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1. UVOD

Zanimanje farmaceutske i prehrambene industrije za aktivnim supstancijama iz biljaka u
svrhu prevencije i ljeCenja raznih bolesti koje utjeCu na ljudsko zdravlje ili kao prirodnog izvora
dodataka prehrani sve je vec¢e. Medu vazne bioloski aktivne spojeve koji se proucavaju pripadaju i
sekundarni biljni metaboliti a medu njima je i velika grupa polifenolnih spojeva. Pokazalo se da
njihova uloga nije samo u zastiti biljke ve¢ da sudjeluju i u obrambenim procesima kod oksida-
tivnog stresa u ljudskim i Zivotinjskim stanicama. To je razlog velikog interesa za polifenole 1

njihovu ekstrakciju iz biljaka,

Izdvajanje polifenola iz biljnog materijala vrsi se procesom ekstrakcije. Kako je proces
tradicionalne ekstrakcije ekonomski i ekoloski neprihvatljiv zbog dugog vremena provodenja
ekstrakcije i uporabe velikih koli¢ina otapala sve viSe se rabe nekonvencionalne metode ekstrakcije
medu koje pripada i ekstrakcija aktivirana mikrovalovima koja pripada u ,,zelene" procese. Proces
ekstrakcije potpomognut mikrovalovima kao ,, zeleni” proces pokazao je niz prednosti u odnosu
na tradicionalnu ekstrakciju poput znac¢ajnog ubrzanja procesa, ustede energije 1 koli¢ine otapala,

te je na taj nacin postao ekonomski i ekoloski prihvatljiv proces zelene kemije.

Sparoga (Asparagus officinalis) je visegodi$nja biljka koja sadrzi brojne bioaktivne kompo-
nente od kojih su najvazniji polifenoli. U ovom radu je opisano dobivanje polifenolih ekstrakta iz
Sparoge. Cilj istraZivanja bio utvrditi utjecaj geografskog poloZaja ( uzorci Sparoge iz Rijeke, So-
lina 1 Svetog Ivana Zeline), ekstrakcijskog otapala (40%, 60%, 80% etanol), ekstrakcijskog
vremena 1 temeprature na ekstarkcijski kapacitet polifenola. Ukupna koli¢ina polifenola utvrdena

je spektrometrijski metodom s Folin-Ciocaletu reagnesom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Polifenoli

Uloga sekundarnih biljnih metabolita-polifenola u prevenciji od kroni¢nih bolesti istrazuje
se ve¢ niz godina (Lattanzio, V., i sur. 2008), (Pathak, D., Pathak, K., Singla, A.K. 1991) Pozitivni
ucinci biljnih polifenola na ljudsko zdravlje su povezani s njihovom in vitro antioksidativnom
(Burda, S., Olsezek, W. 2001), (Hollman, P.C.H., Arts, .C.W. 2000) antimutagenom i antimikrob-
nom aktivnosti (Quideau S. P., i sur. 2011). Takoder, objavljeni rezultati znanstvenih radova
snazno podrzavaju preventivno djelovanje biljnih polifenola kod razvoja razlicitih patoloskih
stanja: kardiovaskularnih bolesti i raka (Manach, C., Scalbert, A., i sur. 2005), (Havsteen, B.,
1983), (Dillard, C.J., Bruce German, J. 2000).

Bogati izvori polifenola su voce, povrée, cjelovite Zitarice, ¢aj, cokolada 1 vino. Poznato je
viSe od 8000 fenolnih strukutura te se oni klasificiraju prema izvoru, bioloskom putu i kemijskoj

strukturi (Tsao, R., Deng, Z. 2004).
U ovom radu razmotrit ¢e se klasifikacija polifenola prema kemijskoj strukturi:

Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su neflavonoidne komponente koje su podjeljene u dvije grupe: Derivati
benzojeve kiseline i1 derivati cimetne kiseline. Hidroksibenzojeve kiseline ukljucuju galnu, pro-
katehinsku, vanilinsku, siriginsku, p-hidroksibenzojevu kiselinu te se nalaze u maloj koncentraciji
u jestivim biljakma. U vecoj koncentraciji nalaze se u luku, crvenom vocu i radi¢u. Hidroksici-
metne kiseline ukljucuju p-kumaroilknu kiselinu, 3' —kaefoliknu kiselinu, 4'- kafeoilknu kiselinu,
oblici u kojima hidroksicimetne kiseline dolaze su glikolizirani esteri. Najzastupljenija hidroksici-
metna kiselina u vocu je kafeinska, dok se u zitaricama najce$ce nalazi ferulicna kiselina (Manach,

C., 1sur. 2004).
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Slika 1. Kemijska struktura a) hidroksibenzojeve i b) hidroksicimetne kiseline (D' Archivio, M. i
sur. 2007)

Flavonoidi

Flavonodi imaju C6-C3-C6 osnovnu kemijsku strukturu koju ¢ine dva benzenska prstena
povezana lancem od tri ugljikova atoma koji moze tvoriti zatvoreni piranski prsten. S obzirom na
oksidacijsko stanje sredi$njeg piranskog prstena flavonoidi se dijele na 6 podgrupa: flavonoli, fla-
voni,flavononi, flavanoli, anoticijani i izoflavini. Identificirano je vise od 4000 flavonoidnih
struktura, njihov broj je i ve¢i zbog primarnog supstituenta-hidroksilne grupe koji se moze zami-
jeniti glukozom, ramnozom, ksilozom, galaktozom ili arabinozom. Flavonoli imaju dvostruku vezu
izmedu C2 1 C3 atoma s hidroksilnom skupinom na C3 atomu. Glavni izvori flavonola su luk,
poriluk, brokula i borovnice. Caj i crno vino takoder sadrze zna¢ajnu koli¢inu flavonola. Flavoni
imaju dvostruku vezu izmedu C2 i C3 atoma. Znacajnije koli¢ine nalaze se u perSinu i celeru.
Flavononi su karakterizirani zasi¢enim lancem od tri ugljikova atoma 1 kisikovim atomom na C4
atomu. Uglavnom su glikolizirani disaharidom na C7 atomu. U vecoj koncentraciji se nalaze u
agrumima, no prisutni i su 1 u rajéici i nekom aromati¢nom bilju kao §to je metvica. izoflavini su
strukturno sli¢ni estrogenu te se mogu vezati na receptore estrogena stoga su klasificirani kao biljni
estrogeni. Glavni izvor izoflavina je soja. Antocijanini su u vodi topljivi pigmenti odgovorni za
crvenu, plavu i ljubicastu boju vecéine voca, povrca i cvjetova. Pojavljuju se kao glikolizirani oblici
aglikonskog antocijanidina. Flavanoli sadrZe zasi¢enu vezu koja se sastoji od tri ugljikova atoma
sa hidroksilnom skupinom na C3 atomu. Za razliku od ostalih flavonoida nisu glikolizirani u hrani,

a nalaze se u marelicama, treSnjama, ¢okoladi i ¢aju (Manach, C., i sur. 2004).



OH
Flavonols Flavones

OH 0 OH 0
Quercetin Apigenin
Flavanones Isoflavones

OH
HO 0 O HO l 0
5 ! U

Naringenin Daidzein

OH

OH OH
Flavanols

OH OH
Y e

Anthocyanins

HO O
OH
OH OH
Cyanidirn Catechins

Slika 2: kemijska struktura glavnih predstavnika flavonoida (D'Archivio, C. 1 sur. 2007)

Stilbeni

Stilbeni su manja grupa flavonoida koju karakterizira 1,2-difeniletilen okosnica. Ve¢ina stil-
bena koji potjecu iz biljaka su derivati trans resveratrola iako su pronadene i druge strukture u
biljkama. Resveratrol koji postoji u cis 1 trans obliku, uglavnom u glikoliziranom obliku, se pro-
izvodi u biljkama kao odgovor na infekciju patogenim organizmima ili stres. Nalazi se u viSe od

70 biljnih vrsta ukljucujuéi grozde, bobicasto voce 1 kikiriki. Znanstvena istrazivanja su pokazala
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ucinkovitost resveratrola u prevenciji i usporavanju progresije raznih bolesti kao $to su rak 1 kardi-

ovaskularne bolesti (Chong, J., 1 sur. 2009).
Lignani

Prekursori lignana su najvise pristuni u lanenim sjemenkama, ali se nalaze i u drugim
sjemenkama, nekom vocu i povréu. Ti prekoursori se pomocu bakterija koje se nalaze u ljudskom
probavnom sustavu pretvaraju u enterolignan, enterodiol 1 enterolakton. Enterolakton 1 enterodiol
mogu oponasati djelovanje estrogena te se zbog toga nazivaju fitoestrogeni (Higdon, J.V, Frei, B.

2003).

2.2. Divlja Sparoga

Sparoga (Aspargus officinalis L.) je viSegodiinja zeljasta biljka iz porodice $parogovki
(Aspargacae). Nativna je vrsta u Europi, zapadnoj Aziji i sjevernoj Africi, no uzgaja se Sirom svi-
jeta te je ekonomski vazan usjev. Sparoga se smatra vrlo vaznom namirnicom jer sadrzi veliku
koli¢inu bioaktivnih komponenta poput saponina, proteina, vlakana, ugljikohidrata i esencijalnih
ulja. Bitna bioaktivna komponenta u kemijskom sastvu Sparoge su flavonoidi. IstraZivanja su poka-
zala da je ukupna koli¢ina polifenola za 3-6 puta veca kod Sparoga koji se razvijaju na svijetlu
(Takacs-Hajos, M., Zsombik, L. 2015). Dokazano je da Sparoga ima najvece antioksidativno djelo-
vanje izmedu 43 istraZivane biljke (Tsushida, T., 1 sur. 1994). Antioksidativna aktivnost Sparoge
linearno se povecava s koli¢inom flavonoida veca je i od one u brokuli (Takacs-Hajos, M., Zsom-
bik, L. 2015). Prema literaturnim navodima klasi¢nom ekstrakcijom ukupna koli¢ina polifenola u
Sparogi iznosi 35 mg GAE/ 100 g (Takacs-Hajos,M., Zsombik, L. 2015). Koli¢ina bioaktivnih
komponenata u Sparogi ovisi o temperaturnim uvjetima rasta biljke, starosti biljke 1 vremenu berbe
(Pedisi¢, S., 1 sur. 2010). Na kvalitetu Sparoge osim bioaktivnih komponenata utje€e i koli¢ina
sulfata i nitrata. Kemijski sastav biljke ukljucuje i vitamine A, B1, C, E, minerale Mg, P, Ca, Fe,

te aminokiseline aspargin, arginin, tirozin.

Sparoga ima malo kalorija, nisku koli¢inu natrija i sadrzava vise glutationa nego ijedna druga

biljka. Glutation je protein koji potpomaze imunoloski sustav, smanjuje upale i ima povoljan


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Higdon%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12587987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frei%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12587987

u¢inak na kardiovaskularni sustav. Sparoga je snaZzan diuretik, poti¢e stani¢nu aktivnost u bubre-
zima te se koristi za lije¢enje urinarnih problema (El-Azizi, T., Shalaby, W., 2004). Koristi se kao
blagi sedativ, a njezino korijenje kao pomoc¢no sredtvo u lije¢enju tuberkuloze (Negi, J.S., 1 sur.
2010). Flavonoidi u Sparogi snizuju razinu kolesterola i inhibiraju razvitak raka (Takacs-Hajos, M.,

Zsombik, L. 2015).

1. 1l.paprat
Sparoge
Stahbljika
Lizce

Kruna Sparoge

s poippaljoimiei

I~ i kA

kaorijenjem
Cvijet fparoge
E. wvertikalni
prosjcl: ovijota
vertikalni

m

=1

presjek

siemena

iparoge
£, Flodnica

Slika 3: Morfologija Sparoge( Kurt Sanders online library)

2.3. Ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je postupak koji koristi energiju mikrovalova za
zagrijavanje otapala s uzorkom, u svrhu izdavajanja komponenti uzorka u otapalo (Eskilsson, C.S.,
Bjorklund, E. 2000). Mikrovalna energija se koristi za zagrijavanje polarnih otapala u kontaktu
s ¢vrstim uzorcima, smanjujuci vrijeme ekstrakcije 1 potro$nju otapala (Delazar, A., i sur. 2012).
Mikrovalovi zagrijavaju molekule dvostrukim mehanizmom dipolne rotacije 1 ionske kondukcije.
Mikrovalovi su neionizirajuéi elektromagnetski valovi smjesteni izmedu X-zraka i infracrvenog
zraCenja sa frekvencijom izmedu 300 MHz i 300 GHz tj valne duljine izmedu 1 mm i Im.
Mikrovalovi se sastoje od medusobno okomitog elektricnog i magnetskog polja koji osciliraju.
Fenomeni ionske kondukcije i dipolne rotacije odgovorni su za zagrijavanje molekule te najcesce
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djeluju simultano. Tonska kondukcija jest migracija iona pod utjecajem promjenjivog elektricnog
polja. Ako otopina pruza otpor migraciji iona dolazi do trenja te zagrijavanja iste otopine. Dipolna
rotacija oznacava pojavu prestrojavanja dipolnih iona u promjenjivom elektricnom polju (Eskils-
son, C.S., Bjorklund, E. 2000). Zagrijavanje biljnog materijala pomoc¢u mikrovalova uzrokuje is-
paravanje vode koja se nalazi unutar biljne stanice. Isparavanje stvara veliki pritisak na strani¢nu
stjenku biljke te dolazi do njenog puknuca i ispusStanja aktivnih sastojaka unutar stanice. Proces
mikrovalne ekstrakcije ovisi o svojstvima i volumenu otapala, snazi mikrovalova i temperaturi.
(Satyajit, D. i sur. 2010). Mikrovalni ekstraktori sadrze 4 glavne komponente: mikrovalni generator
koji sluzi kao izvor mikrovalova, vodi¢ valova, ekstrakcijska posuda i cirkulator. Koriste se dva
tipa mikrovalnih reaktora - otvoreni i zatvoreni sustav. Otvoreni sustavi su sigurniji jer rade pod
atmosferskim tlakom i reagensi se mogu dodati u bilo kojem trenutku ekstrakcije. Maksimalnu
temperaturu ekstrakcije odreduje vreliSte otapala. Za ekstrakcije gdje su potrebne visoke tempera-
ture 1 tlakovi koriste se zatvoreni sustavi koji su ujedno i precizniji. Izbor otapala ovisi o interakci-
jama izmedu analita i otapala, topljivosti analita i sposobnosti otapala da apsorbira mikrovalove.
Na prinos ekstrakcije utjecu i ektrakcijsko vrijeme, snaga mikrovalova i svojstva analita. Povecan-
jem ekstrakcijskog vremena povisti ¢e se prinos, no moze do¢i do degradacije tremolabilnih kom-

ponenti pa proces treba optimizirati.(Juki¢, M., i sur. 2005).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

Zaistrazivanje su korisSteni liofilizirani mljeveni uzorci Sparoga (Aspargus officinalis L.) iz okolice

Rijeke, Solina i Sv. Ivana Zeline.

3.1.1. Kemikalije
Sve koristene kemikalije bile su analiti¢ke Cistoce

e Destilirana voda

e 40% otopina etanola

e 60% otopina etanola

e 80% otopina etanola

¢ Folin-Ciocalteu reagens

e Zasi¢ena otopina NaxCO3
STANDARDI
e (Galna kiselina

Priprema standarda galne kiseline: u odmjernu tikvicu od 100 ml se otopi 500 mg galne kisleine u

10 ml 96% etamola, zatim se tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake.

3.1.2. Oprema
e Analiti¢ka vaga Kern ABT 220-Am
e Spektrofotometar ( UV UNICAM HELIOS B)
e Mikrovalni reaktor

e Labaratorijsko posude



3.2. METODE RADA

o Ekstrakcija polifenola provedena je primjenom mikrovalova (MAE).

e Odredivanje ukupnih polifenola provedeno je spektrofotometrijski

Priprema uzorka i ekstrakcija

U eksperimentalnom djelu istrazivanja pripremljeno je 36 uzoraka. KoriSteni su uzorci
Sparoge iz okolice Rijeke, Solina i Sv. Ivana Zeline ( za svako geografsko podrucje pripremljeno
je po 12 uzoraka). U 500 mg liofilizirane usitnjene Sparoge dodalo se 20 ml etanolne otopine. 12
uzoraka tretirano je 40% etanolom (4 uzorka iz Rijeke , 4 iz Solina, 4 iz Sv. Ivana Zeline), 12
uzoraka 60% etanolom i1 12 uzoraka s 80% etanolom. Na mikrovalnom reaktoru postavljeni su
sljede¢i parametri: vrijeme postizanja temperature, vrijeme ekstrakcije i vrijeme hladenja, temper-
atura ekstrakcije, snaga mijeSanja. Uzorci su ekstrahirani pri temperaturi od 50 °C i 65 °C u
vremenu ekstrakcije od 10 1 15 min. Nakon ekstrakcije ekstrakti su filtrirani preko naboranog filter

papira u odmjerne tikvice od 25 ml i nadopunjeni s odgovaraju¢im otapalom do oznake.

Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola je odreden spektrofotometrijski u vodenoj otopini uzorka.
Metoda se temelji na bojenoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens
je smjesa fosfovolframove i1 fosfomolibden kiseline, a pri oksidaciji fenolnih spojeva te kiseline se
reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni. Mjeri se nastali intenzitet

plavog obojenja pri valnoj duljini od 765 nm.

Izrada bazdarnog pravca

Iz pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 ml
tako da koncentracije galne kiseline iznose : 0,50, 1L00, 150, 250, 500 mg/L. iz svake tikvice se
otpipetira 250 puL uzorka u odmjerne tikvice volumena 25 mL te se odreduju ukupni polifenoli.
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Bazdarni pravac se nacrta programom Excel tako da se na apscisu nanesu vrijednosti koncentracije

galne kiseline (mg/L) , a na ordinatu apsorbancija pri 765 nm. Na temelju jednadzbe bazdarnog

pravca se izracuna koncentracija ukupnih fenola.

Tablica 1: dobivene vrijednosti izmjerenih apsorbancija

¢ (mg/L) A (765 nm)
50 0,204
100 0,366
150 0,541
250 0,868
500 1,632
1,8
1,6
1,4
1,2
E 1
E 0,8
<
0,6
0,4
0,2

Slika 4: bazdarni dijagram galne kiseline

Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema jednadzbi pravca y=0,0032x + 0,0564 gdje je

y-apsorbancija na 765 nm; x-koncentracija galne kiseline (mg/L); R? —koeficijent determinacije

100

200

y = 0,0032x + 0,0564

300
c(mg/L)

400

500

600
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Odredivanje ukupnih polifenola

U odmjernu tikvicu od 25 ml otpipetira se 250 uLL uzorka, 15 mL deonizirane vode i 1,25 mL
Folin-Ciocalteu reagensa koji je pomijeSan s destiliranom vodom u omjeru 1:2 neposredno prije
mjerenja. Nakon 3 minute dodaje se 3,75 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te se tikvice
nadopune odgovaraju¢im otapalom do oznake. Pripremljeni uzorci termostatiraju se u vodenoj
kupelji 30 min na 50°C. Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, no umjesto uzorka koristi se

250 pL deionizirane vode. Uzorci se ohlade i mjeri im se apsorbncija na valnoj duljini od 7654.
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4. REZULTATII RASPRAVA

U tablicama od 2 do 7 prikazani su rezultati koncentracije ukupnih polifenola odredenih
spektrofotometrijski nakon provedene ekstrakcije aktivirane mikrovalovima pri uvjetima

prethodno opisanima u eksperimentalnom dijelu rada.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih polifenola u
ekstraktima Sparoga u ovisnosti o primijenjenom otapalu i trajanju ekstrakcije, pri temperaturama
501 65°C 11 geografskom porijeklu Sparoga (okolica Rijeke -uzorak A, okolica Solina -uzorak B

i okolica Sv. Ivana Zeline - uzorak C) dobivenih primjenom MAE prikazani su na slikama 5-7.

Tablica 2: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja apsorbancije koncentracije ukupnih

polifenola (uzorak A) Sparoga iz okolice Rijeke

uzorak m (g) t (min) T (°C) ¢ EtOH (%) | apsorbancija

Al 0,504 10 50 40 0,163
A2 0,5 10 50 60 0,106
A3 0,502 10 50 80 0,202
A4 0,5 15 50 40 0,149
A5 0,501 15 50 60 0,166
A6 0,5 15 50 80 0,197
A7 0,502 10 65 40 0,172
A8 0,5 10 65 60 0,242
A9 0,5 10 65 80 0,208
Al10 0,5 15 65 40 0,182
All 0,501 15 65 60 0,259
Al2 0,5 15 65 80 0,198
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Tablica 3: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih polifenola u

ekstraktima Sparoga iz okolice Rijeke (uzorak A) (mg GAE/ 100 g) dobivenih primjenom MAE

Al 33,313 166,563 6,610 660,962
A2 15,500 77,500 3,100 310,000
A3 45,500 227,500 9,064 906,375
A4 28,938 144,688 5,788 578,750
AS 34,250 171,250 6,836 683,633
A6 43,938 219,688 8,788 878,750
A7 36,125 180,625 7,196 719,622
A8 58,000 290,000 11,600 1160,000
A9 47,375 236,875 9,475 947,500
Al10 39,250 196,250 7,850 785,00
All 63,313 316,563 12,637 1263,723
Al2 44,250 221,250 8,850 885,000
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Tablica 4: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja apsorbancije koncentracije ukupnih
polifenola (uzorak A) Sparoga iz okolice Solina

uzorak | m(g) | t (min) T(°0O) ¢ EtOH (%) | apsorbancija
B1 0,506 |10 50 40 0,265
B2 0,501 |10 50 60 0,269
B2 0,503 |10 50 80 0,289
B4 0,502 | 15 50 40 0,243
BS 0,503 |15 50 60 0,230
B6 0,503 |15 50 80 0,397
B7 0,5 10 65 40 0,207
B8 0,5 10 65 60 0,273
B9 0,5 10 65 80 0,223
B10 0,503 |15 65 40 0,190
B11 0,502 | 15 65 60 0,284
B12 0,503 |15 65 80 0,187

Tablica 5: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih polifenola u

ekstraktima Sparoga iz okolice Solina (uzorak B) (mg GAE/ 100 g) dobivenih primjenom MAE

ba‘idal:na koncentracija kon?.e- mg/100
uzo- | krivulja | (mg/L) * | tracija
rak [mg/1) razrijedenje | (mg/g) g
B1 65,188 325,938 12,883 1288,291
B2 66,438 332,188 13,261 1326,098
B2 72,688 363,438 14,451 1445,080
B4 58,313 291,563 11,616 1161,604
BS 54,250 271,250 10,785 1078,529
B6 106,438 | 532,188 21,161 2116,054
B7 47,063 235,313 9,413 941,250
B8 67,688 338,438 13,538 1353,750
B9 52,063 260,313 10,413 1041,250
B10 41,750 208,750 8,300 830,020
B11 71,125 355,625 14,168 1416,833
B12 40,813 204,063 8,114 811,382
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Tablica 6: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja apsorbancije koncentracije ukupnih
polifenola (uzorak C) Sparoge iz okolice Sv. Ivana Zeline

C1 0,500 | 10 50 40 0,146
C2 0,504 | 10 50 60 0,123
C3 0,500 | 10 50 80 0,169
C4 0,502 | 15 50 40 0,197
Cs 0,499 | 15 50 60 0,147
Ceé 0,500 | 15 50 80 0,276
Cc7 0,502 | 10 65 40 0,194
C8 0,498 | 10 65 60 0,241
c9 0,502 | 10 65 80 0,275
C10 0,500 | 15 65 40 0,177
C11 0,501 | 15 65 60 0,204
C12 0,501 | 15 65 80 0,189

Tablica 7: Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih polifenola u

ekstraktima Sparoga iz okolice Sv. Ivana Zeline (uzorak C) (mg GAE/ 100 g) dobivenih primjenom

MAE

C1 28,000 140,000 5,600 560,000
2 20,813 104,063 4,129 412,946
c3 35,188 175,938 7,038 703,750
c4 43,938 219,688 8,752 875,249
cs 28,313 141,563 5,674 567,385
C6 68,625 343,125 13,725 1372,500
c7 43,000 215,000 8,566 856,574
c8 57,688 288,438 11,584 1158,384
9 68,313 341,563 13,608 1360,807
C10 37,688 188,438 7,538 753,750
c11 46,125 230,625 9,207 920,659
C12 41,438 207,188 8,271 827,096
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Slika 5: graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih
polifenola u ekstraktima Sparoga iz okolice Rijeke (uzorak A) (mg GAE/ 100 g) dobivenih prim-

jenom MAE
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Slika 6: graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih
polifenola u ekstraktima Sparoga iz okolice Solina (uzorak B) (mg GAE/ 100 g) dobivenih prim-

jenom MAE
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Slika 7: graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukupnih
polifenola u ekstraktima Sparoga iz okolice Sv. Ivana Zeline (uzorak C) (mg GAE/ 100 g)

dobivenih primjenom MAE
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Na osnovi rezultata dobivenih spektrofotometrijskim odredivanjem koncetracije ukupnih
polifenola u ekstraktima Sparoge (4Asparagus officinalis) iz okolice Rijeke, Solina, Svetog Ivana

Zeline dobivenim primjenom ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima vidi se :

e iz uzorka Sparoge A (oklica Rijeke) je najviSe polifenola koncetracije 1263,722 mg/100 g
ektrahirano pri temperaturi od 65 °C, u vremenu trajanja 15 minuta i u 60% etanolu

e iz uzorka Sparoge B (Solin) je ekstrahirano najvise polifenola koncentracije 2116,054
mg/100 g pri temperaturi od 50°C, u vremenu trajanja 15 minuta i u 80% etanolu. Polifenoli
su termolabilni spojevi te mjerenjem koli¢ine polifenola ekstrahiranih na 65°C nisu postig-
nute tako visoke vrijednosti

e iz uzorka §paroge C (Sv. Ivan Zelina) je najvise polifenola koncentracije 1372,500 mg/100g

izolirano pri temperaturi od 50°C, u vremenskom trajanju od 15 minuta i u 80% etanolu

Usporedbom 40%, 60% 1 80% otopine etanola pri 50°C vidljivo je da je iz uzorka A u 80% otopini
etanola ekstrahirano najvise polifenola koncentracije 906,375 mg/100 g. 1z uzorka B je pri istoj
temperaturi ekstrahirano najviSe polifenola koncentracije 2116,054 mg/100g u 80% otopini
etanola. Iz uzorka C je najveéa koncetracija polifenola od 1372,500 mg/100 g u 80% otopini

etanola.

Ekstrakcijama potpomognutim mikrovalovima postignute su koncentracije ukupnih polifenola od
400 do 2116,054 mg GAE /100g koje su viSestruko vece od koncentracija navedenih u literaturnim
navodima (35 mg GAE/ 100 g (Takacs-Hajos,M., Zsombik, L. 2015). Rezultati literaturnih navoda
postignuti su u radu sa uzorcima svjeze Sparoge dok su se u naSem radu rabili liofilizirani uzorci
Sparoga koji sadrZze samo aktivnu suhu tvar pa su velike razlike u koncentraciji polifenola

razumljive.

Poznato je da svijetlost potice sintezu polifenola (Macheix, A. Fleuriet, 1990) Sto sugerira da biljke
s podrucja koja imaju viSe suncanih dana sadrze vecu koli¢inu polifenola. Ovo ispitivanje je doka-
zalo da najvecu koli¢inu polifenola sadrze Sparoge iz okolice Solina (uzorak B), koje su rasle na
vrlo toplom i sun¢anom podneblju §to je u skladu sa literaturnim navodima da ekoloski ¢imbenici

utjecu na koli¢inu polifenola u biljci.
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Slika 8: graficki prikaz usporedbe rezultata spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije ukup-

nih polifenola u ekstraktima Sparoga iz okolice Rijeke, Solinai Sv. Ivana Zeline.
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5. ZAKLJUCAK

= Na ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih polifenola primjenom MAE statis-
ticki najveci utjecaj ima odabir ekstrakcijskog otapala i temperature pri kojima

se provodi MAE.

= Zaizolaciju polifenolnih spojeva iz Sparoga u¢inkovitijim su se pokazali binarni

sustavi otapala s ve¢im udjelom etanola u ekstrakcijskom otapalu

= Postignut je visoki ekstrakcijski kapacitet izolacije polifenola uporabom svih
ekstrakcijskih otapala ve¢ nakon 10 minuta ekstrakcije.

= Najveca koncetracija ukupnih polifenola je ekstrahirana iz uzorka Sparoge iz
Solina koriste¢i 80%-tnu otopinu etanola, pri 50° C u vremenu trajanja 15
minuta u iznosu od 2116,054 mg/100 g.

= Ukupno izmjerena koli¢ina polifenola ukazuje na visoke antioksidativne vri-
jednosti Sparog

= Rezultati pokazuju da Sparoga iz okolice Solina sadrZi najvecu koncentraciju
polifenola u usporedbi s Sparogom iz Rijeke 1 Sv. Ivana Zeline $to se moZe pri-
pisati povoljnijim klimatskim uvjetima

= Ukupno izmjerena koli¢ina polifenola ukazuje na visoke antioksidativne vrijed-
nosti Sparoge
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