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1. UVOD

Pasji trn (Hippophae rhamnoides L.) vrijedna je i jedinstvena biljka prirodno
rasprostranjena u sjevernoj i srednjoj Europi te zapadnoj i1 srednjoj Aziji, no danas se udomacila
u raznim dijelovima svijeta. Bioloski aktivni sastojci koji se nalaze u razlic¢itim dijelovima
biljke imaju mnogo pozitivnih uc¢inaka na zdravlje poput antioksidativnog, kardioprotektivnog,
antidijabetickog, hepatoprotektivnog, antikancerogenog, antivirusnog, antibakterijskog,
imunomodulatornog i protuupalnog djelovanja. 1z tog razloga biljka dobiva sve vise paznje te
se zbog njezinog potencijala na njoj provodi sve vise znanstvenih istrazivanja.

List pasjeg trna predstavlja bogat izvor polifenola, karotenoida, sterola, vitamina, minerala,
raznih antioksidanasa i mnogih drugih spojeva, no obzirom na genotip, spol biljke, klimatsku
zonu i uvjete uzgoja, vrijeme berbe, rukovanje biljkom nakon berbe i metodu ekstrakcije njegov
kemijski sastav moze varirati. BioloSki aktivni sastojci iz lista pasjeg trna mogu se izolirati
razli¢itim tehnikama ekstrakcije poput konvencionalnih (destilacija, maceracija, perkolacija,
Soxhlet ekstrakcija i hladno presanje) i naprednih (ekstrakcija superkritiénim fluidima,
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i ubrzana

ekstrakcija otapalima).

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj uvjeta ubrzane ekstrakcije otapalima,
temperature (80, 100 i 120 °C), statickog vremena ekstrakcije (5, 10 i 15 min) te broja ciklusa
ekstrakcije (1, 2 i 3 ciklusa) na izolaciju fenolnih spojeva i pigmenata iz lista pasjeg trna. Pritom
se kao otapalo koristio 70 %-tni etanol. U dobivenim ekstraktima odredivan je maseni udio

ukupnih fenola, klorofila a i b, ukupnih klorofila te antioksidacijski kapacitet FRAP metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PASJI TRN

Pasji trn razgranat je listopadni grm ili niZze stablo koje pripada obitelji zlolesina
(Elaeagnaceae) te doseze visinu do 6 m (Slika 1). Jednogodi$nje grane prekrivene su
srebrnastosivim dlakama, starije grane su gole i crvenosmede boje, dok se postrani ogranci
mogu razviti u snazne trnove. Srebrnastosivi listovi dugi su 5-7 cm, linearni su i sulicasti,
cjelovitog ruba, prekriveni zvjezdastim dlakama, s otprilike 5 mm dugom peteljkom te se
izmjeni¢no nizu uzduz grane. Sitni cvjetovi pasjeg trna veli¢ine su do 3 mm, dvodomni su,
razvijaju se na proslogodi$njim ograncima, cvatu prije listanja ili istodobno, a ocvjece je
neugledno, u obliku dvolapne ¢aske. Muski cvjetovi sastoje se od 4 prasnika, a zenski su
pojedinac¢ni s nadraslom jednogradnom plodnicom i jednim sjemenim zametkom. Plod ¢ini 7-
8 mm duga naran¢astocrvena so¢na boba gdje ¢vrsti endokarp obavija samo jednu sjemenku
(Nikoli¢ i Topi¢, 2005). Snazan korijenski sustav ove biljke, koji provodi biljci neophodnu
fiksaciju dusika, veoma se lako razvija pa je stoga biljka pogodna za sadnju u degradiranim
tlima. Osim toga razgranati korijen djeluje i preventivno na eroziju tla (Raudone i sur., 2021).

Slika 1. Pasji trn (vlastita fotografija)



Ova biljna vrsta veoma dobro podnosi razli¢ite okoliSne uvjete, samoniklo raste u
planinskim regijama te je narocito otporna na visu slanost tla, zbog cega se smatra pionirskom
biljkom (Cossuta i sur., 2007). Otpornost na suSu i podnosenje velikog raspona temperature
takoder su neke od povoljnih prilagodbi pasjeg trna (Raudone i sur., 2021). Prirodno je
rasprostranjena u sjevernoj i srednjoj Europi te zapadnoj i srednjoj Aziji. Uvjeti koje preferira
pasji trn jesu topla i sun¢ana mjesta, Sume u kojima ima dovoljno sunc¢evog svjetla, ali i sjenoviti
obronci te §ljuncana i pjes¢ana mjesta. Biljku karakterizira vegetativno i generativno, odnosno
endoornitohorno rasprostranjivanje. Vegetativno rasprostranjivanje znaci da se izbojci doneseni
rijeCnim bujicama mogu ukorijeniti 1 razviti u samostalnu biljku, dok drugi pojam oznacava
rasprostranjivanje sjemenkama koje raznose ptice (Franjic i sur., 2016). Bogat sadrzaj prisutnih
razli¢itih bioloski aktivnih molekula osigurava pasjem trnu ve¢ vise od tisucljeca kategorizaciju
kao ljekovita biljka u Tibetu, Mongoliji 1 Kini. U Kini 1 biv§em Sovjetskom Savezu ve¢ su od
1950-ih mnogi ljekoviti pripravci ove biljke (samonikle ili kultivirane) koristeni u lije¢enju
opeklina, rana, oralnih upala, ¢ira na Zelucu i rana koje su nastale kao posljedica zracenja
(Cossuta i sur., 2007). U staroj Grckoj lisée pasjeg trna se u svrhu debljanja i sjajnije kose
dodavalo u stoénu hranu za konje odakle i dolazi naziv hippophaé, §to na latinskom znaci
konjski sjaj (Thomas i Schroeder, 1996). S obzirom na prethodno dokazana antioksidacijska,
antikancerogena, antistresna, antidijabeticka,  antiateroskleroticka, antimikrobna,
imunomodulacijska, hepato-, kardio-, neuro-, cito- i radioprotektivna svojstva interes za ovu
biljnu vrstu i njezin sastav u stalnom je porastu. Pasji trn vrijedna je sirovina u kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji, dok u prehrambenoj industriji kao sastojak hrane jos uvijek nije posve
iskoriSten njegov veliki potencijal. Kao oblik komercijalne preradevine nalazimo ga u raznim
pi¢ima, konzervama, dZemovima, Zeleima, praScima, sirupima, ¢ajevima, pivu, vinima i
etericnim uljima, medutim spomenuti proizvodi ¢e$¢e su dostupni na lokalnim nego na
globalnim trzistima (Tkacz i sur., 2022). Slika 2 prikazuje proizvode koji se mogu dobiti od

pojedinih dijelova ove biljke.



Slika 2. Proizvodi koji se dobivaju od pojedinih dijelova biljke pasjeg trna (prema Thomas i

1996)

Schroeder



2.2. KEMIJSKI SASTAV LISTA PASJEG TRNA

Kemijski sastav pasjeg trna promjenjiv je s obzirom na genotip, spol biljke, klimatsku zonu
podrudja gdje se biljka uzgaja, uvjetima uzgoja, vremenu berbe, rukovanju biljkom nakon berbe
te s obzirom na primijenjenu metodu ekstrakcije (Raudone i sur., 2021). Niz kemijskih spojeva
koje sadrzi pasji trn, ne samo da su zanimljivi s kemijskog gledista, nego mnogi od njih
posjeduju bioloski i terapeutski ucinak. Antioksidativna, antitumorska, hepatoprotektivna i
imunomodulacijska svojstva samo su neka od mnogih povoljnih svojstava ove biljke. Pasji trn
sadrzi velike koli¢ine mineralnih tvari (Ozturk i sur., 2018). Yang i Kallio (2001) navode da se
sadrzaj Zeljeza moze se kretati u rasponu od 22 do 282 mg kg™, dok su Stobdan i sur. (2010) u
pulpi biljke koja raste u dolini Leh u Trans-Himalaji odredili 647,2 mg L™ kalija, 176,6 mg L™
kalcija, 30,9 mg L Zeljeza, 22,5 mg L! magnezija, 84,2 mg L fosfora, 414,2 mg L™ natrija,
1,4 mg L cinka, 0,7 mg L™ bakra, 1,06 mg L mangana i 0,53 mg L™ selena. U istom
istrazivanju odredene su i sljedeée koli¢ine raznih vitamina: vitamin C (275 mg 100 g?),
vitamin A (432,4 1U 100 g™), vitamin E (3,54 mg 100 g ), riboflavin (1,45 mg 100 g%, niacin
(68,4 mg 100 g1), pantotenska kiselina (0,85 ng 100 g 1), vitamin B6 (1,12 mg 100 g%) i vitamin
B2 (5,4 ng 100 g?) (Stobdan i sur., 2010).

Sami listovi izvor su mnogih hranjivih i bioaktivnih tvari kao $to su flavonoidi, karotenoidi,
slobodni i esterificirani steroli, triterpeni i izoprenoli. Flavonoli, leukoantocijanidini,
epikatehin, galokatehin, epigalokatehin i galna kiselina neki su od polifenolnih spojeva
zastupljenih u listu pasjeg trna. Fenolni spojevi kao katehin i elaginska kiselina, vitamini kao
vitamin E, ferulinska i folna kiselina te pigment (3-karoten najznacajniji su antioksidansi, dok
list pasjeg trna takoder sadrzi i znatne koncentracije minerala, od kojih su najzastupljeniji kalcij,
magnezij i kalij (Ozturk i sur., 2018). Shipulina i sur. (2006) navode hidrolizabilne galo- i
elagitanine monomernog tipa: striktinin, izostriktinin, kazuarinin, kazuariktin kao glavne
sastojke frakcije tanina iz listova pasjeg trna. U listovima i plodovima nalazi se vise od 40
hlapljivih spojeva od kojih je destilacijom vodenom parom ploda izdvojeno 8 alifatskih estera,
9 alifatskih alkohola i 10 alifatskih ugljikovodika. 1z listova su takoder izolirani tanini
hipofenini A'i B (Kumar i sur., 2011). Vali¢ek i Havelka (2008) su tvrdili da listovi pasjeg trna
sadrze u prosjeku 3,8 % ugljikohidrata, 0,2 % protopektina, 1 % organskih kiselina, 170 mg
100 g* katehina, polifenola, karotenoidnog likopena, bioflavonoida i kumarina, 8 % tanina i do
370 mg 100 g* vitamina C.



2.3.  BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI LISTA PASJEG TRNA

Svi dijelovi ove biljke dobar su izvor velikog broja bioaktivnih spojeva, §to ju Cini
prirodnim antioksidansom. Neki od bioaktivnih spojeva jesu karotenoidi, tokoferoli, steroli,
flavonoidi, lipidi, vitamini, tanini i minerali (Kumar i sur., 2011). Fenolni spojevi su najve¢im
dijelom zasluzni za antioksidativno djelovanje. Potiskivanje radikala iz mitohondrija i
antiproliferativni uc¢inak na stanice raka zadaca je klorofila koji takoder i moduliraju redoks
status, odnosno djeluju na balans izmedu oksidanasa (ili prooksidanasa) i antioksidanasa. Unos

karotenoida ucinkovito djeluje na smanjenje rizika od kroni¢nih bolesti u starosnoj dobi

(Raudone i sur., 2021).

2.3.1. Fenolni spojevi

Listovi pasjeqg trna su, u usporedbi s plodovima, puno veci izvor fenolnih spojeva, a 0sobito
hidroliziraju¢ih i kondenziranih tanina, triterpena i flavonoida (Ciesarova i sur., 2020). Glavnu
komponentu listova pasjeg trna ¢ine flavonoidi, od kojih su najzastupljeniji leukocijanidin,
katehin, flavonoli i tragovi flavanona. Od flavonola se najcesée mogu izolirati izoramnetin,
kvasin i kamelin (Ozturk i sur., 2018). Zbog svoje sposobnosti in vitro inhibicije pri ulasku
pseudotipiziranog virusa SARS-CoV-2 u stanice, spomenuti flavonol izoramnetin zadobio je
veliku znanstvenu pozornost u doba pandemije COVID-19. Rezultati pojedinih istrazivanja
upucuju na veliki potencijal materijala bogatih izoramnetinom za lije¢enje Covid-19 (Zhan i
sur., 2021). Za efektivan fizioloski ucinak flavonoida na stijenku krvnih Zila potrebno je
sudjelovanje vitamina C. Njihova aktivnost stabilizira vitamin C u tijelu i reducira njegovu
oksidaciju. Jos§ neke od povoljnih funkcija flavonoida na organizam, osim spomenute kontrole
ateroskleroze, jesu i snizavanje razine Kkolesterola, stvaranje eutireoidnog stanja, odnosno
uspostavljanje hormonalne ravnoteze kod hipertireoize te uklanjanje upala. Fenolne kiseline
kao S§to su galna, protokatehinska, p-kumarinska, ferulna, p-hidroksibenzojeva i elaginska
kiselina se, kako navode Zadernowski i sur. (2005), osim u listu, takoder mogu pronaci i u plodu
ili soku pasjeg trna (Ozturk i sur., 2018). Tigong i sur. (1991) tvrde da se flavonoidi u 100 g
zrakom osuSenog lista nalaze u rasponu od 319 do 2100 mg. Park i Joo (2021) listove pasjeg
trna ekstrahirali su razli¢itim koncentracijama etanola (0, 40, 80 i 100 %), a u dobivenim
ekstraktima ispitivali su sadrzaj ukupnih fenola, ukupnih flavonoida i askorbinske kiseline te
njihovo antioksidativno djelovanje. Ekstrakti dobiveni ekstrakcijom 40 i 80 %-tnim etanolom
(285,06 i 285,64 mg GAE g?) sadrzavali su visu koncentraciju ukupnih fenola od ekstrakata
dobivenih ekstrakcijom 0 i 100 %-tnim etanolom. Isti ti ekstrakti pokazali su bolju aktivnost
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uklanjanja radikala protiv DPPH, superoksida’, ABTS", ve¢u aktivnost uklanjanja nitrita (NO

) 1 veéu redukcijsku mo¢.

2.3.2. Pigmenti

Klorofil je zeleni biljni pigment odgovoran za odvijanje fotosinteze. Uloga klorofila u
fotosintezi jest apsorpcija i prijenos svjetlosne energije. Molekula klorofila sastavljena je od
Getiri pirolna prstena medusobno povezanih ugljikovim mostom. Cetiri prstena ¢ine porfirinski
prsten u Cijem se srediStu nalazi atom magnezija. U viS§im biljkama nalaze se dva kemijski
srodna oblika klorofila: klorofil a i klorofil b (slika 3). Klorofil a na drugom pirolnom prstenu
ima vezanu metilnu skupinu (-CHz), dok je u molekuli klorofila b na istom mjestu vezana
aldehidna skupina (-CHO) (Hrvatska enciklopedija, 2021a). U slucaju njihove razgradnje
dolazi do promjene boje, okusa ali i nutritivne vrijednosti biljke. Klorofil a i b razlikuju se i po

boji. Klorofil a je plavkastozelen, a klorofil b zutozelen (Rubinskiené i sur., 2015).

)
Klorofil a, R= :H3 i
/N

Klorofil b, R=CHO

Porfirinski prsten prikazan je

\
/ o >I'l
I /I\ =4 Il".
. N I
crvenom bojom j N \ (

Slika 3. Prikaz strukture molekula klorofila a i b (prema Anonymus 1, 1997)

Karotenoidi su zuti, narancasti 1 crveni pigmenti koji su posebice raSireni u
tamnozelenom lisnatom povréu i Zutonarancastom vocu i povréu. Smatra se da njihov uc¢inak
preventira karcinogenezu. Karoten (B-karoten, C4oHss) je jedan spoj iz te skupine koji se uz
klorofil najéeSce nalazi u zelenim biljkama, pa tako i u listu pasjeg trna (Hrvatska enciklopedija,
2021b).



U ve¢ prije spomenutom istrazivanju, Park i Joo (2021) takoder su odredili udio klorofila a
I b te njihov ukupni udio. Iz lista pasjeg trna razli¢itim je koncentracijama ekstrakcijskog
otapala etanola (0, 40, 80 i 100 %) ekstrahirano 7,77 — 30,65 g mL™ klorofila a, 4,96 — 49,20 g
mL? klorofila b te 12,74 — 77,58 g mL™ ukupnih klorofila. Raudone i sur. (2021) istraZili su
sadrzaj klorofila i karotenida u konvekcijski osusenim i liofiliziranim listovima pasjeg trna 10
razli¢itih zenskih sorti (Avgustinka, Botaniceskaja Liubitelskaja, Botaniceskaja, Hibrid
Percika, Julia, Nivelena, Otradnaja, Podarok Sadu, Trofimovskaja i VVorobjovskaja). Nacin
suSenja znacajno je utjecao na sadrzaj klorofila i karotenoida. U liofiliziranim je uzorcima
sadrzaj klorofila a bio 1,4 puta veci, dok je sadrzaj klorofila b bio 19 puta, a ukupnih klorofila
1,6 puta veéi u odnosu na konvekcijski osusene uzorke. Koncentracija klorofila razlikovala se
odnosu na klorofil a. Guan i sur. (2005) dokazali su da se povecanjem temperature susenja
smanjuje koncentracija klorofila u uzorcima. Sto se ti¢e karotenoida, njihova je koncentracija
znacajno varirala s obzirom na sortu, ali ovisno i o metodi suSenja. NajviSe vrijednosti
karotenoida nalazile su se u liofiliziranim uzorcima lista pet sorti (Avgustinka, Botaniceskaja,
Otradnaja, Julia i Nivelena). Ukupna koli¢ina karotenoida u osusenim listovima iznosila je
0,34+0,01 mg g*. Koli¢ine klorofila i karotenoida koje se nalaze u listu pasjeg trna usporedive
su s koli¢inama koje se nalaze u svakodnevno koriStenom vocu i povréu (Raudone i sur. 2021).
Repaji¢ i sur. (2020) koristili su ASE za izolaciju klorofila i karotenoida. Dokazali su statisticki
znaCajan utjecaj temperature, statickog vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije na
sadrzaj ispitivanih pigmenata. Prinos ukupnih klorofila i karotenoida porastao je 2 puta
porastom temperature. Ipak, najvisi prinos pojedinih klorofila i karotenoida postigao se pri
temperaturi od 80 °C, dok je daljnjim poviSenjem zabiljezen pad prinosa. Uzimajuci u obzir
staticko vrijeme ekstrakcije prinos svih pigmenata bio je najvisi pri statickom vremenu 10 min.
Bila je vidljiva i pozitivna korelacija s povecanjem broja ciklusa, odnosno, najvisi prinos
pigmenata postignut je s maksimalnim brojem ciklusa ekstrakcije. Konac¢no, najvisa vrijednost

ukupnih pigmenata dobivena je pri 110 °C, statiCkom vremenu 10 min i primjenom 4 ciklusa.

2.3.3. Ostali bioaktivni spojevi

Osim flavonoida, klorofila i karotenoida, u listovima pasjeg trna prisutni su i mnogi drugi
bioaktivni spojevi. Goncharova i Glushenkova (1996) u svom su znanstvenom istrazivanju
odredivale razne bioaktivne spojeve u listovima od dviju vrsti pasjeg trna. Navode kako se u

listovima nalaze znatne koli¢ine izoprenola, estera voska, a prisutni su i ugljikovodici,
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triterpenol esteri, sterol esteri, triterpenoli, masni alkoholi i steroli. U svojim prethodnim
istrazivanjima dokazale su prisutnost lipida i karotenoida te su prikazale ukupni sastav masnih
kiselina (Goncharova i Glushenkova, 1995a; Goncharova i Glushenkova 1995b; Goncharova i
Glushenkova 1993).

2.4, EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je tehnoloska operacija koja predstavlja potpuno ili djelomi¢no odjeljivanje
smjese tvari. Za uspjesno odjeljivanje, tvari moraju imati razli¢itu topljivost u razliitim
otapalima. Bioaktivne molekule razli¢ito su topljive u razli¢itim vrstama otapala te o sastavu
biljnog materijala ovisi odabir optimalnog otapala. Neka od najces¢e koristenih otapala jesu
metanol, etanol, aceton, etil acetat i njihove vodene otopine koje se smatraju najucinkovitijim
otapalima za izolaciju bioaktivnih molekula iz biljnih materijala. Etanol i vodene otopine
etanola koriste se u vecoj mjeri za industrijske potrebe s obzirom na metanol, kojeg
karakterizira toksi¢nost (Dragovi¢, 2020). Prisustvo 1 udio vode u organskoj fazi otapala, za
razliku od ¢istog etanola ili acetona, znacajno povecava proces difuzije i olakSava ekstrakciju
bioaktivnih molekula iz biljnog materijala (Mohammedelnour i sur., 2017). Vrsta otapala za
ekstrakciju bira se prema raznim kriterijima. Otapalo bi, po mogu¢nosti, trebalo biti Sto jeftinije,
pogodno za ponovnu upotrebu, dostupno u dovoljnim koli¢inama, nezapaljivo, neskodljivo za
tehniCara, a kasnije i konzumenta, da ne ugrozava okoli$ prilikom odlaganja, a najvaznije, da
zadovoljava kriterije tvari koja se zeli izdvojiti. Posljednje podrazumijeva polarnost (koja mora
biti jednaka kao §to je polarnost tvari), reaktivnost (otapalo se ne smije razgradivati niti reagirati
s tvari koja se izdvaja), to¢ka vrenja (koja treba biti Sto niza kako bi se otapalo lakse odvojilo
od izdvojene tvari), viskozitet (koji treba biti nizak kako bi otapalo lakse proslo kroz sloj krutih
Cestica) 1 stabilnost otapala (na toplinu, svjetlost i kisik) (Drmi¢ 1 Rezek Jambrak, 2010). Kako
bi se na kraju ekstrakcije izdvojila tvar u ¢istom obliku, provodi se kristalizacija ili otparavanje

otapala u kojem je Zeljena izdvojena tvar otopljena (Lianfu i Zelong, 2008).

Pri ekstrakeiji 1z ¢vrste tvari bitno je povecati povrSinu uzajamnog djelovanja medu fazama.
To se postize usitnjavanjem i homogenizacijom. Da bi se Zeljena tvar rasprsila u volumenu
otapala potrebno je da ta tvar, zajedno s otapalom u kojem se otopila, najprije prijede iz
namirnice (opéenito iz krute tvari) na njezinu povrsinu, nakon ¢ega se lako rasprsuje u otapalu.
Vrijeme ekstrakcije ovisi 0 nekoliko parametara: topljivost komponente u otapalu, temperatura
ekstrakcije, povrSina materijala izlozena otapalu, viskoznost otapala i volumni protok otapala.
Proces ekstrakcije ubrzava se povisenjem temperature, Sto potice brze otapanje tvari u otapalu
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i njezino brze difundiranje u volumen otapala. Bitno je, ipak, da temperatura ne bude previsoka
pri ¢emu bi moglo do¢i do ekstrakcije nepozeljnih tvari ili pak degradacije zeljene tvari. Brzi
volumni protok otapala omogucéuje smanjenje grani¢nog sloja izmedu koncentrirane otopine i
povrsine Cestica ¢ime se brzina ekstrakcije takoder povecava (Drmi¢ 1 Rezek Jambrak, 2010).
Dugim vremenom ekstrakcije 1 visokom temperaturom povecava se mogucnost oksidacije

fenola, ¢iji je prinos u dobivenom ekstraktu stoga znatno manji (Dai i Mumper, 2010).

Podjela tehnika ekstrakcije vrsi se na konvencionalne i napredne metode. U konvencionalne
metode spadaju destilacija (vodena, vodeno-parna i parna), maceracija, perkolacija, Soxhlet
ekstrakcija i hladno presanje. Konvencionalne metode karakteriziraju mnogi nedostaci kao $to
su degradacija bioaktivnih komponenti zbog visokih temperatura ili predugog trajanja
ekstrakcije, hidroliza ili oksidacija bioaktivnih molekula i velike potrebne koli¢ine otapala koje
se upotrebljava. Medutim, one se zbog jednostavnosti i uc¢inkovitosti i dalje najcesce koriste

(Dragovi¢, 2020).

U naprednim metodama ekstrakcije koriste se puno manje koli¢ine ekstrakcijskih otapala te
su takve metode ekoloski prihvatljivije u usporedbi s konvencionalnim metodama (Drosou i
sur., 2015). Primjenom naprednih metoda omogucuje se dobivanje visih ili sli¢nih
ekstrakcijskih prinosa u kra¢em vremenu. Razlog tome jest njihovo provodenje bez prisustva
svjetla i kisika (Nayak i sur., 2015). U ove metode ekstrakcije spadaju ekstrakcija
superkriti¢cnim fluidima (SFE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE), ekstrakcija

potpomognuta ultrazvukom (UAE) i ubrzana ekstrakcija otapalima (ASE) (Dragovic, 2020).

2.4.1. Ubrzana ekstrakcija otapalima

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (eng. Accelerated Solvent Extraction,
ASE) je tehnika brze ekstrakcije koja omogucuje dobivanje ekstrakata iz krutih i polukrutih
uzoraka uz malu potro$nju otapala (manje od 50 mL) i to u vrlo kratkom vremenu (manje od
20 min). Ova tehnika ekstrakcije potpuno je automatizirana, a prvi put je predstavljena 1995.
godine od strane americke tvrtke Dionex (Gan i sur., 1999). ASE je metoda koja omogucuje
izdvajanje Zeljenih spojeva pri temperaturama od 50 do 200 °C, ¢ime je ubrzana kinetika
ekstrakcije. Kako bi otapalo pri ovim visokim temperaturama ostalo u teku¢em stanju, ASE
iziskuje rad pri povisSenom tlaku (10-15 MPa). Visokim temperaturama i tlakom povecava se
ucinak samog procesa (Mottaleb i Sarker, 2012). Porastom temperature smanjuje se viskoznost

1 povrSinska napetost otapala, dok se istovremeno povecava topljivost uzorka, brzina difuzije 1
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transfer mase, a medumolekulske interakcije izmedu otopljenog analita 1 matriksa se znatno
smanjuju (Tandon i Rane, 2008). S obzirom da su neki bioaktivni spojevi termolabilni, a visoke
temperature mogu utjecati i na njihovu bioaktivnost, vazno je da se temperatura ekstrakcije
prethodno primjereno odredi. Pri visokim temperaturama mogu¢ je nastanak otrovnih ili
nezeljenih spojeva, odnosno mogu se odvijati neke nezeljene reakcije (Alvarez i Rivera, 2020).
Visoki tlak, osim $to omogucava da otapalo pri visokim temperaturama ostane u teku¢em
stanju, on pridonosi i brzem punjenju ekstrakcijske ¢elije otapalom te olakSava prodiranje

otapala u pore materijala koji se ekstrahira (Tandon i Rane, 2008).

Uzorak koji se podvrgava ASE trebao bi biti $to sitniji (manji od 1 mm). Finim
usitnjavanjem uzorka povecava se povrsina Cestica, a $to je povrsina veca, to je ekstrakcija brza.
Takav uzorak se, pomijeSan najéesée s dijatomejskom zemljom, puni u ¢elije od nehrdajuceg
celika u koje se prethodno stavio filter. Uloga dijatomejske zemlje, odnosno adsorbensa, jest da
apsorbira vlagu koja se eventualno nalazi u uzorku te sprjecava zacepljenje ¢elija pri koristenju
visokog tlaka. Napunjene ¢elije stavljaju se u rotiraju¢e utore, na ekranu se zadaju zeljeni
parametri nakon ¢ega se pokrecée proces ekstrakcije. Otapalo za ekstrakciju se pri zadanom tlaku
i temperaturi pumpa u uzorak koji se zagrijava u pec¢nici. Nakon tako provedene ekstrakcije
ekstrakt se filtrira i sakuplja u bocice, a ¢elije se ispiru i suse komprimiranim dusikom (Mottaleb

i Sarker, 2012). Shematski prikaz procesa ASE prikazan je na slici 4.

EKSTRAKCLIKA CELLA
%
»
OTAPALO
PECNICA

| BOCICA ZA PRIKUPLJANJE ‘

Slika 4. Shematski prikaz procesa ASE (prema Richter i sur., 1996)

Za ovu metodu ekstrakcije najcesce se koriste organska otapala razli¢itog polariteta (od

n-heksana do metanola), a samim postupkom smanjen je i negativan utjecaj para otapala na
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ljudsko zdravlje i okoli$ s obzirom da se ovom metodom upotreba otapala smanjuje ¢ak i do 90
% (Wang i Weller, 2006). Alvarez-Rivera i sur. (2020) tvrde da je smjesa vodene otopine
etanola (EtOH > 50 %), bilo zakiseljena ili ne, pogodno otapalo za ekstrakciju polifenola ASE

metodom.

S obzirom da ASE sustav ima mnogo viSe prednosti nego nedostataka, u posljednje se
vrijeme u velikoj mjeri odabire kao metoda ekstrakcije. Giergielewicz-Mozajska i sur. (2001)
pobrojali su prednosti i nedostatke ASE sustava u usporedbi s konvencionalnim metodama
ekstrakcije (tablica 1).

Tablica 1. Prednosti i nedostaci ASE sustava (prema Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001)

Prednosti - Jednostavnost koriStenja

- Jednostavna i brza priprema uzorka

- Brzo vrijeme ekstrakcije (oko 15 min)

- KoriStenje malih koli¢ina otapala (oko 15 —
25 mL)

- Sirok raspon otapala za ekstrakciju (osim
jakih kiselina i baza te otapala ¢ija je
temperatura samozapaljenja 40 — 200 °C)

- Otapala mogu biti Cista ili mjeSavina
otapala

- Termolabilni analiti mogu se lako
ekstrahirati zbog primjene visokog tlaka

- Visoka reproducibilnost ekstrakcijskih
parametara (temperatura, tlak, staticko
vrijeme, volumen ispiranja)

- U jednom ciklusu moze se ekstrahirati vise
uzoraka odjednom (ovisno o konfiguraciji
uredaja)

- Otapalo je potrebno otplinjavati samo ako
analit od interesa lako oksidira

Nedostaci - Cijena aparature je visoka

- Ekstrakcijske ¢elije nekih serija ekstraktora
sastoje se od mnogo dijelova §to postupak
pranja ¢ini kompliciranim

- Ekstrakcija opéenito nije selektivna

- Cesto potrebno pro¢is¢avanje ekstrakta
prije daljnjih analiza
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Michel i sur. (2012) su takoder, radi ve¢ dokazane zvani¢nosti i afirmiranosti ASE
metode, odabrali istu za svoja istrazivanja. Usporedili su prinose ukupnih fenola dobivenih
ekstrakcijom lista, stabljike, korijena i sjemena pasjeg trna koriste¢i dva otapala: etanol i etil
acetat. Prinos etanolnih ekstrakata bio je znatno vec¢i od prinosa etil acetatnih ekstrakata, $to
pripisuju selektivnosti ekstrakcije, odnosno, posto je etanol polarno otapalo, ono ekstrahira
Sirok raspon molekula ukljucujuéi Secer, glikozide i slabo polarne spojeve, dok je etil acetat
nepolarno otapalo koje prvenstveno ekstrahira hidrofobne spojeve poput aglikona i spojeve s
dugim ugljikovodi¢nim lancima. Optimiranjem parametara odredili su temperaturu 60 °C i tlak

100 bara kao uvjete ekstrakcije koji daju najvise prinose fenola.

Repaji¢ i sur. (2020) istrazili su u¢inak ASE kao zelene metode za dobivanje polifenola i
pigmenata iz lis¢a samonikle koprive. Usporedili su u¢inkovitost ASE s obzirom na UAE koja
se provodila 30 min pri 80 °C. ASE se provodila pri razli¢itoj temperaturi (20, 50, 801 110 °C),
statickom vremenu (5 1 10 min) i broju ciklusa (1-4). Ekstrakcijsko otapalo bio se 96 %- tni
etanol. Zakljuceno je da su optimalni uvjeti za postizanje najvecih prinosa ispitivanih spojeva
temperatura od 110 °C, staticko vrijeme 10 min i 3 ili 4 ciklusa. Isto tako dokazano je da se
koristenjem ASE metode u usporedbi s UAE postizu veéi prinosi ispitivanih spojeva i 60 %

veéi antioksidativni kapacitet.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom istrazivanju provedeno je ispitivanje utjecaja ekstrakcijskih uvjeta ASE
(temperature, statiCkog vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije) za izolaciju fenolnih
spojeva i pigmenata iz osuSenog lista pasjeg trna. U dobivenim ekstraktima

spektrofotometrijski su odredeni ukupni fenoli, pigmenti i antioksidacijski kapacitet.

3.1. MATERIJAL
3.1.1. List pasjeg trna

Kao materijal koristen je list pasjeg trna iz kultiviranog uzgoja u kontinentalnoj Hrvatskoj
(Hrvatsko zagorje) ubran tijekom 2020. godine. Nakon branja, uzorci svjezeg lista dopremljeni
su u laboratorij te pohranjeni pri -18 °C do postupka liofilizacije. Za potrebe liofilizacije uzorci
su pohranjeni 24 h pri -80 °C, nakon ¢ega je provedena liofilizacija pri -55 °C/24 h. Liofilizirani
listovi su zapakirani u polipropilenske vrecice, hermeticki zatvoreni te pohranjeni pri sobnoj
temperaturi do provodenja ASE. Neposredno prije estrakcije, liofilizirani uzorci lista su

usitnjeni pomocu elektriénog mlinca (Slika 5).

Slika 5. Usitnjeni uzorak lista pasjeg trna (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije i standardi
e Dijatomejska zemlja, 6/60 mesh, 26033 (Restek Corporation, Bellefonte, SAD)
e Etanol, 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)
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Etanol, 70 %-tni, odzraceni

Priprema: S obzirom na potrebni volumen 70 %-tnog etanola izracuna se potrebni
volumen 96 %-tnog etanola, a tikvica se zatim nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Destilirana voda

Folin-Ciocalteu reagens (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

Natrijev karbonat, anhidrid (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

Zasicena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina

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

Galna kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), 5 mg mL™*

Priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici te se pomocu 10 mL 96
%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u
datom volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich,
St. Louis, SAD), 2 mM

Priprema: odvaze se 0,0501 g Troloxa i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od
100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba)

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: otpipetira se 330 uL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Zeljezo (I1T)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20) (Gram-Mol)

Zeljezo (II1)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), 20 mM otopina

Priprema: odvaze se 0,541 g Zeljezo (III)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake s destiliranom vodom.

Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba)
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e Natrij-acetat trihidrat (CH3COONa x 3H20) (Kemika)

e Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3.6
Priprema: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasticnoj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u nju
se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom
do oznake.

e FRAP reagens
Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pomijesa se 20 mL acetatnog pufera (0,3
M), 2 mL TPTZ reagensa i 2 mL Zeljezo (III)-klorida u omjeru 10:1:1.

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

e Liofilizator, Alpha 1-4 LSCPlus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Njemacka)

e Analizator vlage (Ohaus MB25, Parsippany , New Jersey)

e ASE ekstraktor, ThermoScientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific,
Sunnyvale, SAD)

e Ultrazvuc¢na kupelj (Bandelin Sonorex Digitec DT 514, Bandelin electronic GmbH &
Co., Berlin, Njemacka)

e FElektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Rumily, Francuska)

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Vortex mijeSalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, Radnor,
SAD)

16



W

] .-
Slika 6. Ekstraktor ASE™ 350 (lijevo) i pripremljeni uzorci u ekstrakcijskim éelijama

(desno) (vlastita fotografija)

Pribor:

o Ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg celika (Thermo Scientific, 34 mL)
e Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
e Staklene boce za ekstrakciju (Thermo Scientific) (250 mL)

e Odmijerne tikvice (5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 1000 mL)

e Stakleni lijevci

e Plasti¢ne epruvete (Falcon) (50 mL)

e Plasti¢ne ladice za vaganje

e Spatula

e Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL)

e Menzure (100 mL, 500 mL)

e Mikropipete Eppendorf (100 pL, 1000 pL, 5 mL)

e Staklene epruvete, stalak za epruvete

e Staklene kivete
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3.2. METODE

3.2.1. ASE

Izolacija fenolnih spojeva i pigmenata iz lista pasjeg trna provedena je na uredaju ASE 35

OTM

(slika 6). Koristeno ekstrakcijsko otapalo bila je 70 %-tna vodena otopina etanola (70 %-tni

etanol), prethodno odzracena. U svrhu definiranja uvjeta ekstrakcije pri kojima se postizu

najvisi prinosi fenolnih spojeva i pigmenata varirani su parametri ekstrakcije: temperatura (80,

100 1 120 °C), staticko vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) te broj ciklusa ekstrakcije (1,213

ciklusa) ¢ime je ukupno dobiveno 27 ekstrakata (tablica 2).

Tablica 2. Plan pokusa

BROJ TEMPERATURA STATICKO BROJ
UZORKA (&9) VRIJEME (min) CIKLUSA
1 80 5 1
2 80 5 2
3 80 5 3
4 80 10 1
5 80 10 2
6 80 10 3
7 80 15 1
8 80 15 2
9 80 15 3
10 100 5 1
11 100 5 2
12 100 5 3
13 100 10 1
14 100 10 2
15 100 10 3
16 100 15 1
17 100 15 2
18 100 15 3
19 120 5 1
20 120 5 2
21 120 5 3
22 120 10 1
23 120 10 2
24 120 10 3
25 120 15 1
26 120 15 2
27 120 15 3
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Prije same ekstrakcije potrebno je na analitickoj vagi u plasti¢noj CaSici odvagati
140,001 g liofiliziranog i usitnjenog uzorka lista pasjeg trna. Na dno ekstrakcijske ¢elije od
nehrdajuéeg Celika postave se 2 celulozna filtera, a zatim se u Celiju prebaci izvagani uzorak
pomijeSan s pola mjerice dijatomejske zemlje, a gotovo cijeli volumen ¢elije nadopuni se
dijatomejskom zemljom. Celija se zatvori i zajedno sa staklenom bocom za ekstrakciju
postavlja na predvideno mjesto u ASE ektraktoru. Uz podeSavanje variranih parametara
(temperatura, staticko vrijeme ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije) fiksni uvjeti ekstrakcije bili
su: tlak 10,34 MPa, volumen ispiranja 30 % i vrijeme propuhivanja dusikom 30 s. Ekstrakt koji
je sakupljen u staklenu bocu (slika 7) kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL te
se tikvica nadopuni do oznake ekstrakcijskim otapalom. Pripremljeni ekstrakt prebaci se u
plasti¢nu epruvetu od 50 mL i do provodenja spektrofotometrijskih analiza skladisti pri +4 °C.
Detaljan prikaz pripreme i ekstrakcije uzorka prije provodenja spektrofotometrijskih analiza

prikazan je naslici 8.

Slika 7. Ekstrakt lista pasjeg trna skupljeni u staklenu ekstrakcijsku bocicu, prije razrjedivanja

ekstrakcijskim otapalom (vlastita fotografija)
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Slika 8. Shema pripreme i ekstrakcije uzorka prije provodenja spektrofotometrijskih analiza

3.2.2. Odredivanje suhe tvari

Suha tvar lista pasjeg trna odredena je pomocu analizatora vlage. Za odredivanje suhe tvari
uzeto je 2 g uzorka te postavljeno u posudicu analizatora pri ¢emu je potrebno da se uzorak
pravilno rasporedi po cijeloj povrsini posudice. Prethodno liofiliziran i usitnjen list pasjeg trna

sus$io se otprilike 30 min, a odredena suha tvar iznosila je 96,02 %.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom Kkoji je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline. Navedene kiseline se
pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima reduciraju u wolframov oksid i
molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodi se
u etanolnom ekstraktu uzorka, a plavo obojenje, ¢iji intenzitet je veéi ukoliko je u uzorku
prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa fenolnih spojeva, mjeri se

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Priprema uzoraka:

Za odredivanje ukupnih fenola ekstrakte lista pasjeg trna potrebno je razrijediti 10 puta

ekstrakcijskim otapalom.
Postupak odredivanja:

U 100 pL ekstrakta dodaje se redom 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane
vode te nakon 3 min 1 mL otopine natrijeva karbonata. Nakon mijesanja pomo¢u Vortex

mijeSalice pripremljeni uzorci se termostatiraju 25 min pri 50 °C, a zatim slijedi mjerenje
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apsorbancije pri valnoj duljini 765 nm. Slijepa proba priprema se na isti nacin, a umjesto

ekstrakta uzima se 100 pL 70 %-tnog etanola.
Izrada baZdarnog pravca:

Pripremljena otopina galne kiseline (5 mg L) razrjedi se destiliranom vodom u vise
razrjedenja: 50, 100, 150, 250 i 500 mg L*. Zatim se u staklenu epruvetu otpipetira 100 uL
galne kiseline odredene koncentracije te se redom dodaje 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa, 2
mL destilirane vode, a nakon 3 min 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Slijepa proba
umjesto galne kiseline sadrzi 100 uL destilirane vode. Pripremljeni uzorci se promijesaju
pomocu Vortexa i termostatiraju u vodenoj kupelji 25 min pri 50 °C. Nakon toga se pri valnoj
duljini od 765 nm mjeri apsorbancija, a iz izmjerenih vrijednosti se pomocu programa Microsoft
Excel crta bazdarni pravac. Na apscisu bazdarnog pravca nanose se koncentracije galne kiseline
(mg L), a na ordinatu se nanose izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Prema

dobivenoj jednadzbi pravca izracuna se koncentracija ukupnih fenola [1]:
Y =0,0035 - X (R?=0,9997) [1]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg L™?)
R? — koeficijent determinacije

Koncentracije ukupnih fenola izrazene su u mg GAE g suhe tvari (mg GAE gs.t.) kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje biljnih pigmenata

Princip odredivanja

Svaki fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim
maksimumom pri odredenim valnim duljinama. U skladu s koristenim ekstrakcijskim
otapalom, spektrofotometrijsko mjerenje apsorbancije ekstrakata provodi se pri valnim
duljinama 470; 648,6 i 664,1 (Lichtenthalen i Buschmann, 2001).
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Priprema uzoraka

Prije mjerenja apsorbancije uzorke lista pasjeg trna potrebno je razrijediti 10 puta

ekstrakcijskim otapalom.

Postupak odredivanja

U skladu s koriStenim ekstrakcijskim otapalom (etanol), kvantitativno odredivanje
biljnih pigmenata provodi se spektrofotometrijski pri valnim duljinama 648,6 nm za klorofil a
1 664,1 nm za Kklorofil b. Za slijepu probu sluzi 70 %-tni etanol, otapalo koje je koristeno za
ekstrakciju. Od apsorbancije uzoraka oduzima se apsorbancija slijepe probe, a dobivena

vrijednost sluzi za izraCunavanje kona¢nog rezultata.

Za izraCunavanje udjela klorofila a i b sluZze sljedeé¢e jednadzbe (Lichtenthaler i

Buschmann, 2001) [2, 3].
Ca (ug mL™1) = 13,36 - Agea1 — 5,19 - Assss [2]
Co (ng mL™Y) = 27,43 - Asgs— 8,12 - Acear [3]
gdje je:
A = apsorbancija
ca = klorofil a
Co = klorofil b

Koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih klorofila izrazene su u mg g s.t. kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip odredivanja

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom temelji se na reakciji
redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje
plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm
(Shortle i sur., 2014). FRAP metoda temelji se na prijenosu elektrona pri ¢emu antioksidansi
doniraju elektron slobodnim radikalima, metalima i karbonilnim spojevima. Navedena reakcija

popracena je smanjenjem intenziteta obojenja koji je izravno proporcionalan koncentraciji
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antioksidansa. Vrijednosti dobivene FRAP metodom naj¢eS¢e se izrazavaju preko FeSOa,

askorbinske kiseline ili trolox ekvivalenta (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996).
Priprema uzoraka
Ekstrakti lista pasjeg trna prije analize razrijedeni su 40 puta.
Postupak odredivanja

Za mjerenje apsorbancije uzoraka u svrhu odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
potrebno je u epruvete otpipetirati redom 240 pL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 uL
FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci se pomoc¢u Vortex mijeSalice promijeSaju i termostatiraju
5 min pri 37 °C. U slijepu probu dodaje se sve osim uzorka umjesto kojeg se uzima
ekstrakcijsko otapalo, 70 %-tni etanol. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca u 96 %-tnom etanolu se otopi 0,0501 g Troloxa u odmjernoj
tikvici od 100 mL te se tikvica nadopuni do oznake. Na taj nacin dobije se 2 mM otopina
Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) od koje se u odmjernim
tikvicama (10 mL) rade razrjedenja na sljedeci nacin: u tikvice se redom otpipetira 0,125; 0,5;
0,625; 1,25; 2,5 i 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa, a tikvice se zatim nadopunjavaju
96 %-tnim etanolom do oznake. Koncentracije Troloxa u tako dobivenim otopinama iznose 25,
100, 125, 250, 500 i 1000 umol L. Nakon toga se u staklene epruvete otpipetira 240 pL
destilirane vode, 80 uL otopine Troloxa odredene koncentracije i 2080 uL FRAP reagensa.
Pripremljeni uzorci se pomocu Vortex mijeSalice izmjeSaju, a zatim se termostatiraju pri 37 °C.
Slijepa proba sadrzi sve osim otopine Troloxa, umjesto koje se dodaje 80 uL 96 %-tnog etanola.
Slijedi mjerenje apsorbancije pri 593 nm. Iz dobivenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac
pomocu programa Microsoft Excel, gdje su na apscisi oznacene koncentracije Troloxa (umol
L), dok se na ordinati nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm. Dobivena

jednadzba pravca sluzi za izracunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka [4]:

Y =0,0013 - X (R?=0,9995) [4]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm

X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol L)
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R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u pmol TE g s.t. kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.6. Obrada podataka

Eksperiment je dizajniran kao puni faktorijalni dizajn, a za statisti¢ku analizu primijenjena
je multifaktorska analiza varijance uz Tukey HSD test. Statisticki znacajna razlika razmatrana
je na razini p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti). Eksperimentalni dizajn pokusa i statisticka
obrada podataka provedeni su u programskom sustavu Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa,
SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
Cilj ovog rada bio je odrediti optimalne uvjete ASE (temperatura, staticko vrijeme
ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije) za izolaciju fenolnih spojeva i klorofila iz osusenog lista

pasjeg trna. Koristeno otapalo bio je 70 %-tni etanol.

Varirani parametri ekstrakcije bili su temperatura 80, 100 i 120 °C, stati¢ko vrijeme
ekstrakcije 5, 10 i 15 min te broj ciklusa 1, 2 i 3. U dobivenim ekstraktima je
spektrofotometrijskim analizama odreden udio ukupnih fenola, klorofila a i b te ukupnih

klorofila. Takoder, odreden je i antioksidacijski kapacitet.

Rezultati su prikazani graficki (slike 9, 10, 11, 12 i 13) kao srednja vrijednost dvaju
paralelnih mjerenja + standardna devijacija. Napravljena je i statisticka analiza ¢iji su rezultati

prikazani u tablici 3 kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

41. UDIO UKUPNIH FENOLA

Naslici 9 prikazane su vrijednosti udjela ukupnih fenola odredene u ekstraktima lista pasjeg

trna dobivenih primjenom ASE.

VRIJEME (min)
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Slika 9. Udio ukupnih fenola u ekstraktima lista pasjeg trna dobivenih primjenom ASE
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Koncentracija ukupnih fenola u listu pasjeg trna odredena je u rasponu od 69,05 do
109,18 mg GAE g s.t. To¢nije, u uzorku koji je ekstrahiran pri 100 °C, statickom vremenu 5
min i uz primjenu 1 ciklusa odreden je najnizi udio ukupnih fenola, dok je najvisi udio odreden
u ekstraktu dobivenom pri 120 °C, statickom vremenu 15 min, uz primjenu 3 ciklusa (slika 9).

Prosje¢na vrijednost ukupnih fenola svih uzoraka iznosila je 93,47 mg GAE g s.t. (tablica 3).

Michel i sur. (2012) odredivali su udio ukupnih fenola u listu pasjeg trna iz rasadnika
PLANFOR u Francuskoj. Ekstrakcijska tehnika bila je ASE (tvrtka Dionex, Voisins le
Bretonneux, France), koja se provodila pod tlakom od 100 bara pri temperaturi od 60 °C,
koristec¢i 5 ciklusa i 5 min statickog vremena, dok je volumen ispiranja bio 70 %, a vrijeme
propuhivanja duSikom 100 s. Princip odredivanja ukupnih fenola takoder se temeljio na
kolornoj reakciji s Folin-Ciocalteu reagensom u etanolnom ekstraktu uzorka. Ovim je
postupkom odreden ukupni udio fenola u listovima pasjeg trna u vrijednosti od 65+14 mg GAE
gl s.t. Dobivena koncentracija ukupnih fenola niza je i od vrijednosti koje su u ovom
istrazivanju odredene u ekstraktima dobivenim pri 1 ciklusu ispiranja. Ukoliko se usporeduju
rezultati ovog istrazivanja Koji su dobiveni koriStenjem istog parametra (staticko vrijeme od 5
min), moze se zakljuciti da temperatura ekstrakcije, koja je bila niza u odnosu na temperature
primijenjene u ovom istrazivanju, znatno doprinosi u¢inkovitosti izolacije ukupnih fenola iako
je u spomenutoj literaturi koriSten vec¢i broj ciklusa. Temperatura je opcenito jedan od
najvaznijih ¢imbenika u procesu ekstrakcije ¢vrsto-tekuce. Topljivost polifenola pri visSim je
temperaturama veca, a to pokazuje i koeficijent prijenosa mase izmedu matriksa materijala i
ekstrakcijskog medija koji se povecava poviSenjem temperature. Medutim, predugo vrijeme
ekstrakcije na visokoj temperaturi moze dovesti do oksidacije polifenola ili pak moze

promijeniti njihovu konformaciju (Asofiei i sur., 2016).

Kumar i sur. (2011) odredili su koncentraciju ukupnih fenola u listu pasjeg trna koristeéi
maceraciju, Soxhlet ekstrakciju i subkriticnu vodenu ekstrakciju za izolaciju fenola. Za
odredivanje ukupnih fenola koristili su Folin — Ciocalteu metodu. U uzorcima u kojima je kao
metoda ekstrakcije provedena maceracija odredeno je 28,35+1,31 mg GAE g™ s.t. (20 - 30 °C).
Primjenom Soxhlet ekstrakcije izolirano je od 43,77+1,72 (30 °C) do 77,85+2,36 mg GAE g
s.t. (80 °C) ukupih fenola. Nadalje, vrijednost ukupnih fenola u uzorcima tretiranim
subkriticnom vodenom ekstrakcijom odredena je u rasponu od 76,07+2,41 mg GAE g s.t. (pri
100 °C) do 93,72+2,83 mg GAE g s.t. (pri 150 °C) 5to je ujedno i najvisa odredena vrijednost.
Pri viSoj temperaturi subkriticne vodene ekstrakcije (200 °C) vrijednost izoliranih ukupnih

fenola se smanjila, ¢emu je uzrok vjerojatno oksidacija fenola pri visokim temperaturama.
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Usporedujuci njihove rezultate s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju moze se zakljuciti
da je ASE mnogo ucinkovitija metoda ekstrakcije od svih triju ekstrakcija koje su provodili
Kumar i sur. (2011), posto su vrijednosti ukupnih fenola dobivene u ovom istrazivanju u vecéini
slucajeva znatno vece. Geografsko porijeklo biljke pasjeg trna i izbor ekstrakcijskog otapala

takoder mogu biti neki od ¢imbenika koji utjecu na dobivene vrijednosti ukupnih fenola.

4.2. UDIO KLOROFILA
Udjeli ukupnih klorofila odredeni u ekstraktima lista pasjeg trna dobiveni primjenom ASE

prikazani su na slici 10.
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Slika 10. Udio ukupnih klorofila u ekstraktima lista pasjeg trna dobivenih primjenom ASE

Udio ukupnih klorofila (klorofil a + Kklorofil b) u uzorcima lista pasjeg trna
ekstrahiranim pri razligitim uvjetima kreée se u rasponu od 0,58 do 2,32 mg g* s.t. Najniza
vrijednost odredena je u uzorku ekstrahiranom uz primjenu 120 °C, statiCkom vremenu 5 min i
1 ciklus, dok je najvisi udio izoliran iz uzorka koji je bio podvrgnut ekstrakciji pri 80 °C
statickom vremenu 10 min i 2 ciklusa (slika 10). Prosjecna vrijednost ukupnih klorofila svih

uzoraka iznosila je 0,87 mg g? s.t. (tablica 3).

Raudone i sur. (2021) usporedivali su udio ukupnih klorofila u listovima pasjeg trna

deset razlicitih Zenskih kultivara. Listovi su osu$eni na dva nacina, konvekcijski i liofilizacijom.
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Opcenito su dokazali da susenje liofilizacijom daje bolje vrijednosti parametara kvalitete boje,
sa svjetlijim, zivljim i zelenijim prahovima. Usporedujuc¢i samo vrijednosti ukupnih klorofila
odredene u prethodno liofiliziranim listovima pasjeg trna s vrijednostima dobivenim u ovom
istrazivanju, gdje su listovi takoder bili suSeni liofilizacijom, najvisi udio ukupnih klorofila
odreden je u 4 kultivara: Avgustinka (3,08+0,22 mg g* s.t.), Julia (2,97+0,21 mg g* s.t.),
Otradnaja (2,97+0,22 mg g s.t.) i Botaniceskaja (2,96+0,20 mg g* s.t.). Dobivene vrijednosti
nesto su vise od najvise vrijednosti dobivene u ovom istrazivanju. Ekstrakcija je u njihovom
istrazivanju provedena na nacin da je odredena koli¢ina uzorka prebac¢ena u keramicki tarionik
s tu¢kom, dodana je prikladna koli¢ina ultraciste vode te je tarionik bio prekriven aluminijskom
folijom 2 min. Rehidratiziranom uzorku lista pasjeg trna dodano je 5 g Cistog kvarcnog pijeska
te je na taj nain uzorak usitnjen u tarioniku. Tako tretirani uzorak prebacen je u tikvicu s 80
%-tnom vodenom otopinom acetona, homogeniziran, centrifugiran, supernatant je odvojen i
odmah podvrgnut analizi. Dakle, u odnosu na ovo istrazivanje, koristili su drugu metodu
ekstrakcije 1 drugo otapalo, §to ujedno moze biti razlog dobivenim vi§im vrijednostima u
odnosu na vrijednosti dobivene u ovom istrazivanja. Osim otapala i metode ekstrakcije, razlog

moze biti i razli¢it kultivar biljke pasjeg trna te njezino porijeklo.

U istrazivanju koje su proveli Guan i sur. (2005) dokazano je da se povecanjem
temperature pri konvencionalnom susenju znac¢ajno smanjuje ukupna koncentracija klorofila u
listovima pasjeg trna. Vrijednosti koje su dobivene odredivanjem udjela klorofila u uzorcima
susenim pri 50, 60, 80 i 100 °C iznosile su 2,222+0,326; 1,493+0,054; 1,259+0,122 i
1,156+0,076 mg g s.t. Sve navedene vrijednosti nize su od najvise vrijednosti udjela ukupnih
klorofila dobivene u ovom istraZivanju, iz Cega se zakljucuje da je izbor metode suSenja od
znacajne vaznosti. Nadalje, nacin ekstrakcije takoder se razlikuje od onog koristenog u ovom
istrazivanju, $to isto tako moze biti uzrok razlikama u dobivenim rezultatima. Guan i sur. (2005)
ekstrakciju su proveli tako da su osusene usitnjene listove pasjeg trna homogenizirali s 80 %-
tnom otopinom acetona, acetonske ekstrakte su centrifugirali, a supernatant je razrijeden 10
puta 80 % -tnom vodenom otopinom acetona. Osim navedenog, izbor otapala takoder moze

utjecati na uspjesnost izolacije spojeva.

Slike 11 i 12 prikazuju graficki prikaz masenih udjela klorofila a i b u ekstraktima lista
pasjeg trna. Iz grafova se moze oditati da je udio klorofila a u ekstraktima lista pasjeg trna u
vecini slucajeva visi od udjela klorofila b. Jedina odstupanja, gdje je udio klorofila b visi od
udjela klorofila a, bila su u ekstraktima dobivenim pri 80 °C, statickom vremenu 10 min i 2

ciklusa te pri 100 °C, statickom vremenu 5 min i 1 ciklusu. Upravo je pri uvjetima prvog

28



navedenog odstupanja koli¢ina izoliranog klorofila a najniza (0,21 mg g s.t.), a klorofila b
najvisa (2,11 mg g s.t.). Najvisi udio klorofila a (0,76 mg g s.t.) izoliran je pri uvjetima od
80 °C, statickom vremenu 15 min i 3 ciklusa, a najnizi udio klorofilab (0,21 mg g*s.t.) izoliran
je pri 120 °C, statickom vremenu 5 min te 1 ciklusu. Prosje¢na vrijednost udjela klorofila a
izoliranog iz lista pasjeg trna iznosila je 0,51 mg g* s.t., dok je prosjeéna vrijednost udjela

klorofila b iznosila 0,36 mg g s.t.

Ono §to se moze zapaziti jest to da se najvisi udio klorofila a i b, odnosno ukupnih
klorofila uglavnom dobio ekstrakcijom pri najnizoj koristenoj temperaturi (80 °C). Veoma je
vazno, glede klorofila, definirati najvisu temperaturu koja omogucuje brzu ekstrakciju i visoke
prinose, ali bez da se naruse termolabilni pigmenti (Pasquet i sur. 2011) koji pri nesto viSim

temperaturama mogu lako izomerizirati ili se razgraditi (Plaza i sur., 2010).
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4.3.  ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET
Na slici 13 prikazane su vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredene u ekstraktima

lista pasjeg trna dobivenih primjenom ASE.
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Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredene su u rasponu od 778,26 do 1138,53
umol TE g? s.t. Najniza vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredena je u uzorku
ekstrahiranom pri 100 °C, statickom vremenu 5 min i 1 ciklusu, dok su uvjeti od 120 °C, stati¢ko
vrijeme 15 min i 3 ciklusa rezultirali najviSim antioksidacijskim kapacitetom (slika 13).
Prosje¢na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta svih uzoraka iznosila je 988,86 pmol TE g*

s.t.

U ve¢ spomenutom istrazivanju Michel 1 sur. (2012) vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta u etanolnom ekstraktu odredivala se takoder FRAP metodom kojom je dobivena
vrijednost 683,21 pmol TE g s.t. Ova vrijednost niza je i od najnize vrijednosti u ovom
istrazivanju iz ¢ega se moze zakljuciti da je veoma bitno odabrati pravilne uvjete pri kojima se
provodi ekstrakcija. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta dobivene u ovom istrazivanju
vjerojatno su vise zbog koristene viSe temperature ekstrakcije koja omoguéuje ucinkovitiju
izolaciju bioloski aktivnih spojeva koji imaju antioksidacijsko djelovanje. Uzrok moze biti i

porijeklo pasjeg trna.

U istrazivanju kojeg su proveli Kumar i sur. (2011) antioksidacijski kapacitet je iznosio
375,20 umol TE g s.t. (maceracija), u ekstraktima dobivenim Soxhlet ekstrakcijom odreden
je rasponu od 579,29 do 870,07 umol TE g s.t. dok je u ekstraktima dobivenim subkriti¢cnom
vodenom ekstrakcijom odreden u rasponu od 875,10 do 1106,44 pmol TE g* s.t. Odabir tehnike
ekstrakcije jedan je od najvaznijih faktora koji definiraju uspjeSnost ekstrakcije.
Antioksidacijski kapacitet u uzorku koji je prethodno maceriran znatno je nizi od svih
vrijednosti dobivenim u njihovom i u ovom istrazivanju. Uz prethodnu Soxhlet ekstrakciju
dobivene vrijednosti antioksidaijskog kapaciteta malo su vise, ali ipak nesto nize od vrijednosti
dobivenih u ovom istrazivanju. Subkritiéna vodena ekstrakcija dala je najviSe vrijednosti
antioksidaijskog kapaciteta, po ¢emu se moze zakljuciti da je ova tehnika najucinkovitija od
triju primjenjivanih tehnika ekstrakcije u istrazivanju Kumar i sur. (2011). S obzirom na
maceraciju i Soxhlet ekstrakciju, ASE se smatra ucinkovitijom tehnikom ekstrakcije, dok u
ovom sluc¢aju subkriti¢na vodena ekstrakcija i ASE daju ekstrakte veoma bliskih vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta.

Usporedujuci vrijednosti dobivene u istrazivanju Upadhyay i sur. (2010) vidljivo je da je
antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u njihovim uzorcima (458,191 612,97 pmol
TE g!s.t.) znatno nizi od vrijednosti dobivenih u ovom istrazivanju. Time se jo§ jednom
pokazalo da je ekstrakcijska metoda jedan od najvaznijih ¢imbenika na koje se kod odabira
treba obratiti paznja. U ovom slucaju ASE je kvantitativno omogucila puno ucinkovitiju
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ekstrakciju spojeva koji su zasluzni za antioksidacijsku aktivnost. Moze se zakljuciti da je ASE
mnogo ucinkovitija od ekstrakcije koje su koristili Upadhyay i sur. (2010) koji su vodene i
hidroalkoholne ekstrakte lista pasjeg trna dobili namakanjem praha suhih listova u vodenoj,
odnosno 70 %-tnoj otopini etanola, na sobnoj temperaturi kroz 24 h. Isti postupak ponovljen je
3 puta. Supernatanti su filtrirani, centrifugirani, etanol je uparen pomocu rotavapora pri 40 °C,
ekstrakti su liofilizirani i koristeni za daljnje analize. Osim FRAP metode, za odredivanje
antioksidacijskog apaciteta autori su koristili i DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) te ABTS

[2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] metode.
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44. UTJECAJUVJIETA ASE NA UDIO UKUPNIH FENOLA | KLOROFILA
TE ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Tablica 3 prikazuje rezultate statistiCke analize utjecaja parametara ASE na udio ukupnih
fenola i klorofila te antioksidacijski kapacitet u ekstraktima lista pasjeg trna dobivenih
primjenom ASE. Statisticka obrada podataka potvrdila je signifikantan utjecaj svih ispitivanih

parametara ASE ekstrakcije.

Tablica 3. Utjecaj parametara ASE na udio ukupnih fenola i klorofila te antioksidacijski
kapacitet lista pasjeg trna

Ukupni Ukupni Antioksidacijski
Parametri . - )
ekstrakcije fenoli klorofili kapacitet
(mg GAE g's.t.) (mg gls.t) (umol TE g's.t.)
Temperatura
p<0,01* p<0,01* p<0,01*
0
80 87,71+0,622 1,10+0,00° 980,03+7,61°
100 92,38+0,62° 0,84+0,00P 951,79+7,612
120 100,31+0,62° 0,67+0,00? 1034,76+7,61°
Staticko vrijeme * - -
(min) p<0,01 p<0,01 p<0,01
5 89,57+0,622 0,79+0,0072 947,97+7,612
10 94,34+0,62° 1,01+0,00° 995,78+7,61°
15 96,48+0,62° 0,82+0,00P 1022,84+7,61°¢
Broj ciklusa p<0,01* p<0,01* p<0,01*
1 87,86+0,62° 0,80:+0,00° 918,57+7,61°
2 93,37+0,62° 0,94+0,00° 995,66+7,61°
3 99,17+0,62° 0,88+0,00° 1052,36+7,61°
Prosjecna 93 47 0,87 988,86
vrijednost

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna pogreska.

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

medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.




4.4.1. Utjecaj uvjeta ASE na udio ukupnih fenola

Rezultati statisticke analize pokazali su da je temperatura imala statisti¢ki znacajan utjecaj
(p<0,01) na udio ukupnih fenola u ekstraktima lista pasjeg trna (tablica 3). Iz rezultata je
vidljivo da su najvisi udjeli ukupnih fenola izolirani pri 120 °C (prosje¢na vrijednost
100,31+0,62 mg GAE g s.t.), dok je pri 80 °C izoliran najnizi udio ukupnih fenola (prosje¢na
vrijednost 87,71+0,62 mg GAE g s.t.). Moze se primijetiti da je prinos ukupnih fenola izoliran
pri 120 °C visi za 13 % od prinosa pri 80 °C.

Dobiveni rezultati potvrduju tezu da se topljivost fenola povecava poviSenjem temperature.
Razlog tome je razaranje stanicnih stijenki biljaka uslijed povisenja temperature te posljedi¢no
tome olakSan prodor otapala kroz stani¢ne stijenke i omoguceno bolje otapanje fenola u
ekstrakcijskom otapalu. Samim time omogucen je bolji prijenos mase izmedu matriksa
materijala i ekstrakcijskog medija, odnosno koeficijent prijenosa mase je veéi (Asofiei i sur.,
2016).

Static¢ko vrijeme ekstrakcije takoder je imalo signifikantan utjecaj na udio ukupnih fenola u
ekstraktima lista pasjeg trna. Pri statickom vremenu od 5 min odredena je najniza prosje¢na
vrijednost udjela ukupnih fenola (89,57+0,62 mg GAE g s.t.), dok su pri vremenu od 10 i 15
min odredene signifikantno viSe prosjene vrijednosti udjela ukupnih fenola (94,34+0,62 i
96,48+0,62 mg GAE g s.t.). Prinosi udjela ukupnih fenola dobivenih pri statickom vremenu
101 15 min se medusobno nisu statisti¢ki razlikovali, a visi su za 5 do 7 % od prinosa dobivenog
pri statickom vremenu 5 min. Time se moze zakljuciti da je staticko vrijeme od 10 min dovoljno

da se postigne zadovoljavajuéi prinos ukupnih fenola.

Biesaga i Pyrzynska (2013) su dokazali da duzim vremenom ekstrakcije, uslijed ekstrakcije
oksidacijskih enzima i slobodnih radikala, dolazi do nepozeljne degradacije fenola obzirom da

oksidacijski enzimi i slobodni radikali reagiraju s ekstrahiranim fenolnim spojevima.

Osim temperature i vremena, ucinkovitost ASE ekstrakcije ovisi i o broju ciklusa ¢ije
poveéanje u ovom istrazivanju pozitivno utjeCe na ucinkovitost izolacije ukupnih fenola iz
listova pasjeg trna. Broj ciklusa ekstrakcije imao je statisticki znacajan utjecaj na udio ukupnih
fenola. U ekstrakciji uz primjenu 1 ciklusa prosjec¢na vrijednost udjela ukupnih fenola iznosila
je 87,86+0,62 mg GAE g? s.t., dok je uz primjenu 2 ciklusa odredena prosje¢na vrijednost
udjela ukupnih fenola od 93,37+0,62 mg GAE g* s.t. Najvisa prosjeéna vrijednost udjela
ukupnih fenola postignuta je u ekstrakciji uz 3 ciklusa (99,17+0,62 mg GAE g? s.t.) §to je za 6

% vise od primijenjena dva, odnosno za 11 % vise od primijenjenog jednog ciklusa.
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Sumiranjem rezultata statisticke analize vidljivo je da ekstrakcija pri 120 °C, 15 min i uz 3

ciklusa daje najvise prinose ukupnih fenola iz lista pasjeg trna.

4.4.2. Utjecaj uvjeta ASE na udio ukupnih klorofila

Rezultati statisticke analize pokazali su da su sva 3 ispitivana parametra ekstrakcije
(temperatura, statiCko vrijeme i broj ciklusa) imala signifikantan utjecaj na udio ukupnih
klorofila (tablica 3). Vezano za utjecaj temperature, ekstrakcija pri 80 °C rezultirala je najvisim
prinosom ukupnih klorofila (1,10+0,00 mg g s.t.) §to je za 24, odnosno 39 % vise od ukupnih
klorofila ekstrahiranih pri 100 i 120 °C. Ekstrakcijom pri 120 °C izoliran je najnizi prinos
ukupnih klorofila (0,67+0,00 mg g! s.t.).

Repaji¢ i sur. (2020) dokazali su da se prinos ukupnih klorofila i prinos ukupnih karotenoida
u listovima samonikle koprive udvostrucio porastom temperature. Ekstrakciju su provodili pri
20, 50, 80 i 110 °C. Medutim, kod nekih uzoraka bilo je odstupanja, gdje je najvisi prinos
zabiljezen pri 80 °C, dok se pri viSoj temperaturi prinos po¢eo smanjivati. Sli¢an trend se moze
primijetiti u ovom istrazivanju, gdje je optimalna temperatura pri kojoj je prinos ukupnih

klorofila bio najvisi bila 80 °C.

Pasquet i sur. (2011) takoder napominju vaznost pravilnog odabira temperature ekstrakcije.
Pozeljno je da zbog brze ekstrakcije s visokim prinosima temperatura bude $to visa, medutim
zbog mogucih oStecenja termolabilnih pigmenata na visokim temperaturama kljucno je odabrati

optimalnu temperaturu.

Prosjec¢ne vrijednosti udjela ukupnih klorofila koje su dobivene s obzirom na varijaciju
statickog vremena takoder se medusobno statisticki znac¢ajno razlikuju. Najvisa prosjecna
vrijednost iznosi 1,01+0,00 mg g s.t., a odnosi se na primjenu stati¢kog vremena 10 min. Ova
vrijednost je za 22, odnosno 19 % visa od prosjecnih vrijednosti za stati¢ko vrijeme 5 i 15 min
te se stoga moze zakljuCiti da je staticko vrijeme 10 min optimalno za postizanje

zadovoljavajuéeg prinosa ukupnih klorofila.

Ve¢ spomenuto istrazivanje Repaji¢ i sur. (2020), gdje je 10 min stati¢kog vremena takoder
rezultiralo najvisim prinosom ukupnih pigmenata, u skladu je s dobivenim rezultatima ovog

istrazivanja.
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Produljenjem vremena ekstrakcije ne povec¢ava se nuzno koncentracija pigmenata. Stovise,
produljenjem vremena ekstrakcije moze do¢i do degradacije pigmenata, a negativno se utjece i

na ekonomsku isplativost procesa ASE (Santos i sur., 2012).

Broj ciklusa ekstrakcije takoder je imao signifikantan utjecaj na udio ukupnih klorofila. U
ekstrakciji uz primjenu 1 ciklusa prosjecna vrijednost udjela ukupnih klorofila iznosila je
0,80+0,00 mg g s.t., uz primjenu 3 ciklusa odredena je prosje¢na vrijednost udjela ukupnih
klorofila od 0,88+0,00 mg g™ s.t., dok je najvi$a prosje¢na vrijednost udjela ukupnih klorofila
odredena u ekstrakciji uz 2 ciklusa (0,94+0,00 mg g s.t.) to je za 15 % vise od vrijednosti

dobivene uz 1 ciklus, odnosno 6 % uz primjenu 3 ciklusa.

S obzirom da je uz primjenu 2 ciklusa dobivena najvisa prosjecna vrijednost udjela ukupnih
klorofila, moze se zakljuciti da daljnje povecanje broja ciklusa nije potrebno. Sli¢an trend
zabiljezili su Taucher i sur. (2016) koji su provodili ekstrakciju karotenoida iz mikroalgi i
zakljucili da je prvim ciklusom ekstrahirano 99 % karotenoida te da provedba dodatnih ciklusa

ekstrakcije uvelike ne utjece na vece prinose karotenoida.

Medutim, suprotno rezultatima ovog istrazivanja, Repaji¢ i sur. (2020) dosli su do zakljucka

da je najvisi prinos pigmenata u ekstraktima listova koprive dobiven pri maksimalnom broju

ciklusa (4).

Sumiranjem dobivenih rezultata moze se utvrditi da je najvisi udio ukupnih klorofila

izoliran primjenom 80 °C, 10 min i uz 2 ciklusa (tablica 3).

4.4.3. Utjecaj uvjeta ASE na antioksidacijski kapacitet

Iz rezultata prikazanih u tablici 3 vidljivo je da temperatura ima statisticki znacajan utjecaj
na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta. Kod uzoraka koji su ekstrahirani pri 120 °C
odredena je najviSa prosjecna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (1034,76+7,61 umol TE
g s.t.). Najvisi udjeli ukupnih fenola takoder su izolirani pri 120 °C §to upuéuje na to da su

upravo fenoli glavni spojevi koji doprinose antioksidacijskoj aktivnosti.

Staticko vrijeme imalo je signifikantan utjecaj na antioksidacijski kapacitet, a dobivene
prosjecne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju
pri razli¢itim statickim vremenima. NajviSom prosjecnom vrijednos¢u antioksidacijskog
kapaciteta (1022,84+7,61 umol TE g* s.t.) karakterizirani su ekstrakti dobiveni uz stati¢ko

vrijeme 15 min te je ova vrijednost za 7, odnosno 3 % visa od vrijednosti dobivenih primjenom
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statickog vremena od 5 i 10 min. Prosjeéne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u
ekstraktima dobivenim uz staticko vrijeme od 5 i 10 min iznosile su 947,97+7,61 1 995,78+7,61
umol TE gt s.t. Jaime i sur. (2005) provodili su istrazivanje na mikroalgi Spirulina platensis te
su takoder ekstrakt najviSeg antioksidacijskog kapaciteta dobili pri viSoj temperaturi 1 duljim

vremenom ekstrakcije.

Osim temperature i statickog vremena, signifikantan utjecaj na antioksidacijski kapacitet
imao je i broj ciklusa. U ekstraktima uz primjenu 1 ciklusa dobivena je prosje¢na vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta 918,57+7,61 umol TE g? s.t., nesto via prosje¢na vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta karakterizirala je ekstrakte dobivene uz primjenu 2 ciklusa
(995,66+7,61 umol TE g s.t.), a najvisa prosje¢na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta
odnosi se na ekstrakte dobivene primjenom 3 ciklusa (1052,36+7,61 umol TE g s.t.), §to je za

13, odnosno 5 % vise od vrijednosti u ekstraktima dobivenim uz primjenu 1 ili 2 ciklusa.

Sumiranjem svega navedenog moze se zakljuciti da su najpovoljniji uvjeti koji rezultiraju
najvisim antioksidacijskim kapacitetom, temperatura 120 °C i staticko vrijeme 15 min uz 3

ciklusa ekstrakcije.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da su uvjeti koji omogucuju najvisi prinos fenola te najvisi
antioksidacijski kapacitet gotovo isti pa se moze zaklju¢iti da postoji korelacija izmedu
antioksidacijskog kapaciteta i udjela fenola, §to upucuje na to da su glavni doprinosi
antioksidacijskoj aktivnosti upravo fenoli. Isti su zakljucak donijeli i Korekar i sur. (2011) koji

su provodili ekstrakciju ploda, sjemena, listova i stabljike pasjeg trna razli¢itim otapalima.

Repaji¢ i sur. (2020) su antioksidacijski kapacitet mjerili ORAC metodom (eng. Oxygen
Radical Absorbance Capacity). Kao optimalne parametre za dobivanje ekstrakata listova
samonikle koprive s najvisim vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta odredili su
temperaturu od 80 °C, stati¢ko vrijeme 10 min i 4 ciklusa, $to je (izuzev ciklusa) niza

temperatura i krace vrijeme ekstrakcije u usporedbi s rezultatima ovog istrazivanja.

Sukladno ovom istrazivanju, Hossain i sur. (2011) su kao optimalnu temperaturu za
dobivanje ekstrakata ruzmarina, mazurana i origana s najvisim antioksidacijskim kapacitetom
odredili 129 °C. Na visim temperaturama zabiljeZzen je pad vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta. Potvrduju ve¢ dokazanu ¢injenicu da se topljivost mnogih spojeva, pa tako i onih
odgovornih za antioksidacijski kapacitet, povecava povisenjem do odredene temperature,
nakon Cega slijedi degradacija tih istih spojeva. Povisenjem temperature veca je i brzina difuzije

spojeva, $to posljedi¢no rezultira njihovom boljom ekstrakcijom. Navode da ASE tehnika nudi
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jedinstvenu mogucnost koristenja visoke temperature pri vrlo visokom tlaku, dok istovremeno
sprjeCava degradaciju ekstrahiranih spojeva kao posljedica povecanja stabilnosti kovalentnih

veza unutar molekula uslijed visokog tlaka.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja te provedene rasprave moze se zakljucditi sljedece:

1. Udio ukupnih fenola u liofiliziranom listu pasjeg trna odreden je u rasponu od 69,05 do
112,96 mg GAE g s.t., udio ukupnih klorofila od 0,58 do 2,36 mg g s.t., klorofila a
od 0,21 do 0,76 mg g s.t., klorofila b 0od 0,21 do 2,11 mg g s.t., dok je antioksidacijski
kapacitet odreden u rasponu od 766,72 do 1182,02 umol TE g?s.t.

2. List pasjeg trna koriSten u ovom istrazivanju sadrzi visi udio klorofila a (prosje¢na
vrijednost 0,51 mg g* s.t.) u odnosu na klorofil b (prosje¢na vrijednost 0,36 mg g s.t).

3. Utvrdeno je da je ASE uz koriStenje 70 %-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala
ucinkovita metoda za uspjesnu ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz liofiliziranog lista
pasjeg trna.

4. Sva tri ispitivana parametra ASE (temperatura, staticko vrijeme i broj ciklusa
ekstrakcije) imali su statisticki znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola, ukupnih
klorofila i antioksidacijski kapacitet u ekstraktima lista pasjeg trna.

5. ASE parametri pri kojima je izoliran najvisi udio ukupnih fenola bili su 120 °C, 10 min
i 3 ciklusa, dok je najvisa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredena u
ekstraktima dobivenim pri 120 °C, 15 min i 3 ciklusa ekstrakcije. Najvisi udio ukupnih
klorofila dobiven je pri 80 °C, 10 min i 2 ciklusa ekstrakcije.
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