (18:3). Sadrzaj
palmitoleinske Kkiseline (16:1n-7) kretao se od 0,5 (stabljika) do 2,6 % (korijen).
Koncentracija oleinske kiseline (18:1n-9) bila je visa u korijenu (8,7 %) nego u ostalim
dijelovima, dok je najvisa vrijednost dobivena za eruka kiselinu (22:1n-9) iznosila 1,2 % u
sjemenkama. Udio gadoleinske kiseline (20:1n-9) bio je nizak, ali visi u korijenu (1,2 %) nego
u ostatku biljke. S obzirom na to da mladi listovi sadrze relativno veliku koli¢inu ulja i a-
linolenske kiseline, predstavljaju najbolji izvor n-3 masnih kiselina iz biljke. U svim

djelovima biljke izolirane su znacajne koli¢ine palmitinske (16:0) 1 stearinske kiseline (18:0)
(Guil-Guerrero i sur., 2003).



Kudritsata i sur. (1986) iz svjezih listova izolirali su ukupno 29,6 mg 100 g s.t. karoteonida,
u sljede¢im postocima: B-karoten (61,0 %), violaksantin (14,7 %), lutein epoksid (13,1%) ,
luteoksantin (10,3 %) i hidroksi-a-karoten (0,9 %).

Kvantitativni i kvalitativni sastav korijena razlikuje se od nadzemnog dijela biljaka (Pinelli i
sur., 2008). U dobivenim ekstraktima korijena koprive Frank i sur. (1998) pronasli su
fitosterole, triterpene, lignane, kumarine, ceramide, polisaharide, masne kiseline, jednostavne
fenolne spojeve i lektine. Glavne aktivne tvari korijena koprive su fitosteroli, lignani,
polisaharidi i1 lektin UDA (eng. Urtica dioica agglutinin). Najpoznatiji fitosteroli korijena
koprive su stigmasterol i kampesterol. Krauss i Spitteler (1990) identificirali su osamnaest
fenolnih spojeva i devetnaest lignana u ekstraktima korijena koprive. Korijen koprive sadrzi
sljedece lignane: sekoizolaricirezinol, 9,90-bisacetil-neo-olivil i njihove glukozide (Semalty i
sur., 2017). Harborne i Williams (2000) navode da su u korijenu koprive pronadene sljedece
fenolne kiseline: elaginska, ferulinska, fumarna, galna, kava, klorogenska, p-kumarinska i
vanilinska kiselina. Flavonoidi izolirani iz korijena koprive su kvercetin, isoramnetin, katehin,
kemferol, miricetin, naringin i rutin (Spina i sur., 2008). Skopoletin, derivat kumarina, koji
ima antibakterijsko djelovanje, takoder je identificiran u korijenu koprive (Sajfrtova i sur.,
2005). Semalty i sur. (2017) navode da se u korijenu koprive nalaze magnezij, mangan, bakar
i cink. Ekstrakt korijena koprive koristi se u obliku Sampona i drugih preparata protiv

opadanja kose. Suhi korijen koprive koristi se kao organsko gnojivo (Juki¢ i Muzek, 2018).

Rutto i sur. (2013) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali utjecaj kuhanja, blanSiranja i
dodatka soli na sadrzaj mineralnih tvari 1 nutritritivnu vrijednost koprive. Tijekom duzeg
izlaganja toplini i soli dolazi do blagog smanjenja udjela proteina, pepela, masti, dijetalnih
vlakana, ugljikohidrata, kao i same kalorijske vrijednosti. Medutim, istrazivanja pokazuju da
Utica dioica L. zadrzava visok udio minerala, vitamina i esencijalnih hranjivih tvari i nakon

navedenih tretmana.

2.2. FITOSTEROLI

Fitosteroli ili  biljni  steroli su visokomolekularni  ciklicki  alkoholi, derivati
ciklopentanofenantrena (Pine, 1994). To su steroidi s tetraciklickim prstenastim sustavom
gradeni od tri Sestero¢lana (cikloheksanska) i jednoga peteroclanog (ciklopentanskog) prstena

s alifatskim lancem boc¢no vezanim za C-17 atom prstena. Na C-3 atom prstena vezana je
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hidroksilna skupina (slika 2). Fitosteroli se mogu podijeliti u 3 skupine ovisno o broju
metilnih skupina vezanih na C-4 atom prstena. Tako se oni koji sadrze 2 metilne skupine
nazivaju 4-dimetilsteroli, oni s jednom skupinom 4-monometilsteroli, dok se fitosteroli bez
metilne skupine na C-4 atomu prstena nazivaju 4-desmetilsteroli. Skupina 4-desmetilsterola
dijeli se na A5-sterole koji na poziciji C-5 sterolnog prstena imaju dvostruku vezu te na A7—

sterole koji sadrze dvostruku vezu izmedu C-7 i C-8 atoma prstena.

Fitostanoli su derivati fitosterola koja u svojoj strukturi ne sadrzi dvostruke veze.

Slika 2. Osnovna kemijska struktura sterola prema IUPAC-u (prema Katsouli i sur., 2020)

Fitosteroli i fitostanoli su bioaktivne komponente u biljkama i razli¢itim namirnicama biljnog
podrijetla 1 ne sintetiziraju se u ljudskom tijelu. Po svojoj strukturi i funkciji sliéni su
kolesterolu, od kojeg se razlikuju druga¢ijom strukturom boc¢nog lanca. Dok bo¢ni lanac
kolesterola sadrzi 8 ugljikovih atoma, vecina boc¢nih lanaca fitosterola sadrzi 9 ili 10

ugljikovih atoma (Kritchevsky i Chen, 2005).

Biosinteza 1 metabolizam sterola poprili¢no se razlikuju kod biljaka i1 Zivotinja (Goodwin,
1985). Biljni steroli se dobivaju biosintezom iz skvalena. Steroli mogu biti u slobodnoj formi
ili u obliku u estera koji nastaju vezanjem C-3 sterola s masnom kiselinom ili ferulinskom
kiselinom (Kamal-Eldin i sur. 1998). Slobodni fitosteroli imaju ulogu stabilizacije
fosfolipidnog sloja u biljnim stani¢cnim membranama, kao kolesterol u zivotinjskim (Moreau i
sur., 2002).



Izvor fitosterola i fitostanola su namirnice biljnog podrijetla, posebno biljna ulja (sojino,
suncokretovo, kukuruzno, maslinovo i repicino ulje), orasasti plodovi, sjemenke i Zitarice,

narocito pSenica i raz (tablica 2) (Piironen i sur., 2000).

Tablica 2. Udio najzastupljenijih sterola u biljnim uljima (g kg™) (Piironen i sur., 2000)

BILIJNA ULJA Sitosterol Kampesterol Stigmasterol
Suncokretovo ulje 4,65 0,69 0,75
Maslinovo ulje 1,18-1.21 0,05 0,01
Kukuruzno ulje 9,89 2,59 0,98
Sojino ulje 1,22-2,31 0,62-0,76 0,45-0,76
Repicino ulje 2,84-3,58 1,56-2,48 0,02-0,04

Biljni steroli obuhvacaju preko 250 razlicitih sterola i srodnih spojeva (Akihisa i sur., 1991).
Bean (1973) je identificirao i opisao 44 razli¢ita sterola prisutna u biljkama. Glavni biljni
steroli su B-sitosterol (24a -etilkolesterol), kampesterol (24a -metilkolesterol) i stigmasterol
(D22, 24qa -etilkolesterol). Ergosterol (D7,22, 24a. -metilkolesterol) je glavni sterol kvasca i
nalazi se u ulju kukuruza, sjemena pamuka, kikirikija i lanenog ulja (Moreau i sur., 2002).

Unos 2 g fitosterola 1 fitostanola na dan doprinosi snizavanju razine koncentracije kolesterola
u krvi za 8-10 % neovisno o dobi, spolu, tjelesnoj tezini i dr. U tipi¢noj zapadnjackoj
prehrani, prosjecni dnevni unos fitosterola je oko 300 mg, a fitostanola oko 30 mg (Gylling 1

sur.,1999).

Navedene tvari smanjuju apsorpciju kolesterola iz hrane u tankom crijevu zauzimajuéi prostor
u micelama umjesto kolesterola pa se vise kolesterola izlucuje stolicom, a ne apsorbira u krv
kroz stijenku crijeva. One takoder poticu nastanak LDL-receptora na stanicama jetre S$to
uzrokuje uklanjanje veceg broja LDL-kolesterola iz krvi i smanjenje njegove koncentracije u
krvi. U pokusima na zivotinjama, biljni steroli i stanoli takoder su pokazali da usporavaju
razvoj ateroskleroze (Reiner i Tedeschi-Reiner, 2007). U brojnim radovima navodi se da
fitosteroli, osobito B-sitosterol, imaju antikancerogeni uéinak na razvoj raka pluca, debelog
crijeva, zeluca i dojke. B-sitosterol inhibira proizvodnju reaktivnih metabolita kisika (ROS)
kroz povecéanje aktivnosti antiooksidativnih enzima kao §to su Mn superoksid dismutaza i

glutation peroksidaza (Lombardo i sur., 2018).



2.2.1. Steroli korijena koprive

U korijenu koprive identificirani su sljede¢i steroli: B-sitosterol (0,2-1 %), 7p—hidroksitosterol
(0,001 %), 7a-hidroksisitosterol (0,001 %), B-sitosterol-3-O-B-glukozid (0,032-0,2 %), (6'-O-
palmitoil)-sitosterol-3-O-B-D-glukozid (0,003 %), 7p-hidroksisitosterol-f-D-glukozid (0,0005
%), 7a-hidroksisitosterol-p-glukozid (0,0005 %) i 24R-etil-5a-kolestan-3p,6a-diol (0,0015 %)
(HMPC, 2012).

HPLC-NMR metodom iz korijena koprive izolirana je sterolna frakcija u kojoj su detektirani
B-sitosterol (81 %), sitostanol (12 %) i kampesterol (6 %), a jedan spoj nije bio identificiran (1
%) (Hornik i sur., 2013).

Assaf i sur. (2020) izolirali su 69 razli¢itih spojeva iz uzoraka roda Urtica, medu njima 12
sterola, dok je iz samog korijena koprive izolirano 8 sterola: kampesterol, B-sitosterol, 24R-
etil-5a-kolestan-3p,6a-diol, 7B-hidroksi-sitosterol, 7a-hidroksi sitosterol-3-O-B-D-
glukopiranozid, 7-hidroksi sitosterol-3-O-f-D-glukopiranozid, 6’-O-palmitoil-sitosterol-3-
O-B-D-glukopiranozid i B-sitosterol-3-O-f-D-glukopiranozid.

Chaurasia i Wichtl (1987) izolirali su 6 sterolnih spojeva i spektroskopskim metodama
odredili njihove strukture: (6'-O-palmitoil)-sitosterol-3-O-B-D-glukozid, 24R-etil-5a-kolestan-
3B,6a-diol, 7a-hidroksisitosterol, 7f -hidroksisitosterol, 7p-hidroksisitosterol-3-O-p-D-
glukozid i 7a-hidroksisitosterol-3-O-p-D-glukozid. Posljednja 4 navedena spoja poznati su

kao oksidacijski produkti sitosterola i sitosterol-3-O-B-D -glukozida.

Sajfrtova i sur. (2005) koristili su superkriticni CO2 kao ekstrakcijsko otapalo za izolaciju -
sitosterola (22,23-dihidrostigmasterol) i skopoletina (7-hidroksi-6-metoksikumarin) iz
korijena koprive. Ekstrakti su potom analizirani HPLC metodom. Navode da su u usporedbi s
ekstraktom dobivenim konvencionalnom ekstrakcijom organskim otapalom (dietil eter),
ekstrakti dobiveni izolacijom pomocu superkriticnog CO3, sadrzavali dvostruko veéi udio -
sitosterola (0,63 mg g s.t.) i skopoletina (0,058 mg g s.t.) Prinosi ekstrakcije dietil eterom
iznosili su 0,26 mg g s.t. p-sitosterola te 0,016 mg mg g s.t. skopoletina.

Ekstrakti korijena koprive najceS¢e se koriste za lijeCenje benigne hiperplazije prostate,
inhibirajué¢i interakciju faktora rasta i receptora u stanicama prostate (Upton, 2013). -
sitosterol i skopoletin su biokemijski markeri kojima se pripisuju pozitivni ucinci na BHP

(Nahata i Dixit, 2012).



Hirano i sur. (1994) dokazali su kako steroli korijena koprive (stigmast-4-en-3-on,
stigmasterol i kampesterol) inhibiraju Na*, K*-ATPaznu aktivnost u stanicama benigne
hiperplazije prostate, sto posljedicno dovodi do potisnutog metabolizam i rasta stanica
prostate. Enzimska aktivnost inhibirana je u rasponu 23,0-67,0 % pri koncentracijama 103-10-
® M. Najja¢e inhibicijsko djelovanje (iznad 50 %) pokazao je stigmast-4-en-3-on pri

koncentracijama ispod 10> M (Upton, 2013).

Korijen koprive u Njemackoj se koristi kao sastavni dio odobrenih lijekova za lijeCenje
benigne hiperplazije prostate (Bombardelli i Morazzoni,1997). Biljna mjes$avina pod nazivom
“Antidiabetis”, koja sadrzi korijen i1 druge dijelove koprive ubrane u Hrvatskoj, pokazala je

pozitivne ucinke na zdravljem u vidu smanjenja razine glukoze u krvi (Petlevski i sur., 2001).

B-sitosterol je inhibitor 5-a-reduktaze $to dovodi do inhibicije konverzije testosterona U
dihidrostersteron. Uocene su pozivne posljedice na razvoj akni, androgene alopecije, BHP i
hirutizma (Lombardo i sur., 2018).

2.3. 1ZOLACIJA LIPIDNE FRAKCIJE

Ekstrakcija je tehnoloska operacija kojom je omoguéena separacija topljivih biljnih
metabolita uz primjenu selektivnog otapala. Metode izolacije fitosterola temelje se na prirodi
matriksa i formi samog sterola (slobodna, esterificirana ili glikozilirana). Kako bi se iz biljnog
materijala dobio visokokvalitetni ekstrakt s maksimalnim prinosom potrebno je odabrati
ucinkovitu metodu ekstrakcije i optimirati sve parametre (Uddin i sur., 2018). Dva osnovna
tipa ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje su kruto-tekuce i tekuce-tekuée. Ekstrakcijom
kruto-tekuce topljivi sastojci smjese odvajaju se od netopljivih ili slabo topljivih stani¢nih
sastojaka primjenom otapala u kojem su ciljane komponente topljivije od ostatka uzorka.
Opcenito se za ekstrakciju razli¢itih kemijskih spojeva u sustavima Kkruto-tekuce, koriste
brojne konvencionalne metode, kao §to su Soxhlet ekstrakcija, maceracija, hidrodestilacija i
perkolacija. Ekstrakcija po Soxhletu najces¢e je koristena tehnika za ekstrakciju ulja iz
razli¢itih uzoraka, a ve¢ duze od stoljeca koristi se kao standardna metoda prema kojoj se
validiraju nove metode. lako dobro uhodana, metoda zahtijeva utrosak vecih koli¢ina
organskih otapala i vremena te nije automatizirana (Luque de Castro i Priego-Capote, 2010).
Stoga su danas sve CeS¢e u upotrebi druge metoda ekstrakcije koje daju veée prinose i

omogucavaju vecu stabilnost bioaktivnih molekula tijekom ekstrakcije (Richter i sur., 1996).
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U novije vrijeme, prednost se sve viSe daje zelenim tehnikama ekstrakcije koje osiguravaju
ekoloski prihvatljivu i u¢inkovitu ekstrakciju uz manju potrosnju energije i otapala (Chemat i
sur., 2012). Neke od najces¢ih modernijih metoda su ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, ekstrakcija superkti¢nim fluidima te otapalima pri povisenom tlaku (Zhang i
sur., 2018).

2.3.1. ASE

ASE je automatizirana ekstrakcijska tehnika kod koje se ekstrakcija otapalom provodi pri
poviSenoj temperaturi i tlaku (Mottaleb i Sarker, 2012). To je relativno nova tehnologija
ekstrakcije koja se koristi za izolaciju bioaktivnih molekula iz razli¢itih vrsta biljnog
materijala, ¢vrstih i polucvrstih uzoraka i predstavlja alternativu ekstrakciji po Soxhlet-u.
Metodu je predstavila tvrtka Dionex Inc. (Sunnyvale, CA SAD) 1995. godine (Mustafa i
Turner, 2011). Ekstrakcija obi¢no traje 15-25 min, uz utrosak 15-45 ml otapala, pri tlaku od
3,5 do 20 MPa (Mottaleb i Sarker, 2012).

Uredaj za ASE sastoji se od spremnika s otapalom, pumpe koja sluzi za ostvarivanje radnog
tlaka i transport ekstrakcijskih otapala, pec¢nice koja sadrzi ekstrakcijsku ¢eliju s automatskim
sustavom zatvaranja, spremnika s teku¢im dusikom koji susi ekstrahirani analit po zavrSetku

ekstrakcije te boce za sakupljanje ekstrakata (slika 3).

Ventil pumpe
Ekstrakcijska ¢elija
o<
Z
Staticki ventil
Ispusni ventil ®
Peénica
Dusik Boca za sakupljanje

Slika 3. Shematski prikaz ASE sustava (prema Richter i sur., 1996)
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Postupak ekstrakcije kombinacija je dinamickog i statickog protoka otapala kroz zagrijanu
ekstrakcijsku celiju koja sadrzi uzorak. Volumen celije obicno se kre¢e od 1 do 100 mL
(Luthria i sur., 2004). U ekstrakcijske ¢elije zajedno s uzorkom postavlja se i specijalizirani
filter te adsorbent kako bi se povecala povrSina uzorka i brzina protoka te pospjeSila
u¢inkovitost procesa. U¢inkovita ekstrakcija zahtijeva veli¢inu &estica manju od 1 mm. Sto je
povrSina uzorka viSe izlozena otapalu, to ¢e se ekstrakcija brze odvijati. Priprema uzorka
uglavnom ukljucuje mljevenje, rasprsivanje i suSenje (Mottaleb i Sarker, 2012). Ekstrakcijska
¢elija postavlja se u rotiraju¢i utor uredaja te prenosi do pe¢nice. U pecnici dolazi do punjenja
¢elije otapalom, izravnog zagrijavanja Celije i podeSavanja tlaka iznad praga potrebnog za
odrzavanje otapala u teku¢em stanju. Nakon §to se postigne toplinska ravnoteza ¢elija se jos
odredeno vrijeme zadrzava u peénici pod konstantnom temperaturom i tlakom. Tijekom tog
statickog vremena dolazi do difuzije analita iz matriksa u otapalo. Ekstrakti se obi¢no
sakupljaju u staklenu bocu volumena od 40 do 250 mL koja je postavljena na rotiraju¢em
pladnju. Vazno je da svo otapalo koristeno u procesu ekstrakcije prikupi za analizu. Nakon
zavrSetka ekstrakcije, ¢elija se vraéa u pocetnu poziciju i uredaj je spreman za novu

ekstrakciju (Mottaleb i Sarker, 2012; Luthria i sur., 2004).

Ekstrakcija se provodi pri temperaturama visim od temperature vreliSta otapala, $to zahtijeva
visoki tlak (~ 10 MPa) u ¢eliji kako bi se otapalo odrzalo u teku¢em stanju te se na taj nacin
povecava brzina difuzije 1 smanjuje koliina otapala potrebnog za ekstrakciju. PoviSena
temperatura utjeCe na svojstva otapala 1 uzrokuje povecanu topljivost analita, povecanje
brzine difuzije, slabljenje ili kidanje interakcija (vodikovih veza, van der Waalsovih sila te
dipol-dipolnih interakcija) izmedu analita i matrice uzorka te smanjenje viskoznosti i
povrSinske napetost otapala, Sto pospjeSuje prijenos mase (Giergielewicz-Mozajska 1 sur.,
2001). Zahvaljuju¢i moguénosti podeSavanja temperature i tlaka ASE tehnika pruza
mogucnost koriStenja Sirokog raspona otapala (uz izuzetak jakih kiselina i luZina te otapala
zapaljivih pri temperaturama od 40 do 200 °C), cak i onih koja nisu ucinkovita u
konvencionalnim metodama. Medutim, to moze rezultirati smanjenom selektivnoséu jer
dolazi do topljenja komponenti matriksa koje bi pod uvjetima konvencionalne ekstrakcije
ostale netopljive. Najcesce koriSteno otapalo ASE tehnike je voda, ali koriste se i n-heksan,
aceton, diklormetan, etil acetat i dr. (Poojary i sur., 2016). ASE metodom omoguceno je
provodenje ekstrakcije u vise ciklusa, s ciljem uvodenje svjeZeg otapala, a time i odrzavanja
povoljne ekstrakcijske ravnoteze. Vazan parametar za ekstrakciju je 1 staticko vrijeme

ekstrakcije jer neki uzorci mogu zadrzati analite unutar pora pa povecavanjem statickog
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vremena pri poviSenoj temperaturi moze do¢i do difuzije tih spojeva u ekstrakcijsko otapalo
(Mottaleb i Sarker, 2012).

U usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije prednosti ASE metode su brojne. Dok
se za konvencionalne metode uobicajeno vrijeme ekstrakcije krece u rasponu od 4 do 48 h,
vrijeme ekstrakcije ASE metode znatno je krace, od 12 do 20 min. Volumen koriStenih
otapala moze biti ¢ak 10-20 puta manji nego kod tradicionalnih metoda ekstrakcije, a samim
time se smanjuje koli¢ina otpadnih tvari, sto ovu metodu ¢ini ekoloski prihvatljivijom od
konvencionalnih metoda. Smanjena potrosnja energije i organskih otapala utje¢e na smanjenje
troSkova cijelog postupka. ASE uredaj pruza zastitu spojevima osjetljivim na kisik i svjetlost.
(Raut i sur., 2015; Luthria i sur., 2004). ASE je uc¢inkovita i potpuno automatizirana tehnika
koja zahtjeva manje radne snage, dok je reproducibilnost metode veca (Alvarez-Rivera i sur.,
2019).

Medutim, troskovi opreme su visoki, kao i troSkovi primjene visoke temperature i visokog
tlaka. Ukoliko parametri nisu odgovarajuée podeSeni, prinos termolabilnih spojeva moze biti
nizi, a zbog povisene temperature i tlaka moze do¢i do otapanja komponenata matriksa koje bi
inade ostale netopljive u uvjetima konvencionalne ekstrakcije. Zbog niske selektivnost
procesa, u sluc¢aju kompliciranih matrica, dobivene ekstrakte potrebno je ocistiti 1 ponovno
koncentrirati prije kona¢ne analize (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001.; Ameer i sur.,
2017). Budu¢i da svaki parametar moze imati zna¢ajan utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije,
potrebno je optimizirati ekstrakcijske uvjete kako bi se postigao maksimalan ucinak ove

metode (Jentzer i sur., 2015).

Za ekstrakciju ulja iz osusenih sjemenki komorac¢a Rodriguez-Solana i sur. (2014) koristili su
ASE i Soxhlet ekstrakciju. Dobiveni optimalni uvjeti za ASE iznosili su 125 °C/7 min/3
ciklusa uz metanol kao otapalo. U usporedbi s ASE tehnologijom, Soxhlet tehnologija u
njihovom istrazivanju postigla je vecu ucinkovitost ekstrakcije i viSu koli¢inu ekstrahiranih
spojeva. Medutim, s industrijskog stajaliSta, ASE je prihvatljivija tehnika jer koristi manju
koli¢inu otapala (15 ml) i kraée vrijeme ekstrakcije (30 min) u odnosu na Soxhlet metodu
(150 ml, 8 sati).

Balbino i sur. (2021) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali ué¢inkovitost metoda ekstakcije
ulja iz nekoliko razli¢itih vrsta sjemenki iz obitelji Apiaceae. Primjenom ASE najveci
prosjeéni sadrzaj ukupnih sterola (782,7 mg 100 g?) odreden je u lipidnim frakcijama

dobivenim pri 100 °C, dok je prosje¢ni sadrzaj ukupnih sterola dobiven pri 25 °C bio nizi
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(538,1 mg 100 g}) od rezultata odredenih konvencionalnim metodama (Soxhlet ekstrakcija i
ekstrakcija uz mijeSanje pri sobnoj temperaturi) Sto dovodi do zakljucka kako sam ucinak
visokog tlaka nije dovoljan za uc¢inkovitu izolaciju sterola. Takoder, Moreau i sur. (2003)
koristili su ASE pri 40 i 100 °C za ekstrakciju sterolne frakcije iz kukuruza i zobi te su
utvrdili da primjena visokih temperatura povecava koncentraciju sterola u dobivenom

ekstraktu.

Repaji¢ i sur. (2020) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali utjecaj parametara ASE
(temperatura, staticko vrijeme i broj ciklusa) na ekstrakciju polifenola i pigmenata iz listova
koprive, dok su ostali parametri bili konstantni, a kao otapalo za ekstrakciju koriSten je etanol
(96 %). Utjecaj temperature, statickog vremena i broja ciklusa imao je znacajan utjecaj (p <
0,01) na sve skupine polifenola kao i na ukupne fenolne spojeve, dok je znacajan utjecaj broj
statickih ciklusa ekstrakcije na sadrzaj ukupnih hidrocimetnih kiselina izostao. Porast
temperature s 20 na 110 °C rezultirao je znacajno ve¢im udjelom ukupnih hidrocimetnih
kiselina (od 16,87 do 255,51 mg 100 g1), ukupnih flavonoida (od 3,67 do 80,16 mg 100 g1) i
ukupnih fenolnih spojeva (od 20,54 do 335,67 mg 100 g1). Takoder, utvrdeno je kako dulje
statiCko vrijeme (10 min) daje gotovo dvostruki prinosi svih ispitanih skupina spojeva u
odnosu na stati¢ko vrijeme od 5 min. Sto se ti¢e broja ciklusa, najveéi prinosi polifenola

postignuti su tijekom tre¢eg ekstrakcijskog ciklusa.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje ekstrakcijskih uvjeta ASE (temperatura,
staticko vrijeme ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije) za izolaciju lipidne frakcije iz korijena
koprive. U svim dobivenim uzorcima lipidne frakcije odreden je udio i sastav sterola i

pentacikli¢kih triterpenoida pomocu plinske kromatografije.

3.1. MATERIJAL

Za provodenje eksperimentalnog dijela koriSten je komercijalno dostupan uzorak osuSenog
korijena koprive (Urtica dioica L.) sakupljen tijekom 2020. god. (Suban d.o.0., Hrvatska).
Prije provodenja postupka ekstrakcije, osuseni korijen koprive usitnjen je pomocu elektricnog

mlinca (slika 4). Usitnjeni uzorak koristen je za ekstrakciju lipidne frakcije primjenom ASE.

Slika 4. Osusen korijen koprive prije i nakon usitnjavanja (vlastita fotografija)

3.1.1. Aparatura i pribor

Aparatura:
* Elektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Rumilly, Francuska)

* Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern, Balingen, Njemacka)
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* Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific, California, SAD)

* Rotacijski vakuum upariva¢ (Heidolph, Schwabach, Njemacka)

* Ultrazvuc¢na kupelj (Bandelin Sonorex Digitec DT 514, Bandelin electronic GmbH & Co.,

Berlin, Njemacka)

* Vortex mijesalica (MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka)

* Susionik (INKO d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

* Uredaj za plinsku kromatografiju Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD) opremljen s:

- plameno-ionizacijski detektor (FID)

- maseni detektor (MS) tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector

- racunalni software ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

Pribor:

* Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
* Ekstrakcijska ¢elija od nehrdajuceg Celika (Thermo Scientific, 34 mL)

* Plasticne kivete (Falcon, 50 mL)

* Plasti¢na CaSica

» Staklena boc¢ica (250 mL)

* Viale (2012 mL), insert 100 puL

* Staklene ¢ase (50, 100 1 200 mL)

* Pipete (1,215 mL)

» Mikropipete Eppendorf (100 1 1000 puL)

* Odmjerne tikvice (10, 25 i 100 mL)
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* Menzura (100 mL)

» Stakleni lijevci

* Filter-papir (Whatman filter papir, veli¢ina pora 125 mm)
« Cahura za ekstrakciju

* Vata

» Kuglice za vrenje

» Staklene epruvete, stalak za epruvete

* Okrugle tikvice s ravnim dnom (100 mL)

» Tikvice s okruglim dnom (25 i 50 mL)

* Povratno hladilo

* Plinski plamenik

» Azbestna mrezica

* Kolona za kromatografiju sa sinterom na dnu
» Stakleni Stapic¢

* Silikagel ploc¢e za tankoslojnu kromatografiju (TLC) (Silikagel F254, Macherey-Nagel,
GmbH, Co. KG)

* Razvijajuce kadice za TLC
* Metalna Spatula

* Eksikator sa silikagelom

3.1.2. Kemikalije, standardi i plinovi

 Spremnik s dusSikom (Messer Croatia Plin d.o.o., Zapresi¢, Hrvatska)

* Dijatomejska zemlja 6/60 mesh, 26033 (Restek Corporation, Bellefonte, SAD)
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* n-heksan, p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

* Aceton, p.a. (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

* Etanol (96 %-tni, odzraceni, T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska )
« Etanolna otopina kalijevog hidroksida (0,5 mol L?)

Priprema: odvaze se 3 g kalijevog hidroksida, otopi u 5 mL vode i razrijedi etanolom do 100

mL.

« Interni standard, a-kolestanol (1,0 mg mL™, Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka)
Priprema: odvaze se 0,1 g a-kolestanola i razrijedi acetonom do 100 mL.

» Kolesterol (1,0 mg mL", Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka)

Priprema: odvaze se 0,1 g kolesterola i razrijedi acetonom do 100 mL.

* Aluminijev oksid (0,063 mm — 0,200 mm; udio vode 0 %, Thermo Fisher Scientific, Geel,

Belgium)

* Dietil-eter, p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

* Razvijajuci reagens (TLC) — heksan/dietil-eter (v/v)
Priprema: heksan i dietil-eter pomijesaju se u omjeru 1:1.
* Metanol, p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

« Sililiraju¢i reagens

Priprema: piridin (Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka), heksametildisilazan(Honeywell
Fluka, Seelze, Njemacka) 1 trimetilklorsilan (Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka) mijeSaju

se u omjeru 5:2:1 (viviv)
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3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija lipidne frakcije

Ekstrakcija lipida iz osu$enog korijena koprive ASE tehnikom provedena je primjenom
uredaja ASE Dionex 350® (slika 5) prema eksperimentalnom planu pokusa dobivenom
pomoc¢u Box—Behnken dizajna s tri faktora na tri razine i pet centralnih tocaka (tablica 3).
Parametri koji su varirani tijekom eksperimenta bili su: temperatura (70 do 150 °C), staticko
vrijeme ekstrakcije (5 do 15 min) i broj ciklusa ekstrakcije (2 do 4) ¢ime je dobiveno ukupno
17 ekstrakata.

Priblizno 5+0,0001 g osusenog i1 prethodno usitnjenog uzorka korijena koprive odvaze se u
plasti¢noj ¢aSici na analitickoj vagi te se doda pola mjerice dijatomejske zemlje i sve skupa se
dobro izmijesa kako bi se postigla bolja ekstrakcijska uc¢inkovitost. U ekstrakcijsku ¢eliju od
nehrdajuceg Celika (34 mL) postave se tri celulozna filtera na dno celije te se potom u nju
prebaci smjesa uzorka i dijatomejske zemlje, nakon cega se Celija gotovo do vrha ispuni
dijatomejskom zemljom 1 postavi se jo§ jedan celulozni filter. Ekstrakcijska ¢elija ru¢no se
zatvara 1 postavlja na predvideno mjesto uredaja. Postupak ekstrakcije lipida provodi se uz n-
heksan kao otapalo, pri tlaku 10,34 MPa, volumenu ispiranja 50 % te uz vrijeme propuhivanja
duSikom 30 s. Nakon zavrSetka ekstrakcije, ekstrakti sakupljeni u staklenim boc¢icama (250
mL) prenesu se u tikvice s okruglim dnom. Otapalo se otpari gotovo do suha na rotacijskom
vakuum uparivacu pri temperaturi od 40 °C. Dobiveni ekstrakti ulja prenesu se u prethodno
izvagane viale (20 mL), zatim se propuhuju duSikom s ciljem uklanjanja ostatka otapala,
nakon Cega se viala hermeticki zatvara i C¢uva pri temperaturi od -18 °C do provodenja

analiza.

Slika 5. ASE Dionex 350® uredaj (vlastita fotografija)
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Tablica 3. Eksperimentalni dizajn pokusa ekstrakcije lipidne frakcije primjenom ASE

NAZIV TEMPERATURA
UZORKA (°C)
1 70
2 110
3 110
4 110
5 150
6 150
7 110
8 70
9 110
10 70
11 110
12 150
13 110
14 110
15 110
16 150
17 70

3.2.2. Odredivanje prinosa lipidne frakcije

STATICKO
VRIJEME (min)
5
5
15
10
10
10
10
15
10
10
15
5
5
10
10
15
10

Prinos lipidne frakcije ra¢una se prema jednadzbi [1]:

prinos (%) =

gdje je:
mcr = masa lipidne frakcije (g)

Mk = masa osusenog korijena koprive (g)

mp,

—£.100
mg

BROJ
CIKLUSA

w

N W W W N W s A W W W DN PBDW DN P>

[1]
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3.2.3. Odredivanje udjela 1 sastava sterola

Metoda HRN EN ISO 12228:2004 koristena je za odredivanje udjela 1 sastava sterola u

uzorcima lipidne frakcije korijena koprive.

Metoda se temelji na dodatku unutarnjeg standarda a-kolestanola lipidnoj frakciji korijena
koprive te podvrgavanju saponifikaciji u prisutnosti etanolne otopine KOH. Neosapunjiva
frakcija ekstrahira se na koloni ispunjenoj aluminijevim oksidom prilikom ¢ega se kao otapalo
koristi dietileter. Aluminijev oksid je stacionarna faza koja zadrzava anione masnih kiselina, a
propusta negliceridne komponente. Pomocu tankoslojne kromatografije na bazicnom
silikagelu iz neosapunjive frakcije izdvaja se sterolna frakcija, koja se potom prevodi u

trimetilsililestere te analizira plinskom kromatografijom.

3.2.3.1. Priprema neosapunjive frakcije
Pomocu ultrazvuéne kupelji otopi se ukupna dobivena masna frakcija zaostala po stijenkama

viale te se prebaci u okruglu tikvicu s ravnim dnom (100 mL). Doda se 1 mL prethodno
pripremljenog a-kolestanola (c=1 mg mL™), 5 mL KOH (c=0,5 mol L) i dvije do tri kuglice
za vrenje. Tikvica se spoji na vodeno hladilo i zagrijava se na suhoj kupelji do vrenja, nakon
Cega se ostavi da vrije to¢no 15 min. Nakon isteka vremena tikvica se odvoji od hladila.
Pipetom se u tikvicu doda 5 mL etanola i pusti da se sadrzaj ohladi do sobne temperature,

nakon ¢ega slijedi kromatografija na stupcu.

3.2.3.2. Priprema kolone za kromatografiju u stupcu
Na metalni stalak pri¢vrsti se kolona za kromatografiju dugacka 25 cm, unutarnjeg promjera

1,5 cm sa sinterom na dnu kolone. Na dno kolone stavi se vata i doda malo etanola kako bi
vata §to bolje prionula uz sinter. Vata se pazljivo utisne $to viSe uz sinter i pomocu staklenog
Stapica istisne se zaostali zrak iz vate. OdvaZze se 10 g aluminijevog oksida koji se uz 20 mL
etanola kvantitativno prenese u kolonu za kromatografiju, pazljivo, kako bi se izbjegle
moguce pukotine u stupcu aluminijevog oksida. Visak etanola se ispusti iz kolone tako da

nivo etanola bude 0,5 centimetra iznad nivoa vrha stupca aluminijevog oksida.

3.2.3.3. Ekstrakcija neosapunjive frakcije kromatografijom u stupcu
Nakon §to se ohladi, uzorak se iz tikvice pipetom prenese u pripremljenu kolonu (Slika 6).

Eluat se skuplja u tikvicu od 100 mL okruglog dna, a eluiranje traje dok otopina ne dosegne
vrh sloja aluminijevog oksida. Proces eluiranja nastavlja se dodatkom 5 mL etanola u kolonu
za kromatografiju. Tikvica u kojoj se prethodno nalazio uzorak, ispere se s 10 mL dietiletera

te se prenese u kolonu. Nakon §to dietileter dosegne vrh sloja aluminijevog oksida, u kolonu
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se dodaje jos 2 x 10 mL dietiletera iz menzure, ¢ime se zavrSava proces eluiranja. Dobiveni

eluat se otpari do suhog na rotavaporu pri 40 °C.

Slika 6. Ekstrakcija neosapunjive frakcije (vlastita fotografija)

3.2.3.4. 1zdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom
Metodom tankoslojne kromatografije (TLC) od neosapunjive lipidne frakcije odvajaju se

steroli. Uzorak neosapunjive frakcije otopi se u 2 mL dietiletera i pomoc¢u mikropipete nanese
na gotovu plocu sa silikagelom (Silikagel F254, veli¢ine 20x20 cm, debljine 0,25 mm) u
ravnoj liniji 2 cm od donjeg ruba ploce. Kako bi se nakon razvitka kromatograma mogla
identificirati sterolna frakcija, ispred linije, u istoj visini nanese se 2-3 uL referentne otopine
a-kolestanola i kolesterola (c=1 mg mL™, u acetonu). Zatim se plo¢a sa silikagelom postavlja
u kadicu za razvijanje koja sadrzi 100 mL otopine heksana i dietiletera (1:1) te se zatvori
poklopcem. Kromatogram se razvija pri sobnoj temperaturi, do trenutka kada linija otapala
dosegne visinu od 1 cm ispod gornjeg ruba ploc¢e. Nakon toga, ploca se izvadi iz kadice i susi
u digestoru, a kada se osusi, ravnomjerno se poprska metanolom (Slika 7a). Traka sterola
prepoznaje se po referentnoj mrlji. Zone sterola oznace se olovkom par mm ispod i iznad
rubova mrlja. Unutar oznacenih rubova, metalnom Spatulicom sastruze se silikagel s ploce
(Slika 7b) te se doda 5 mL 96 %-tne otopine etanola i kvantitativno prebaci na lijevak s filter

papirom. Sadrzaj se ispire u tri navrata s 5 mL dietiletera u tikvicu s okruglim dnom volumena
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50 mL. Sadrzaj tikvice otparava se do suhog na rotavaporu pri temperaturi od 40 °C. U
tikvicu sa sterolnom frakcijom se doda 1 mL dietiletera te se prenese u prethodno izvaganu
epruvetu. Zatim se tikvica u kojoj je bila sterolna frakcija ispere s 0,5 mL dietiletera i sadrzaj
se takoder prebaci u epruvetu koja se propuse strujom dusika. Dobiveni suhi ostatak

predstavlja sterolnu frakciju te se zajedno s epruvetom izvaze na analiti¢koj vagi.

a) b)

Slika 7. Ploca s trakom sterola (a) i ostrugana traka sa sterolima (b) (vlastita

fotografija)

3.2.3.5. Priprema trimetilsililetera
U epruvetu sa sterolnom frakcijom doda se po svakom mg frakcije 50 pL reagensa za

sililiranje, koji je mjeSavina piridina, heksametildisilazana 1 trimetilklorsilana u omjeru 5:2:1
(v/viv). Potom se epruveta zaéepi, protrese 1 stavi u susionik na temperaturu od 105 °C na 15
min. Nakon suSenja, epruveta se premjesta u eksikator na hladenje i centrifugira 10 min na
3000 okretaja mint. Bistri supernatant se potom odvoji od taloga te se prenese u viale od 2
mL s insertom od 100 pL.

3.2.3.6. Analiza sastava sterola plinskom kromatografijom
Pripremljen uzorak sterola analizira se na plinskom kromatografu Agilent Technologies

6890N Network GC System. Kromatograf je opremljen s automatskim injekcionim sustavom
i plameno-ionizacijskim (FID) te masenim (MS) detektorom koji su preko kanala spojeni na
racunalo s instaliranim softverom MSD ChemStation Data Analysis. Uvjeti kromatografske

analize prikazani su u tablici 4.
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Tablica 4. Uvjeti kromatografske analize

Kolona DB-17 (Agilent) 30 m x 0,32 mm,
debljina filma 0,25 pm

Stacionarna faza (50%-fenil)-metilpolisiloksan

Temperaturni program kolone 180 do 270 °C uz 6 °C min;
270 °C 30 min

Trajanje analize 45 min

Plin nosioc Helij

Protok plina nosioca 1,5 mL min*

Temperatura injektora 290 °C

Split 13,3:1

Temperatura detektora (FID) 280 °C

Temperatura premosnice, MS izvora | 280, 2301 150 °C

i kvadripola

Energija elektrona za ionizaciju 70 eV

Brzinu oditanja, opseg razdvajanja 1 oditanje s™, 30 — 550
mase i naboja (m/z)

Koli¢ina injektiranog uzorka 1,0 uL

3.2.3.7. Identifikacija i kvantifikacija
Identifikacija spojeva provedena je usporedbom retencijskih vremena izdvojenih spojeva

analiziranih uzoraka s retencijskim vremenima komercijalno dostupnih standardnih smjesa
spojeva analiziranih pod jednakim kromatografskim uvjetima te usporedbom masenih
spektara (m/z) u bazi podataka NIST 2017 (NIST, Gaithersburg, SAD).

Koncentracija spoja u lipidnoj frakciji (mg 100 g!) izra¢una se prema formuli [2]:

[2]
gdje je:

cLe = koncentracija spoja u lipidnoj frakciji (mg 100 g?)
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As = povrsina spoja
A, = povrsina a-kolestanola

mLr = masa uzorka lipidne frakcije korijena koprive ()

Koncentracije pojedina¢nih i ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida prikazane su kao
srednja vrijednost dva paralelna mjerenja te su izrazeni kao mg 100 g osusenog korijena

koprive prema formuli [3]:
Ck = . CLF [3]
gdje je:
ck = koncentracija spoja u korijenu koprive (mg 100 g™?)
mcr = masa lipidne frakcije (g)

Mk = masa osusenog korijena koprive (g)

cLr = koncentracija spoja u lipidnoj frakciji (mg 100 g )

3.2.4. Eksperimentalni dizajn i statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statisticku obradu podataka koriSteni su programski
sustavi Design-Expert 13.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD) i XLSTAT 2021.23.2.1141.0
(Addisoft, Pariz, Francuska).

Za dizajn eksperimentalnog plana pokusa koristen je Box—Behnken dizajn s tri faktora. Dizajn
Box-Behnken neovisni je kvadratni dizajn jer ne sadrzi ugradeni faktorski ili frakcijski
faktorski dizajn. U ovom dizajnu kombinacije faktora nalaze se na srednjim rubovima
procesnog prostora i u srediStu (slika 8). Ovi se dizajni mogu okretati (ili gotovo okretati) i
zahtijevaju 3 razine svakog faktora (NIST/SEMATECH, 2012).
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Slika 8. Primjer Box—Behnken dizajna s tri faktora (Ait-Amir i sur., 2020)

Utvrdene su gornje i donje granice ispitivanih parametara: temperatura ekstrakcije 70 do 150
°C, stati¢ko vrijeme ekstrakcije 5 do 15 min te broj ciklusa ekstrakcije 2 do 4. Svaki ispitivani
parametar promatran je na tri razine (-1, 0, 1) $to je ukupno 17 pokusa ukljucujuci faktorske i

centralnu toc¢ku s pet ponavljanja (tablica 3).

Za utvrdivanje signifikantnih razlika izmedu uzoraka obzirom na prinos (%), 1 udjele ukupnih
i pojedinac¢nih sterola i pentaciklickih triterpenoida koristena je jednosmjerna analiza

varijance (ANOVA) i post-hoc Tukey test na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti.

U svrhu optimiranja ASE uvjeta koriStena je metodologija odzivnih povrSina — RSM (eng.
Response Surface Methodology). Regresijski modeli za promatrane ovisne varijable izra¢unati

su u skladu sa sljede¢om jednadzbom [4]:

3 3 3
Y =0+ Z.BiXi + Z.Biixiz + Zﬁinin
i=1 i=1 i=j

[4]
gdje je:
Y- predvideni rezultat odnosno vrijednost ovisne varijable,
Bo - fiksni koeficijent, a i, Bii i Bij linearni, kvadratni i koeficijent interakcije,

Xi...X - vrijednost neovisne, kontrolirane varijable
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Da bi se utvrdila signifikantnost utjecaja pojedinih faktora (temperatura, staticko vrijeme
ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije) provedena je ANOVA. Kao ovisne varijable promatrani
su prinos lipidne frakcije korijena koprive (%), udio ukupnih sterola i pentaciklickih
triterpenoida (mg 100 g) te udio B-sitosterola (mg 100 g*). Valjanost empirijskih modela za
predvidanje pojedine ovisne varijable ispitana je metodom ANOVA na 95 %-tnoj razini

vjerojatnosti.

Iste varijable [lipidna frakcije korijena koprive (%), udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih
triterpenoida (mg 100 g*) te udio B-sitosterola (mg 100 g1)] ukljuéene su u optimizaciju ASE
uvjeta koja je provedena metodom pozeljnosti. Sve odabrane varijable obiljezene su faktorom

vaznosti 5.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje uvjeta ASE za izolaciju sterola 1 pentaciklickih
triterpenoida iz korijena koprive. Parametri ASE koji su varirani tijekom eksperimenta bili su:
temperatura (70 do 150 °C), staticko vrijeme ekstrakcije (5 do 15 min) i1 broj ciklusa
ekstrakcije (2 do 4) ¢ime je dobiveno ukupno 17 uzoraka lipidne frakcije korijena koprive
prema Box-Benkhen dizajnu s 5 centralnih toCaka. Za svaki uzorak odreden je prinos lipidne
frakcije te je ispitan udio i sastav sterola i pentaciklickih triterpenoida pomocu plinske
kromatografije. Za usporedbu uzoraka obzirom na prinos (%) i udjele ukupnih i pojedina¢nih
sterola i pentaciklickih triterpenoida koristena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) i
post-hoc Tukey test na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti. Takoder je ispitan utjecaj ekstrakcijskih
uvjeta (temperature, statickog vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije) na prinos
lipidne frakcije i udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida te B-sitosterola te je
provedeno optimiranje navedenih parametara u svrhu postizanja maksimalnog prinosa lipidne

frakcije i udjela ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida te B-sitosterola.

4.1. PRINOS LIPIDNE FRAKCIJE TE PROSJECAN SASTAV I UDIO
UKUPNIH STEROLA | PENTACIKLICKIH TRITERPENOIDA

U tablici 5 prikazan je dobiveni prinos (%) lipidne frakcije korijena koprive. Iz rezultata je
vidljivo da se prinos uzoraka krece u rasponu od 0,39+0,01 do 1,634+0,03 % s prosje¢nom
vrijednosti 0,90+0,34 %. Najvisi prinos (1,63+0,03 %) zabiljezen je u uzorku 6 koji je
dobiven pri temperaturi od 150 °C tijekom 2 ciklusa uz staticko vrijeme 10 min. NajniZi
prinos (0,39+0,01 %) odreden je u uzorku 1, dobivenom u 3 ciklusa pri temperaturi od 70 °C
uz stati¢ko vrijeme od 5 min. Rezultati statisticke analize pokazali su signifikantne razlike u
prinosu izmedu uzoraka (tablica 5). Uzorci 5, 6 1 12 dobiveni pri temperaturi od 150 °C imali
su signifikantno visi prinos od ostalih, dok su uzorci 1, 8, 10 1 17 dobiveni pri temperaturi od
70 °C imali zna¢ajno nizi prinos, $to upucuje na zakljucak da se visi prinos postize pri visoj
temperaturi. Lebovka i sur. (2016) navode kako prinos lipidne frakcije ovisi o primijenjenoj
metodi ekstrakcije, ali 1 uvjetima kao Sto su temperatura procesa, vrijeme ekstrakcije, vrsta

ekstrakcijskog otapala omjer sjemena i otapala i dr.
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Tablica 5. Prinos lipidne frakcije (%) te udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida

(mg 100 g) u korijenu koprive

Ukupni steroli i

Prinos pentacikli¢ki

Uzorak triterpenoidi

p<0,001* p<0,001*

1 0,39+0,01 43,50+0,05"

2 0,83+0,00¢ 66,36+0,14

3 0,93+0,04¢ 72,1240,01¢

4 1,00+0,00° 65,55+0,199

5 1,35+0,02° 78,26+0,35?

6 1,63+0,032 72,98+0,33°
0,87+0,02¢% 71,25+0,14¢

0,53+0,01" 61,12+0,02

9 0,92+0,00¢ 65,36+0,109

10 0,55+0,01" 62,61+0,19'
11 0,88+0,02¢% 64,42+0,18"
12 1,57+0,012 70,11+0,17¢
13 0,68+0,019 53,43+0,11
14 0,79+0,01° 62,92+0,06'
15 1,02+0,01¢ 66,31+0,13"
16 0,87+0,01% 49 50+0,21™
17 0,53+0,01" 57,59+0,04K

Prosjecna
0,90+0,34 63,73+8,70
vrijednost

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.

*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone

oznacene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

29



Prema naSim saznanjima, ovo istrazivanje predstavlja prvo istrazivanje koje je primijenilo
ASE za ekstrakciju sterola i pentaciklickih triterpenoida iz korijena koprive. Takoder, u
dostupnoj literaturi postoji vrlo malo podataka o sterolima korijena koprive, stoga ovaj rad
predstavlja vrijedne rezultate u tom podrucju. lako zbog malo dostupnih podataka nije bilo
moguce usporediti dobivene rezultate s literaturnim podacima, rezultati su usporedivi s

rezultatima istrazivanja provedenih na drugim biljnih vrstama.

Balbino i sur. (2021) odredivali su prinos lipidne ekstrakcije te udio i sastav masnih kiselina i
sterola nekoliko sjemenskih zaina iz obitelji Apiaceae pri ¢emu su usporedili nekoliko
metoda ekstrakcije izmedu kojih su primijenili i ASE pri temperaturi 25 i 100 °C.
Usporedbom rezultata za prinos dobiven s ASE na spomenutim temperaturama vidljivo je da
se visi prinos postigao pri temperaturi od 100 °C (prosje¢na vrijednost 6,60 %) u odnosu na
prinos dobiven pri 25 °C (prosjecna vrijednost 4,93 %). lako se radi o razli¢itim biljnim
vrstama, spomenuto istrazivanje potvrduje trend poveéanja prinosa u ovisnosti o primijenjenoj

temperaturi.

Obzirom na mali broj dostupnih literarnih podataka o utjecaju ASE uvjeta na prinos lipidne
frakcije iz koprive, u nastavku su koriSteni literaturni podaci istrazivanja provedenih na

drugim biljnih vrstama.

Castejon i sur. (2018) izolirali su lipidnu frakciju iz sjemenki trputaste lisi¢ine (Echium
plantagineum) uz etil acetat, heksan i etanol kao otapala. Optimalni uvjeti ubrzane ekstrakcije
otapalima pri povisenom tlaku uz etanol kao otapalo bili su temperatura od 150 °C tijekom 10
min ekstrakcije. Pri navedenim uvjetima iz sjemenki trputaste lisi¢ine ekstrahiran je vrlo
slican prinos ulja (31,2 %) kao Soxhlet ekstrakcijom uz upotrebu heksana tijekom 8 h (31,3
%). Opcenito, viSe temperature rezultirale su ucinkovitijom ekstrakcijom ulja za sva ispitana
otapala, a maksimalni prinos dobiven pri temperaturi 150 °C bio je prili¢no slican, bez obzira
na koriSteno otapalo: heksan (31,1 %), etil acetat (31,0 %) i etanol (31,2 %).

Lohani i sur. (2015) su primjenom ASE metode ekstrahirali ulje iz razli¢itih uljarica (uljana
repica, kamelina, lan i gorusica) pri tri razlicite temperature (80, 100 i 120 °C) tijekom 40, 65
i 90 min uz heksan i etil acetat kao otapalo. Rezultati ANOVA testa pokazuju kako vrijeme i
temperatura ekstrakcije imaju znacajan utjecaj (p<0,05) na prinos ulja iz svih ispitanih uljarica
I uz primjenu oba navedena otapala. Prinos ulja za razlic¢ite uljarice poveéavao se S
povecanjem ekstrakcijskog vremena i temperatura. Duze vrijeme ekstrakcije omogucéava da

viSe ulja difundira u ekstrakcijsko otapalo. Pove¢anjem temperature smanjuje se Viskoznost
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otapala $to pospjesuje prodor u matricu uzorka i otapanje analita. Toplinska energija uzrokuje
slabljenje ili kidanje veze analita i matrice uzorka te potice difuziju analita s povr$ine matrice.
Maksimalni prinos ulja iz svih ispitanih uljarica odreden je pri temperaturi 120 °C tijekom 90
min. Generalno, iz dobivenih rezultata vidljivo je da je temperatura imala znac¢ajniji utjecaj na

prinos ulja u odnosu na vrijeme ekstrakcije.

U analiziranim uzorcima lipidne frakcije korijena koprive plinskom kromatografijom odreden
je sastav i udio sterola i pentaciklickih triterpenoida. Udio ukupnih sterola i pentaciklickih
triterpenoida Kkretao se u rasponu od 43,50+0,05 do 78,26+0,35 mg 100 g* korijena koprive,
dok je prosje¢na vrijednost udjela iznosila 63,73+8,70 mg 100 g* korijena koprive (tablica 5).
Vidljivo je kako je najnizi udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida odreden u
uzorku 1, u kojem je takoder dobiven i najnizi prinos, dok je najvisi udio ukupnih sterola i
pentaciklic¢kih triterpenoida odredeni u uzorku 5 dobivenom pri 150 °C tijekom 4 ciklusa uz

staticko vrijeme 10 min.

Ritosa (2020) je u uzorcima korijena samonikle koprive ubrane s vise razlicitih lokacija na
podrugju Republike Hrvatske odredila prosje¢ni udio sterola u rasponu od 0,62+0,00 g kg™,
do 0,95+0,00 g kg. U istrazivanju koje je provela Robi¢ (2020) odredena je prosje¢na
vrijednost ukupnih sterola u svim uzorcima u iznosu od 0,84 g kg™. Najvisa koncentracija
iznosila je 0,97 g kg, dok je najniza koncentracija iznosila 0,66 g kg™. U oba istrazivanja

udio sterola je varirao u ovisnosti o lokaciji stanista.

Na temelju rezultata statisti¢ke analize, vidljivo je da udio ukupnih sterola i pentaciklickih
triterpenoida znacajno varira izmedu uzoraka odnosno Ovisno 0 primijenjenim uvjetima

ekstrakcije - temperaturi, statickom vremenu ekstrakcije i broju ciklusa ekstrakcije.

Uzorci 3, 5, 6, 7, 12 sadrzavali su visi udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida (>70
mg 100 g* korijena koprive) od ostalih uzoraka. S obzirom da su uzorci 5, 6 i 12 dobiveni pri
temperaturi 150 °C, a uzorci 3 i 7 pri temperaturi 110 °C moze se zakljuciti kako porastom

temperature raste udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida.

Zanimljivo je kako je udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida u uzorku 16 iznosio
49,50+0,21 mg 100 g* korijena koprive §to je znacajno nize od ostalih vrijednosti dobivenih
pri 150 °C. Budu¢i da je vrijeme ekstrakcije spomenutog uzorka bilo 15 min moze Se
zakljuciti kako udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida raste uz porast temperature,

ali pri kra¢éem vremenu ekstrakcije.
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Slika 9. Prosje¢ni sastav i udio (%) sterola i pentaciklickih triterpenoida u lipidnoj frakciji

korijena koprive

Plinskom kromatografijom u uzorcima korijena koprive identificirano je ukupno 12 spojeva iz
skupine sterola i pentaciklickih triterpenoida. Na slici 9 prikazan je prosjecan sastav i udio
sterola i pentaciklickih triterpenoida korijena koprive koji su podijeljeni u sljedece skupine:
prekursori (cikloartenol, 24-metilen cikloartanol, obtusifoliol), A5-steroli (kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, sitosterol, A5-avenasterol), A7-steroli (citrostadienol) i
pentaciklicki triterpenoidi (a-amirin, B-amirin i p-amirin acetat). Iz slike je jasno vidljivo
kako je skupina A5-sterola s prosje¢nim udjelom od 93,33 % najzastupljenija skupina, a zatim
slijede prekursori (prosje¢ni udio 2,67 %), pentacikli¢ki triterpenoidi (prosjecni udio 2,03 %) i
A7-steroli (prosje¢ni udio 1,97 %). Dobiveni rezultati su u skladu s o¢ekivanjima buduéi da
skupini AS5-sterola pripada B-sitosterol, koji je prema literaturnim podacima najzastupljeniji
sterol korijena koprive (Kopyt’Ko i sur., 2012). U narednim poglavljima detaljnije ¢e se

prikazati sastav i udio identificiranih pojedinaénih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida.
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4.2. SASTAV I UDIO STEROLA

Kao $to je ve¢ navedeno, u svim uzorcima korijena koprive metodom plinske kromatografije
ispitan je i sastav sterola. U tablici 6 prikazan je sastav i udio (mg 100 g korijena koprive)
identificiranih sterola.

Identificirano je 9 sterola: kampesterol, kampestanol, stigmasterol, -sitosterol, A5-avena-
sterol, cikloartenol, obtusifoliol, 24-metilen cikloartanol i citrostadienol. Prosje¢na vrijednost
udjela ukupnih sterola u svim uzorcima iznosila je 62,43+8,51 mg 100 g™* korijena koprive. U
uzorku 5 odreden je najvisi udio ukupnih sterola koji je iznosila 76,57+0,07 mg 100 g, dok
je najnizi udio odreden u uzorku 1 iznosio 42,81+0,04 mg 100 g*.

Najzastupljeniji sterol u svim uzorcima bio je [B-sitosterol (prosjecna vrijednost udjela
50,21+6,94 mg 100 g1, slijede ga kampesterol (prosjecna vrijednost udjela 6,57+0,83 mg
100 g?), stigmasterol (prosje¢na vrijednost udjela 1,47+0,22 mg 100 g*), citrostadienol
(prosje¢na vrijednost udjela 1,27+0,38 mg 100 g*) te cikloartenol (prosje¢na vrijednost udjela
1,15+0,85 mg 100 g!). Kampestanol, A5-avenasterol, obtusifoliol i 24-metilen cikloartanol

identificirani su u svim dobivenim uzorcima, ali s prosje¢nom vrijedno$c¢u udjela <1 mg 100
g™

Ostlund (2002) navodi kako su f-sitosterol, kampesterol i stigmasterol najzastupljeniji steroli
u biljnim vrstama, ¢ime se potvrduju rezultati dobiveni u ovom radu. Hornik i sur. (2013)
HPLC-NMR metodom identificirali su sterole iz korijena koprive. Najzastupljeniji je bio B-
sitosterol (81 %), zatim sitostanol (12 %) i kampesterol (6 %) te jo$ jedan neidentificirani spoj
(1 %).

Udio najzastupljenijeg sterola B-sitosterola kretao se u rasponu od 35,00+0,01 mg 100 g*
(uzorak 1) do 62,88+0,02 mg 100 g* (uzorak 5).

Dobiveni rezultati prema kojima je B-sitosterol znafajno zastupljeniji od ostalih sterola u
korijenu koprive u skladu je s istrazivanjem koje je provela Ritosa (2020). Metodom plinske
kromatografije ispitala je sastav i udio pojedinacnih 1 ukupnih fitosterola iz uzoraka korijena
samonikle koprive ubrane s vise razliitih lokacija na podruc¢ju Republike Hrvatske. Rezultati
istrazivanja pokazali su kako je [-sitosterol najzastupljeniji sterol u svim dobivenim

uzorcima.
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Tablica 6. Sastav i udio sterola (mg 100 g*) u korijenu koprive

Uzorak

O© 0O N o o A W N

e I A e I e =
o g N W N R O

17
Prosjecna

vrijednost

Kampesterol

p<0,001*
4,77+0,03
6,90+0,00°
7,38+0,01°
6,89+0,04¢
8,08+0,01°
7,21%0,01°
7,30+0,02%
6,500,029
6,67+0,02°
6,32+0,08"
6,72+0,011
7,06+0,01¢
5,52+0,02)
6,490,059
6,87+0,01¢
5,18+0,07
5,8620,03'

6,57+0,83

Kampestanol

p<0,001*
0,7520,00¢
0,88+0,02¢
0,9620,01¢
1,02+0,01°
1,19+0,01°
0,69+0,01"
0,98+0,03%
0,99+0,00%
0,92+0,01%
1,030,010
0,77+0,01
0,41+0,01'
0,90+0,00¢
0,81+0,02°
0,87+0,00¢
0,68+0,02"
0,780,001

0,86+0,18

Stigmasterol

p<0,001*
0,99+0,00'
1,54+0,01¢
1,79:0,00%
1,50+0,00%
1,77+0,04°
1,68+0,01°
1,60+0,03°
1,41+0,00°
1,47+0,00°
1,380,001
1,54+0,00¢
1,69+0,00°
1,260,009
1,42+0,01f
1,49+0,00%
1,10£0,02"
1,280,009

1,47+0,22

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

B-sitosterol

p<0,001*
35,000,01™
53,14+0,00¢
56,04:0,05°
52,24+0,06°
62,88+0,02°
56,91+0,26°
55,67+0,01°
49,52+0,10%"
49,810,05¢
48,31%0,08
50,830,021
55,73+0,10°
41,55+0,03
49,35+0,01"
52,12+0,05°
39,1520,02'
44,3920,00

50,21+6,94

A®-avena-
sterol
p<0,001*
0,44+0,02%
0,45+0,00%
0,38+0,00%
0,43+0,09%
0,29+0,02¢
0,37+0,01°cd
0,31+0,01¢
0,28+0,014
0,33+0,00«
0,32+0,01¢
0,37+0,01°«
0,33+0,01¢
0,29:+0,00«
0,49+0,00?
0,31+0,01¢
0,18+0,00°
0,27+0,00%

0,34+0,08

Cikloartenol

p<0,001*
0,25+0,01K
0,32+0,12K
0,87+0,031
0,460,011
0,51+0,12!
2,78+0,01°
2,05+0,01°
0,50%0,03
2,75+0,02¢
2,33+0,01°
0,9020,05'
0,95+0,01f
1,30+0,00°
0,69+0,00"
0,710,019
0,3520,01iK
1,760,007

1,15+0,85

Obtusifoliol

p<0,001*
0,07+0,01%
0,12+0,001
0,18+0,01
0,150,00¢fd"
0,1620,02¢¢fch
0,180,01%
0,18+0,01%%
0,1520,01'9"
0,21+0,00%¢
0,140,019"
0,19+0,00%
0,22+0,01%
0,130,00"
0,20+0,00%
0,23+0,01°
0,110,001
0,1620,00%1

0,16+0,04

24-metilen
cikloartanol
p<0,001*
0,18+0,01¢
0,360,00%"
0,52+0,012
0,34+0,00°f
0,37+0,05%"
0,46+0,00°
0,46+0,02°
0,33+0,01°
0,45+0,00°
0,39+0,00°e
0,45+0,00%
0,52+0,012
0,31+0,00
0,46+0,00°
0,55+0,01%
0,41+0,02bcd
0,36+0,009%f

0,41+0,09

Citrostadienol

p<0,001*
0,36+0,00k
1,43+0,01¢

1,56+0,00°

1,38+0,01%
1,33+0,01¢
1,25+0,03¢%"
1,32+0,03¢'
0,32+0,00%
1,45+0,00¢

1,15+0,01"
1,28+0,01"
1,74+0,05°
1,13+0,00/

1,66+0,01%
1,64+0,03°

1,22+0,01"
1,30+0,00

1,27+0,38

Ukupni
steroli
p<0,001*
42,81+0,04°
65,14+0,14
70,59+0,11°¢
64,43+0,18%"
76,570,072
71,530,33°
69,87+0,13¢
59,99+0,07
64,06+0,09"
61,37+0,02)
63,04+0,04!
68,65+0,16°
52,39+0,00™
61,57+0,05
64,80+0,11
48,38+0,12"
56,15+0,03'

62,43+8,51
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Robi¢ (2020) je primjenom plinske kromatografije uz masenu spektrometriju (GC-MS)
odredila udio i sastav sterola u uzorcima korijena samonikle koprive. Kao i u ovom

istrazivanju, najzastupljeniji sterol u svim uzorcima bio je -sitosterol.

Nadalje, Koriste¢i superkriticni CO2 kao ekstrakcijsko otapalo za izolaciju B-sitosterola iz
korijena koprive, Sajfrtova i sur. (2005) dobili su rezultate slicne kao u ovom radu. HPLC
metodom je utvrdeno kako su dobiveni ekstrakti sadrzavali 63 mg 100 g™* suhe tvari (s.t.) p-
sitosterola. Prinos ekstrakcije kovencionalnim otapalom, dietil eterom, bio je znacajno nizi i

iznosio je 26 mg 100 g s.t. B-sitosterola.

Kovacheva i sur. (1990) identificirali su sterole metodom plinske kromatografije u
neosapunjivim koncentratima biljnih materijala. p-sitosterol bio je najzastupljeniji sterol u
koncentratu korijena koprive, kao i u ovom istrazivanju. Medutim, buduéi da su udjeli u ovom
radu izrazeni u mg 100 g korijena koprive nije ih mogucée direktno usporediti s rezultatima
odredenim u radu Kovacheve i sur. (1990) gdje su izrazeni kao postotak u odnosu na sastav
cijele biljke. Takoder, treba naglasiti kako su u ovom radu steroli izolirani iskljuéivo iz
korijena koprive, dok Kovacheva i sur. (1990) nisu naveli precizne podatke o koncentratu

koprive.

Kampesterol je sljedeci sterol po zastupljenosti u svim dobivenim uzorcima s prosjecnom
vrijednoséu udjela 6,57+0,83 mg 100 g*. Raspon udjela kampesterola u svim uzorcima kretao
se od 4,77+0,03 mg 100 g* (uzorak 1) 8,08+0,01 mg 100 g (uzorak 5).

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima dobivenim u istrazivanju koje je provela Robic¢
(2020). Primjenom GC-MS odredila je udio i sastav sterola u uzorcima korijena samonikle
koprive. Kao i u ovom istrazivanju kampesterol se nalazi na drugom mjestu po zastupljenosti

u udjelu ukupnih sterola.

Moze se primijetiti da su najvise vrijednosti udjela B-sitosterola i kampesterola odredene u
uzorku dobivenom pri istim uvjetima (150 °C/10 min/4 ciklusa), $to upucuje na vaznost

optimiranja ekstrakcijskih uvjeta s ciljem postizanja maksimalanog ucinka.

S prosjeénom vrijednosti udjela od 1,47+0,22 mg 100 g stigmasterol se nalazi na treéem
mjestu po zastupljenosti sterola u korijenu koprive. Vrijednosti u analiziranim uzorcima
kretale su se u rasponu od 0,99+0,00 mg 100 g* (uzorak 1) do 1,79+0,00 mg 100 g (uzorak
3).
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Balbino i sur. (2021) navode da u lipidnim frakcijama dobivenim iz nekoliko razli¢itih vrsta
sjemenki iz obitelji Apiaceae uz p-sitosterol dominira stigmasterol ¢iji udio dobiven
primjenom ASE pri 25 °C iznosi 141,9+8,9 mg 100 g, a pri 100 °C 202,7+8,9 mg 100 g*.
Medutim, Shen i Shao (2005) ustanovili su kako se stigmasterol, premda je jedan od
najvaznijih sterola duhana, ne moze ekstrahirati pomoc¢u ASE pri ispitivanim temperaturama
(100 i 125 °C). Razlike u dobivenim rezultatima mogu proizlaziti iz individualnih

karakteristika razlicitih ispitanih vrsta.

4.3. SASTAV | UDIO PENTACIKLICKIH TRITERPENOIDA

Uz sterole, u uzorcima korijena koprive identificirana su i tri pentaciklicka triterpenoida: o-

amirin, B-amirin i B-amirin acetat. Udjeli navedenih spojeva nalaze se u tablici 7.

Udio ukupnih pentaciklickih triterpenoida u uzorcima korijena koprive kretao se u rasponu od
1,68+0,42 mg 100 g* (uzorak 5) do 0,69+0,02 mg 100 g* (uzorak 1). Uzorak s najvisim
udjelom pentaciklickih triterpenoida dobiven je pri pri temperaturi 150 °C (uzorak 5),
statiCkom vremenu 10 min uz 4 ekstrakcijska ciklusa, dok je uzorak 1 u kojem je odreden
najnizim udjelom dobiven pri temperaturi 70 °C, statiCkom vremenu 5 min uz 3 ekstrakcijska
ciklusa. Slicno kao za sterole, moze se zakljuditi da prinos ukupnih pentacikli¢kih

triterpenoida raste povecanjem temperature.

Prema dobivenim rezultatima p-amirin acetat najzastupljeniji je pentacikli¢ki triterpenoid
korijena koprive s prosje¢nom vrijedno$éu udjela od 0,56+0,14 mg 100 g*. Najvisi udio p-
amirin acetata odreden je u uzorku 12 (0,74+0,00 mg 100 g) dobivenom pri temperaturi 150
°C, statickom vremenu 5 min uz 3 ciklusa ekstrakcije. S nesto nizom prosjecnom vrijednosti

udjela slijede p-amirin (0,50+0,11 mg 100 g!) te a-amirin (0,24+0,09 mg 100 g}).

Kombinacijom GC-MS metode s NMR spektroskopijom Grauso i sur. (2019) su u ekstraktu
koprive identificirali a- i B-amirin. U lipofilnom ekstraktu dobivenom uz n-heksan kao

otapalo udio a-amirina iznosio je 10,9 %, dok je udio f-amirina bio 9,7 %.

lako se radi o drugim biljnim vrstama, Balbino i sur. (2021) navode kako je u lipidnom
ekstraktu dobivenom primjenom ASE B-amirin takoder bio zastupljeniji od a-amirina u svim

uzorcima sjemenki iz obitelji Apiaceae. Takoder, najvisi udio a- i B-amirina te ukupnih
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pentacikli¢kih triterpenoida dobiven je pri temperaturi 100 ° C, dok su pri nizoj temperaturi

(25 °C) izolirani u znatno nizem udjelu.

Tablica 7. Sastav i udio pentacikli¢kih triterpenoida (mg 100 g) u korijenu koprive

Uzorak

© 00 N o O b~ Ow N

e I e T e e I
o g N~ w N R~ O

17
Prosjecna

vrijednost

a-amirin

p=0,023*
0,10+0,01°
0,13+0,01%
0,28+0,09%
0,20+0,00%
0,26+0,02%
0,37+0,012
0,18+0,00%
0,22+0,02%
0,21+0,01%
0,23+0,16%
0,28+0,12%
0,21+0,03%
0,20+0,07%
0,27+0,00%
0,32+0,01%
0,21%0,12%
0,38+0,00°

0,24+0,09

B-amirin

p=0,026*
0,38+0,00°
0,69+0,01%
0,54+0,02%
0,48+0,01%
0,75+0,3?
0,50+0,01%
0,50+0,01%
0,43+0,01%
0,48+0,00%
0,49+0,00%
0,49+0,00%
0,51+0,03%
0,40+0,01°
0,47+0,0%
0,51+0,00%
0,44%0,01%
0,440,013

0,50+0,11

B-amirin acetat

p<0,001*
0,21+0,01"
0,40+0,009
0,71+0,01%
0,44+0,00™
0,67+0,10%¢
0,59+0,00°%
0,70+0,00%¢
0,480,011
0,62+0,01°
0,52+0,01%"
0,61+0,02°
0,74%0,00
0,43+0,03
0,60+0,00°
0,680,012
0,47+0,01
0,630,002

0,56+0,14

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima

medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

Ukupni

pentacikli¢ki

triterpenoidi

p<0,001*
0,69+0,02¢
1,22+0,00%¢
1,53+0,10%
1,12+0,01°
1,68+0,42°
1,45+0,00%°
1,38+0,013
1,13+0,05"
1,300,002
1,24+0,17%¢
1,380,143
1,460,013
1,03+0,11¢
1,35+0,012¢
1,51+0,0220

1,11+0,10bcd

1,44+0,0120¢

1,30+0,25
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44. UTJECAJ EKSTRAKCIJSKIH UVJETA NA PRINOS LIPIDNE
FRAKCIJE | UDIO UKUPNIH STEROLA | PENTACIKLICKIH
TRITERPENOIDA TE B-SITOSTEROLA

U tablici 8 prikazani su rezultati ANOVA analize kojom je ispitana signifikantnost utjecaja
temperature, statickog vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije na prinos lipidne

frakcije.

Tablica 8. Rezultati ANOVA analize utjecaja ekstrakcijskih uvjeta na prinos lipidne frakcije

L Prinos (%o)
Izvor varijacije

F-omjer p-vrijednost
X1 40,90 <0,001*
X2 0,23 0,640
X3 0,08 0,777
Nedostatak modela 5,09 0,066
R? 0,705

Xi-temperatura, Xp-staticko vrijeme ekstrakcije, Xs-broj ciklusa ekstrakcije
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05

Iz rezultata u tablici 8 vidljivo je da temperatura ima statisti¢ki znacajan utjecaj (p<0,001%*) na
prinos lipidne frakcije, dok staticko vrijeme 1 broj ciklusa ekstrakcije nisu pokazali znac¢ajan
utjecaj. To se takoder moze primijetiti na slici 10 koja prikazuje utjecaj kombinacije
temperature i statiCkog vremena ekstrakcije na prinos lipidne frakcije, gdje je vidljivo kako se

povecanjem temperature povecava i prinos.
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Prinos (%)

« Design Points

I1.62814
0.393728

X1 = A: Temperatura

X2 = B: Vrjeme

Actual Factor
C: Broj ciklusa = 3

Staticko vrijeme (min)

70 90 110 130 150

Temperatura (°C)

Slika 10. Utjecaj temperature (°C) i statickog vremena ekstrakcije (min) na prinos lipidne
frakcije (%)

PoviSena temperatura koja se koristi tijekom procesa ekstrakcije utjee na svojstva otapala 1
jedan je od najvaznijih parametara ASE (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001). Mottaleb i
Sarker (2012) navode da povisenjem temperature otapala dolazi do porasta kapaciteta otapala
za otapanje analita jer se povecava brzina difuzije i smanjuje viskoznost, $to olakSava otapalu
prodiranje u pore matrice. Takoder, poviSena temperarura uzrokuje slabljenje ili kidanje
interakcija (vodikovih veza, van der Waalsovih sila te dipol-dipolnih interakcija) izmedu
analita i matrice $to uzrokuje izdvajanje otopljene tvari iz matrice. Vecina ekstrakcija izvodi
se pri 75-125 °C, a najée$ce se primjenjuje 100 °C (Mottaleb i Sarker, 2012; Giergielewicz-
Mozajska i sur., 2001). No, rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je 150 °C bila
najucinkovitija za izolaciju lipidne frakcije iz korijena koprive §to je i razumljivo bududi da je
analizirani osuseni uzorak korijena koprive vrlo ¢vrste strukture pa je potrebna vrlo visoka
temperatura kako bi se razorile ¢vrste stani¢ne strukture i omogucilo izdvajanje ciljanih

komponenti.

lako statisticka analiza nije pokazala znaCajan utjecaj statickog vremena ekstrakcije na prinos

u ovom istrazivanju, Shen i Shao (2005) navode kako je u njihovom istrazivanju prinos
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dobiven tijekom 10 min ekstrakcije bio je gotovo isti kao onaj dobiven tijekom 15 min
ekstrakcije, dok je prinos ekstrakcije od 10 min bio visi u odnosu na prinos ekstrakcije u

trajanju od 5 min, ali nizi od prinosa dvije uzastopne ekstrakcije od 5 min.

Nadalje, nesignifikantni utjecaj broja ciklusa ekstrakcije na prinos u ovom radu, u skladu je s
istrazivanjem koje su proveli Benthin i sur. (1999). U svom radu navode kako se u prvom
ekstrakcijskom ciklusu ekstrahira veéina ciljanih spojeva, prinos drugog je znatno nizi ali nije

zanemariv, dok je prinos treé¢eg ciklusa ekstrakcije vrlo nizak.

Statistickom analizom ispitan je i utjecaj ASE uvjeta na udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih

triterpenoida (mg 100 g1), a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Rezultati ANOVA analize utjecaja ekstrakcijskih uvjeta na udio ukupnih sterola i

pentacikli¢kih triterpenoida (mg 100 g?)

Ukupni steroli i pentacikli¢ki

Izvor varijacije triterpenoidi
F-omjer p-vrijednost
X1 15,25 0,006*
X1 2,51 0,157
X2 1,36 0,281
X2? 11,88 0,011*
X3 1,73 0,230
X3? 5,59 0,050*
X1X2 21,05 0,003*
X1X3 9,43x10* 0,976
XoX3 6,13 0,043*
Nedostatak modela 3,00 0,158
R? 0,778

Xa-temperatura, Xp-staticko vrijeme ekstrakcije, X3-broj ciklusa ekstrakcije
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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15

Ukupni sterolii triterpeni (mg 100 g%)

« Design Points
I78A 257

43.5002
X1 = A: Temperatura
X2 = B: Vijeme

-
w

Actual Factor

C: Broj ciklusa = 3 1

Staticko vrijeme (min)

70 90 110 130 150

Temperatura (°C)

Slika 11. Utjecaj temperature (°C) i statickog vremena ekstrakcije (min) na udio ukupnih

sterola i triterpenoida (mg 100 g)

Iz rezultata u tablici 9 vidljivo je da na udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida
znaCajan utjecaj imaju sva tri ispitivana faktora: temperatura, staticko vrijeme ekstrakcije i
broj ciklusa ekstrakcije. Takoder, statisticka analiza pokazuje da kombinacija temperature i
statickog vremena ekstrakcije te kombinacija statickog vremena i broja ciklusa ekstrakcije
imaju znacajan utjecaj na udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida. Na slici 11
prikazan je utjecaj temperature i statickog vremena ekstrakcije na udio ukupnih sterola i
pentacikli¢kih triterpenoida te je vidljivo kako se udio ukupnih sterola i pentaciklickih
triterpenoida povecavala sukladno poveéanju temperature i statickog vremena ekstrakcije do
odredene vrijednosti te se moze zakljuciti kako udio ukupnih sterola i pentacikli¢kih

triterpenoida raste uz porast temperature, ali pri kratem vremenu ekstrakcije.

Shen i Shao (2005) proveli su sli¢no istrazivanje u kojem su ispitali utjecaj ASE na izolaciju
sterola i terpenoida u uzorcima duhana dobivenim ekstrakcijom pri razli¢itim temperaturama
(100, 125 i 150 °C). GC-MS sustav koristen je za kvalitativno i kvantitativno odredivanje

sastava. Ukupni udio sterola i terpenoida, povecao se porastom temperature sa 100 na 125 °C,
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ali iznad te temperature za vecinu ispitivanih spojeva nije uo¢en daljnji porast. Dobiveni
zakljucak u skladu je s rezultatima dobivenim u ovom radu, budu¢i da porastom temperature

sa 110 na 150 °C dolazi do povecanja udjela 2 najzastupljenija sterola korijena koprive.

Repaji¢ 1 sur. (2020) navode kako je prilikom ekstrakcije polifenola i pigmenata iz listova
koprive primjenom ASE porast temperature s 20 na 110 °C rezultirao znacajno veéim
udjelom ukupnih hidrocimetnih kiselina, ukupnih flavonoida i ukupnih fenolnih spojeva. Broj
ciklusa ekstrakcije takoder je imao znacajan utjecaj, a najveci prinosi polifenola postignuti su
tijekom tre¢eg ekstrakcijskog ciklusa. lako je provedena izolacija razlicitih spojeva, rezultati
spomenutog istraZzivanja potvrduju trend povecanja udjela ciljanih spojeva u ovisnosti o

temperaturi i broju ciklusa ekstrakcije.

Buduéi da je u analiziranim uzorcima korijena koprive najzastupljeniji spoj B-sitosterol,
statistickom analizom je takoder ispitan utjecaj ekstrakcijskih uvjeta na udio B-sitosterola, a

dobiveni rezultati su prikazani u tablici 10.

Tablica 10. Rezultati ANOVA analize utjecaja ekstrakcijskih uvjeta na udio B-sitosterola (mg
100 g1

. B-sitosterol
Izvor varijacije - -
F-omjer p-vrijednost
X1 13,44 0,008*
X2 1,62 0,244
X 1,16 0,316
X2? 7,28 0,031*
X3 2,26 0,177
Xs? 4,01 0,085
X1 X2 18,53 0,004*
X1X3 0,08 0,784
XoX3 6,00 0,044*
Nedostatak modela 3,50 0,129
R? 0,738

Xi-temperatura, Xz-staticko vrijeme ekstrakcije, X3-broj ciklusa ekstrakcije
*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p<0,05
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B-sitosterol (mg 100 g)

« Design Points
62.8303

34.9997
X1 = A: Temperatura
X2 = B: Vrjeme

Actual Factor
C: Broj ciklusa = 3

Staticko vrijeme (min)

70 90 110 130 150

Temperatura (°C)

Slika 12. Utjecaj temperature (°C) i statickog vremena ekstrakcije (min) na udio p-sitosterola
(mg 100 g™

Rezultati statisticke analize pokazuju kako temperatura i staticko vrijeme ekstrakcije imaju
znacajan utjecaj na udio B-sitosterola, dok broj ciklusa ekstrakcije nema. Takoder, rezultati
pokazuju da kombinacija temperature i stati¢kog vremena ekstrakcije te kombinacija statickog
vremena i broja ciklusa ekstrakcije imaju znacajan utjecaj na udio p-sitosterola. Na slici 12
prikazan je utjecaj temperature i statiCkog vremena ekstrakcije na udio B-sitosterola te je
vidljivo kako udio B-sitosterola raste uz porast temperature, ali uz krace vrijeme ekstrakcije,
kao $to se pokazalo i za utjecaj navedenih parametara na udio ukupnih sterola i pentaciklickih

triterpenoida.

Nadalje, za sve tri ispitivane zavisne varijable izra¢unate su jednadzbe regresijskog modela uz
pripadajuéi koeficijent determinacije (R?) i vrijednost nedostataka modela (eng. lack of fit)
koji su prikazani u tablici 11. JednadZba regresijskog modela omogucuje predvidanje zavisne
varijable za svaku vrijednost nezavisnih varijabli, dok pripadajué¢i R? pokazuje kolika je
preciznost modela. Sto je njegova vrijednost bliza 1 to je model precizniji. Sukladno
navedenom, dobivene R? vrijednost (0,705 — 0,778) ukazuju na dobru to¢nost modela.
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Valjanost modela potvrdena je i vrijednostima nedostatka modela koje nisu bile statisticki

znacajne.

Tablica 11. Jednadzbe regresijskih modela, koeficijenti determinacije i nedostatak modela za

prinos lipidne frakcije i udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida te B-sitosterola

prilikom izolacije primjenom ASE

Varijabla

Prinos
(%)
Ukupni steroli
i pentacikli¢ki
triterpenoidi
(mg 100 g)

pB-sitosterol
(mg 100 g*)

Model

- 0,149 + 0,011X1 - 0,006Xz2 - 0,019X3

- 50,918 + 1,060X1 + 14,296X: -
16,738X3 - 0,048X1 X2 + 0,002X1 X3 -
1,032X,X3 - 0,002X12 - 0,280X72 +
4,803X3?

- 38,811 + 0,775X1+11,004X> -
11,807X3 - 0,039X1Xz + 0,013X1 X3 -
0,885X2X3 - 0,001X:2 - 0,190X,2 +
3,526X3?

RZ

0,705

0,778

0,778

Nedostatak
modela

(p-vrijednost)

0,066

0,158

0,129
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70 150 15 2 4
Temperatura (°C) =150 Staticko vrijeme (min) =5,00001 Broj ciklusa=4
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0.393728 162814 43 5002 78 2557 34 9997 628803
Prinos (%) = 1,34162 Ukupni steroli i triterpenoidi (mg 100 g) = 88,6146 B-sitosterol (mg 100 g*) = 66,31

PoZeljnost=0,941

Slika 13. Rezultati optimiranja uvjeta ASE za izolaciju sterola i pentaciklickih triterpenoidi iz

korijena koprive

Kako bi se odredili optimalni parametri ekstrakcije u svrhu postizanja maksimalnog prinosa
lipidne frakcije i udjela ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida te -sitosterola korijena
koprive provedeno je optimiranje parametara ASE prema metodi pozeljnosti. Dobiveni
optimalni uvjeti ASE prikazani su na slici 13 i iznose temperatura 150 °C, staticko vrijeme 5
min te broj ciklusa 4 pri ¢emu predvidena vrijednost za prinos lipidne frakcije iznosi 1,34 %,
za udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida 88,61 mg 100 g te za udio p-sitosterola
66,31 mg 100 g*.

Nakon provedene ASE na definiranim optimalnim uvjetima (150 °C, 5 min, 4 ciklusa)
dobivene su sljedec¢e eksperimentalne vrijednosti: prinos lipidne frakcije 1,28 %, udio
ukupnih sterola i pentacikli¢kih triterpenoida 88,40 mg 100 g te udio p-sitosterola 71,20 mg
100 g. Dobivene eksperimentalne vrijednosti su u skladu s vrijednostima predvidenim
modelom budu¢i da je odstupanje za sve ispitivane zavisne varijable iznosilo oko 7 % ili

manje.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuditi:

1. Prinos lipidne frakcije korijena koprive izoliran primjenom razli¢itih uvjeta ASE
odreden je u rasponu od 0,39+0,01 do 1,63+0,03 % s prosjenom vrijednosti
0,90+0,34 %.

2. Plinskom kromatografijom u uzorcima lipidne frakcije korijena koprive identificirano
je 9 sterola (kampesterol, kampestanol, stigmasterol, B-sitosterol, AS5-avenasterol,
cikloartenol, obtusifoliol, 24-metilen cikloartanol, citrostadienol) te tri pentacikli¢ka
triterpenoida (a-amirin, B-amirin i B-amirin acetat).

3. Udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida odreden je u rasponu od
43,50+0,05 do 78,26+0,35 mg 100 g'1 korijena koprive, dok je prosjecna vrijednost
udjela iznosila 63,73+8,70 mg 100 g Korijena koprive. Prosje¢an sastav sterola i
pentaciklic¢kih triterpenoida lipidne frakcije korijena koprive iznosi: A5-steroli (93,33
%), prekursori (2,67 %), pentacikli¢ki triterpenoidi (2,03 %) i A7-steroli (1,97 %).

4. Najzastupljeniji sterol u svim uzorcima bio je B-sitosterol (prosje¢na vrijednost udjela
50,21+6,94 mg 100 g* korijena koprive).

5. Rezultati ANOVA analize pokazali su da temperatura ima statisti¢ki zna¢ajan utjecaj
na prinos lipidne frakcije, dok stati¢ko vrijeme 1 broj ciklusa ekstrakcije nisu pokazali
znaajan utjecaj. Na udio ukupnih sterola i pentaciklickih triterpenoida znacajan
utjecaj imaju sva tri ispitivana faktora, kao i kombinacija temperature i statickog
vremena ekstrakcije te kombinacija statickog vremena i broja ciklusa ekstrakcije. Na
udio B-sitosterola znacajan utjecaj imaju temperatura i staticko vrijeme ekstrakcije,
dok broj ciklusa ekstrakcije nema. Takoder, kombinacija temperature i statiCkog
vremena ekstrakcije te kombinacija statickog vremena i broja ciklusa ekstrakcije imaju
znacajan utjecaj na udio B-sitosterola.

6. Optimiranjem parametara prema metodi pozeljnosti dobiveni optimalni uvjeti ASE
iznose: temperatura 150 °C, staticko vrijeme ekstrakcije 5 min te broj ciklusa
ekstrakcije 4. Prema jednadzbama regresijskih modela pri navedenim uvjetima
predvidena vrijednost za prinos lipidne frakcije iznosi 1,34 %, za udio ukupnih sterola
i pentacikli¢kih triterpenoida 88,61 mg 100 g™ te za udio B-sitosterola 66,31 mg 100 g

!, Dobivene eksperimentalne vrijednosti pri optimalnim ASE uvjetima su u skladu s
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vrijednostima predvidenim modelom budu¢i da je odstupanje za sve ispitivane zavisne

varijable iznosilo oko 7 % ili manje.
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