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1. UVOD

Lovor (Laurus nobilis L.) zimzeleno je grmoliko stablo karakteristicno za mediteransko podrucje
koje se od davnina koristi kao zacin, ali i u medicinske svrhe zbog svojih protuupalnih,
antioksidacijskih i antimikrobnih svojstava (Sayyah i sur., 2003). Lovor je bogat bioloski
aktivnim spojevima koji se vecim djelom nalaze u listu. Najveci postotak zastupljenosti Cine
fenolni spojevi, tocnije flavonoidi (kvercetin, luteolin, apigenin, kempferol, rutin i naringenin) i
fenolne kiseline (vanilinska, klorogenska i siringi¢na kiselina) (Karabegovi¢ i sur., 2014). Na
sastav i koncentraciju fenolnih spojeva lovora utjeCu brojni faktori kao Sto su metoda
ekstrakcije, vrsta i polarnost otapala, temperatura i vrijeme ekstrakcije, veli¢ina Cestica, omjer
volumena otapala i uzorka.

Cilj ovog istrazivanja bilo je spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva (ukupnih fenola,
flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola) u ekstraktima lista lovora koji su dobiveni
ekstrakcijom refluksiranjem primjenom razli¢itih kombinacija otapala. Ispitivan je utjecaj
upotrebe Cistih otapala (voda, etanol, metanol, aceton), binarne smjese otapala (etanol-voda,
metanol-voda, aceton-voda), te smjesa etanol-metanol-aceton i etanol-metanol-aceton-voda

na ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista lovora.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Opce karakteristike biljke i botanicka obiljezja

Biljke iz roda lovora su drvenaste, vazdazelene biljke koje rastu kao drvece ili grmovi. Listovi
su jednostavni, izmjenicno poredani, aromaticni zbog prisutnih Zlijezda s etericnim uljem. Biljke
su dvodomne, a cvjetovi aktinomorfni, jednospolni, s 4 Cetiri pri dnu medusobno sraslih listi¢a
perigona, 8-12 prasnika poredanih po Cetiri u dva ili tri kruga i jednim tu¢kom. Prasnice se
otvaraju s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta. Pri osnovici svih ili ve¢ine prasnika nalaze
se po dvije Zlijezde koje izluCuju nektar (medonosna vrsta). Plodnica tucka je nadrasla, s
jednim sjemenim zametkom. Plod je jednosjemena, kuglasta boba promjera 1-1,5 cm koja
dozrijeva u kasnu jesen (Grdini¢ i Kremer, 2009).

Lovor je viSegodisnji, vazdazeleni mediteranski grm ili srednje visoko stablo (10-15 m) s prsnim
promjerom debla do 60 cm. U mladosti je kora debela, glatka i siva, a kasnije hrapava i crna.
Listovi su zavojito rasporedeni, naizmjenicni, na kratkoj peteljci, jednostavni, bez palistica,
elipticni do duguljasti, Siljata ili usiljena vrha, cijela i Cesto valovita ruba, dugi 7-12 cm, Siroki
2,5-4,5 cm, korasti, s gornje strani tamnozeleni i sjajni, s donje strane zeleni bez sjaja, goli i

vrlo aromaticni (Grdinic¢ i Kremer, 2009).

ILLOVOR (Laurwus nobilis)

I. grandica s listpvin:x'a i s muskim cvjetovima, 2. grancica s listovima i plodovima,
3. mudki cvijet (2 x), 4. Zenski cvijet (2 x), 5. plod (nar. vel.)

Slika 1. Detaljni prikaz nadzemnog dijela biljke (foto: S. Maslo, Flora Croatica baza podataka)



Okus listova je pomalo opor, gorak i ljut, @ miris jak i ugodan. Cvjetovi su jednospolni (biljke
su dvodomne: muski i zenski cvjetovi razvijaju se na razli¢itim stablima), sitni, zuc¢kasto bijeli,
Siroki oko 1 cm, s Cetiri listica perigona koji su pri dnu srasli, skupljeni u postrane pastitaste
cvatove, a razvijaju se od ozujka do svibnja. Muski cvjetovi imaju 8-12 prasnika rasporedenih
po Cetiri u dva ili tri kruga, a prasnice se otvaraju s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta.
Pri osnovici svih ili vecine prasnika nalaze se po dvije Zlijezde koje izluuju nektar. U Zzenskim
cvjetovima je jedan tucak i 2-4 zakrZljala prasnika. Iz zenskog se cvijeta razvija plod koji je
tamnoplava, jednosjemena, jajolika kostunica promjera 1-1,5 cm koja dozrijeva u kasnu jesen.
Mesnati dio ploda sadrzi etericno ulje. Listovi se beru u kasnu jesen, suse u hladu u tankom

sloju, u prozracnom i toplom prostoru oko mjesec dana (Grdinic¢ i Kremer, 2009).

Slika 2. Laurus nobilis L. (foto: S. Maslo, Flora Croatica baza podataka).



2.2. Kemijski sastav lovora

Lovorov list sadrzi 1-3% etericnog ulja s glavhom sastavnicom 1,8-cineolom (do 45%),
monoterpenolima (do 15% linalola, do 5% a-terpineola) te malom koli¢inom vrlo aktivnih
seskviterpenskih laktona (do 2% kostunolida, dehidrokostuslakton, artemorin, verlotorin,
santamarin i reynosin). U listu su prisutne i trjeslovine u velikom postotku te malo gorkih tvari.
Plod sadrzi 1% etericnog ulja, 30-40% masnih ulja te Secera i Skroba (Markovi¢, 2015).

List i plod lovora su bogati fenolnim spojevima, u najvecoj mjeri su prisutni flavonoidi i fenolne

kiseline (Karabegovic i sur., 2014).

2.3. Fenolni spojevi

Fenoli su jedna od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina biljnih tvari. U skupinu fenola ubraja
se viSe od 8000 spojeva razlicite kemijske strukture. Osnovna strukturna formula fenola je
konjugirani oblik benzenskog ili aromatskog prstena na koji je direktno vezana hidroksilna
skupina. Osnovno je obiljezje fenola prisutnost jedne ili viSe hidroksiliranih aromatskih
prstenova.

U prirodi se polifenoli uglavhom nalaze u konjugiranom obliku, tj. u obliku glikozida, s jednom
ili viSe Secernih jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine (premda postoje i oblici u kojima
su Secerne jedinice vezane izravno na aromatski ugljikov atom). Vezani Seceri mogu biti u
obliku monosaharida, disaharida pa Cak i oligosaharida,a najzastupljenija Secerna jedinica je
glukoza. Sederna komponenta moZe sadrzavati i mnoge druge Secere, poput galaktoze,
ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku kiselinu (Bravo, 1998).
Polifenolni spojevi se mogu podijeliti u razli¢ite grupe ovisno o broju fenolnih prstena koje
sadrze te na temelju strukturnih elemenata koji medusobno povezuju fenolne prstenove.
Glavne grupe spojeva su fenolne kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani (Cavalcanti i sur., 2013).

Podjela fenolnih spojeva prema broju ugljikovih atoma u molekuli :



Tablica 1. Podjela fenolnih spojeva (Balasundram i sur., 2006).

C6 e jednostavni fenoli
C6-C1 ¢ hidroksibenzojeve kiseline

C6-C2 e acetofenoni i fenilacetatne kiseline
C6-C3 e hidroksicimetne kiseline, fenilpropanoidi
Ce-C4 e naftokinoni

C6-C1-C6 ¢ ksantori

C6-C2-C6 e stilbeni i antrakinoni

C6-C3-C6 e flavonoidi, izoflavonoidi

e lignani i neolignani

e biflavonoidi

e lignin

e kondenzirani tanini

2.3.1. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani u
sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, liSCu i cvijecu. Velik broj ljekovitih biljaka sadrzava
flavonoide koji imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku aktivnost.

Osnovnu strukturu flavonoida Cini  difenilpropan (Ce¢-C3-Cs) odnosno  1-fenil-3-(2-
hidroksifenil)propanl-ol iz kojeg gubitkom vode i zatvaranjem C-prstena rezultira flavan od
kojeg se odvodi odredeni broj osnovnih struktura, flavanoni, flavan-3-oli (katehini), flavoni,
flavon-3-oli, antocijanidini i izoflavoni.

U samim biljkama flavonoidi djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao fotoreceptori te kao
agensi za privlacenje pozornosti, odbijanje od prehrane i za zastitu od UV zracenja (Harborne,
2000). Zastitna uloga flavonoida u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti
sparivanja (,hvatanja”) elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih kovina
(Fe**, Cu?*, Zn** i Mg®*) (Ferrali i sur., 1997), aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja

oksidaza (Boulila i sur., 2015). Razlike izmedu pojedinih flavonoidnih podgrupa proizlaze iz



varijacija u broju i rasporedu hidroksilnih skupina, kao i iz prirode i stupnja njihove alkilacije
i/ili glikozidacije (Kazazi¢, 2004).

2.3.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su Siroko rasprostranjeni biljni sekundarni metaboliti. Pripadaju skupini
polifenola s vise od 8000 prirodnih spojeva kojima je fenolna struktura, odnosno aromatski
prsten s najmanje jednom hidroksilnom skupinom, zajednicko svojstvo (Robbins, 2003).

Prema osnovnoj strukturi dijele se na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline.

R‘l R]

/ COOH

Rz COOH Rz

Ra
A B

Slika 3. Osnovne strukture hidroksibezojevih (A) i hidroksicimetnih (B) kiselina

Najzastupljeniji derivati hidroksibenzojeve kiseline su galna, protokatehinska, vanilinska,
siringinska, gentistinska i elaginska kiselina. Hidroksibenzojeve kiseline mogu nastati izravno
iz meduprodukata puta Sikiminske kiseline, no u biljkama i degradacijom derivata cimetne
kiseline (Murkovi¢, 2003).

Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su kafeinska, kumarinska, ferulicna i
sinapinska kiselina. Predstavljaju vazne gradevne jedinice mnogih drugih prirodnih spojeva te
Cesto dolaze u obliku specificnih estera, kao npr. klorogenska kiselina i ruzmarinska kiselina
(Ralph i sur.,1994; Russell i sur., 1999).

2.4. Metode ekstrakcije

Ekstrakcija fenolnih spojeva najCeSce se provodi klasicnim metodama ekstrakcije, koje
ukljucuju razna organska otapala. Metode ekstrakcije temelje se na mijeSanju uzorka s
prikladnim otapalom ili se uzorak mijeSa sa sustavom koji je sastavljen od dva ili viSe otapala
(Dai i Mumper, 2010). Za ekstrakciju raznih fenolnih spojeva koriste se razlicCite metode s

obzirom na velik broj razlicitih skupina polifenolnih spojeva s razli¢itom strukturom i svojstvima.
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Ne postoji jedinstvena metoda za ekstrakciju svih polifenolnih spojeva, ve¢ se odabire metoda
ovisno o Zeljenoj skupini polifenola ili pak o svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju (Pintad i
sur., 2017). Cimbenici koji utjeu na ekstrakciju su: otapalo, temperatura, omjer otapala i

otopljene tvari, veli¢ina Cestica te pH.

Kod odabira najpogodnijeg otapala treba uzeti u obzir polarnost polifenola te samog otapala.
NajceS¢e koriStena otapala pri ekstrakciji fenolnih spojeva iz biljnog materijala su alkoholi
(metanol, etanol i njihove vodene otopine), a zatim aceton i etil acetat. Za ekstrakciju fenolnih
kiselina prisutnih u netopljivom obliku (vezane, esteri ili glikozidni kompleksi) osim primjene
organskih otapala Cesto se primjenjuje i kiselinska/bazna) hidroliza. Dodatkom baze, kiseline
ili oboje dolazi do hidrolize i oslobadanja vezanih fenolnih kiselina, ali i do hidrolize nekih
nestabilnih spojeva kao Sto su ostaci Secera ili acilnih skupina (Rostagno i Prado, 2013).
Polifenoli manje molekulske mase kao Sto su fenolne kiseline, antocijani i flavanol monomeri i
oligomeri se bolje ekstrahiraju s metanolom, dok se flavonoli ve¢e molekulske mase bolje
ekstrahiraju u acetonu. Dokazano je da metanol, etanol te aceton u kombinaciji s vodom daju
vece priraste ukupnih fenola u usporedbi s etil acetatom. Takoder kombinacije ovih otapala s
vodom ekstrahiraju i veliku koli¢inu drugih polarnih spojeva te tako smanjuju ukupnu
koncentraciju fenolnih spojeva. Voda i etanol najéeS¢e su koristena otapala zbog svoje niske
toksicnosti i visokog ucinka ekstrakcije s moguénoséu podeSavanja polarnosti otapala
mijeSanjem etanola i vode u razli¢itim omjerima (Dai i Mumper, 2010., Spigno i DeFaveri,
2007).

Kod ekstrakcije trebamo uzeti u obzir utjecaj temperature i vrijeme trajanja. Suprotno opéem
utjecaju povecanja temperature i trajanja reakcije na povecanije topljivosti tvari, kod polifenola
dolazi do degradacije i odvijanja nepozeljnih reakcija kao Sto je enzimska oksidacija (Upadhyay
i sur., 2012). Povecanje omjera otapala i uzorka poti¢e ekstrakciju, ali pozeljno je odrediti
optimalni odnos kako bi se smanjilo zasi¢enje otopine polifenolima te utroSak otapala
(Khoddami i sur., 2013).

Vrijeme potrebno za ekstrakciju ovisi o topljivosti komponente u otapalu, temperaturi
ekstrakcije, povrsini namirnice izlozenom otapalu, viskoznosti otapala te volumnom protoku
otapala. Iz tih razloga, pogodno je provodenje ekstrakcije pri viSim temperaturama zbog
ubrzavanja procesa ekstrakcije, jer dolazi do povecanja brzine otapanja komponente, kao i

brzine difuzije komponente u volumen otapala (Spigno i De Faveri, 2007).



2.5. UV VIS spektrofotometrija

Spektrofotometrija je kvantitativno mjerenje refleksijskih ili transmisijskih svojstava nekog
materijala kao funkcija valne duljine. Spektrofotometrija moze mijeriti u vidljivoj svjetlosti, u
ultraljubi¢astom podrucju ili infracrvenom podrucju elektromagnetskog spektra.

UV/VIS spektroskopija se najcesce koristi za odredivanje koncentracija onih tvari koje
apsorbiraju ultraljubi¢asto (UV) ili vidljivo (VIS) elektromagnetsko zraenje na valnim
duljinama od 100-380 nm za UV i te 380—800 nm za VIS (Penner, 2010). Metoda se temelji
na propustanju zrake svijetlosti kroz uzorak i mjerenju intenziteta svjetla koje je proSlo kroz
uzorak te usporedivanju tog intenziteta s intenzitetom ulaznog svjetla. Funkcijski odnos

apsorbancije uzorka i njegove koncentracije daje Lambert-Beerov zakon:

A =log (Io/I) =€bc

gdje je A apsorbancija, Io intenzitet ulaznog svjetla, I intenzitet svjetla propustenog kroz
uzorak, € molarni apsorpcijski koeficijent, ¢ mnozinska koncentracija i b debljina sloja otopine.
Za mijerenje apsorbancije koristi se spektrofotometar, a sastoji od izvora svjetla,

monokromatora, zaslona za odabir valne duljine, kivete, detektora i procesora signala.

Slika 4. Spektrofotometar (vlastita fotografija)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal
Koristeni su listici lovora (Laurus nobilis L.), ubrani na podrucju Dalmacije (Pirovac) u kolovozu

2017. godine. Listici su osuseni te skladisteni, a neposredno prije provodenja analize i usitnjeni.

Slika 5. Usitnjeni lovor (vlastita fotografija)

3.2. Kemikalije

e Aceton (GRAM MOL; Hrvatska)

e Aluminijev klorid (ACROS ORGANICS ; USA)

e Etanol (KEFO; Slovenija)

e Folin —Ciocalteu reagens (GRAM MOL; Hrvatska)
e Galna kiselina (Merck KgaA; Njemacka)

e Kalijev acetat (ACROS ORGANICS; USA)

« Klorovodi¢na kiselina (Panreac; Spanjolska)

e Kvercetin (ACROS ORGANICS; USA)

e Metanol (J.T. Baker; Nizozemska)

e Natrijev karbonat (GRAM MOL,; Hrvatska)

e 3,4-dihydroxycinnamin acid, 99+%, predominantly trans (ACROS ORGANIC; USA)



3.3. Aparatura i pribor

e Analiticka vaga (A & D INSTRUMENTS LTD.; GR -200-EC; UK)
e Automatska pipeta volumena 40-200 pL (KemolLab, Hrvatska)
e Falcon kivete za Cuvanje uzorka, 50 mL

e Filter papir (Papir crna vrpca Munktell 125 mm/388, Filtrak; Germany)
e Graduirane pipeteod 1, 2, 5, 10 mL

e Menzure od 12, 20, 30 mL

e Odmijerne tikvice od 25, 50, 100, 1000 mL

e Liebigovo hladilo

e Propipete

e Spektrofotometar (PERKIN-ELMER; Lamba 1; U.S. Patent)

e Staklene Case

e Staklene epruvete

e Stakleni lijevci

e Vortex (Metron; Hrvatska)
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3.4. Metode rada

Iz suhog lista lovora su postupkom ekstrakcije refluksiranjem na temperaturi klju¢anja otapala
kroz 1 h dobiveni ekstrakti u kojima se potom spektrofotometrijski odredivao maseni udio

fenolnih spojeva (ukupni fenoli, flavonoidi, hidroksicimetne kiseline i flavonoli).

3.4.1. Ekstrakcija refluksiranjem

Ekstrakcija refluksiranjem provodi se zagrijavanjem uzorka (1 g usitnjenog lista lovora) s
otapalom (25 mL) u aparaturi s Liebigovim hladilom pri temperaturi klju¢anja otapala u
trajanju od 1h. KoriStena otapala za ekstrakciju su: voda, etanol (96%-tni), metanol (100%-
tni), aceton (100%-tni) te njihove kombinacije: etanol-voda (1:1), metanol-voda (1:1), aceton-
voda (1:1), etanol-metanol-voda (1:1:1) te etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1). Po
zavrSetku ekstrakcije sadrzaj tikvice se ohladi pod mlazom hladne vode te se dobiveni ekstrakt
profiltrira preko lijevka i filter papira (Papir crna vrpca Munktell 125 mm/388, Filtrak, Germany)
u odmjernu tikvicu od 25 mL, a nakon toga sadrzaj tikvice nadopuni se do oznake otapalom
koriStenim za ekstrakciju. Ekstrakt se prebaci u plasticnu kivetu, i ekstrakti se ¢uvaju na

hladnom i tamnom mjestu, pri temperaturi -18°C do provodenja analiza.

Slika 6. Ekstrakcija refluksiranjem (vlastita fotografija)
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3.4.2. Odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja

Metoda se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin—Chiocalteu reagensom, te mjerenjem
nastalog plavog obojenja pri 765 nm. Folin —Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdene kiseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se
reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plave boje. Redukcija ovih kiselina
odnosno tvorba relativno stabilnog plavog obojenog kompleksa bit ¢e intenzivnija Sto je
prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim spojevima.
Na,WO0./Na;Mo0, + Fenol ---> (fenol-MoW11040)*

Mo (VI) + e " ---> Mo (V)

Aparatura i pribor:

1. Spektrofotometar

2. Staklene kivete

3. Analiticka vaga

4. Pipete volumena 1, 2i 5 mL

5. Odmjerne tikvice volumena 25, 100 i 1000 mL
6. Vortex

Reagensi:

¢ Folin —Ciocalteu reagens (F.C. reagens)
FC reagens se razrijedi deioniziranom vodom u omjeru 1:2

e Zasicena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata se otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva

karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

Izrada baZdarnog pravca galne kiseline

Za pripremu baZzdarnog pravca pripremi se standardna otopina galne kiseline, masene
koncentracije 5 g/L. Od standardne otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 100 mL tako da koncentracije standardnih otopina galne kiseline iznose 50, 100,

150, 250, 500 mg/L. Otpipetira se redom 250 pL otopine standarda, 15 mL destilirane vode i
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1,25 mL FC reagensa u odmjernu tikvicu od 25 mL. Nakon 3 minute doda se 3,75 mL zasicene
otopine natrijevog karbonata. Uzorci se ostave stajati 2h u mraku. Nakon toga se mijeri
apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se
bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o masenoj koncentraciji galne kiseline (mg
LY.

Postupak odredivanja ukupnih fenola

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetira se redom 250 pL ekstrakta lovora (prethodno
razrijedenog) zatim se doda 15 mL deionizirane vode, 1,25 mL FC reagensa. Nakon 3 minute
doda se 3,75 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata. Sve skupa se promijeSa, a potom se
uzorci ostave 2h u mraku. Nakon toga se apsorbancija mjeri pri 765 nm. Maseni udjeli ukupnih

fenola izrazeni su kao ekvivalent galne kiseline mg GAE g suhog lista lovora.

3.4.3. Odredivanje ukupnih flavonoida
Odredivanje flavonoida provodi se spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na kolornoj
reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog

intenziteta obojenje pri 415 nm.

Aparatura i pribor

1. Spektrofotometar

2. Staklene epruvete

3. Pipete,volumena 1, 2i 5 mL
4. Analiticka vaga

5. Odmjerne tikvice volumena

Reagensi:

¢ Aluminije klorid,10%-tni
1 g aluminijevog klorida (aluminij-klorid-heksahidrat, p.a.) otopi se sa 5 mL destilirane
vode te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake
destiliranom vodom.

o Kalijev acetat, 1M
9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativno prenese u

odmjernu tikvicu 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
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Izrada baZdarnog pravca kvercetina

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se standardna otopina kvecetina, masene
koncentracije 100 mg/L. Od standardne otopine kvercetina rade se razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 10 mL tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose 10, 25, 50,
75, 100 mg/L. 1z svake tikvice se otpipetira redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-
tnog etanola , 0,1 ml 10 %-tnog aluminijevog klorida , 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL
destilirane vode. Na isti se nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100
%-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane
vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija
pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac

ovisnosti apsorbancije pri 415 nm o masenoj koncentraciji kvercetina (mg /L).

Postupak odredivanja ukupnih flavonoida

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL deionizirane vode.
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini
415 nm. Maseni udjeli ukupnih flavonoida izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g

suhog lista lovora.
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3.4.4. Odredivanje hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina i flavonola provodi se spektrofotometrijskom metodom
pri ¢emu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm za hidroksicimetne kiseline dok se

flavonoli odreduju na 360 nm.

Aparatura i pribor:

1. Spektrofotometar

2. Staklene epruvete

3. Analiticka vaga

4. Pipete volumena 1, 2i5mL

5. Odmjerne tikvice od 10 i 100 mL

Priprema otopina

¢ Koncentrirana klorovodicna kiselina, 37 %

e FEtanol, 96 %

o Klorovodicna otopina masene koncentracije 1 g/L HCI
0,227 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu tikvicu
od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake.

¢ Klorovodicna otopina masene koncentracije 2 g/L HCI
2,27 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu tikvicu od

500 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta lovora (prethodno razrijeden), 250
ML 1 g/L HCl u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Za odredivanje ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavanola, apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm. Na isti
nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju. Maseni
udjeli hidroksicimetnih kiselina izraZavaju se kao ekvivalent kafeinske kiseline (mg CAE g
suhog lista lovora). Maseni udjeli flavonola izrazavaju se kao ekvivalent kvercetina (mg QE g*!

suhog lista lovora).
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A) HIDROKSICIMETNE KISELINE

Izrada baZdarnog pravca kafeinska kiseline

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se standardna otopina kafeinske kiseline, masene
koncentracije 100 mg/L. Od te standardne otopine kafeinske kiseline rade se razrjedenja u
odmijernim tikvicama od 10 mL tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose
10, 25, 50, 66,7 i 100 mg/L. U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 JL otopine standarda,
250 pL 1 g/L HCl u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija
nacrta se bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 320 nm o masenoj koncentraciji kafeinske

kiseline (mg L1).

B) FLAVONOLI

Izrada bazdarnoq pravca kvercetina

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se standardna otopina kvercetina, masene
koncentracije 100 mg/L. Od standardne otopine kvercetina rade se razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 10 mL tako da koncentracije standardnih otopina kvercetina iznose 2, 5, 5, 10,
25, 50 i 100 mg/L. U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL otopine standarda ,250 pL
1 g/L HCl u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se

bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 360 nm o masenoj koncentraciji kvercetina (mgL™).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola,
flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola u pripremljenim ekstraktima suhog lista lovora
ekstrakcijom refluksiranjem pri temperaturi kljuCanja otapala kroz 1 h. Otapala kojima je
provedena ekstrakcija su: voda, etanol (96%), etanol-voda (1:1), aceton (100%), aceton-voda
(1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-metanol-aceton (1:1:1) i etanol-metanol-

aceton-voda (1:1:1:1).
4.1. Ukupni fenoli
Za odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima lista lovora prvo je bilo potrebno napraviti

bazdarni dijagram. Tablica 2. pokazuje vrijednosti masenih koncentracija galne kiseline u

ovisnosti o njihovim izmjerenim vrijednostima apsorbancija.

Tablica 2. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina galne kiseline i pripadajuce

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 765 nm.
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Slika 7. Bazdarni pravac galne kiseline

Tablica 3. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima lovora.

0,243 0,0438 35,1539 6,5825

0,344 0,0163 50,0812 2,7252
0,374 0,0042 54,5465 0,2209
0,330 0,0071 47,0161 0,6705
0,131 0,0085 18,4316 0,1939
0,316 0,0007 45,4485 0,9116
0,409 0,0092 59,8906 1,5339
0,335 0,0042 48,6179 0,0322
0,408 0,0134 59,0372 1,3914

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima lista lovora prikazani
u Tablici 3. pokazuju da se rezultati kre¢u u rasponu od 18,43 do 59,89 mg GAE/g uzorka lista
lovora za 14 uzoraka ekstrahiranih s devet vrsta otapala.

Najvedi prinos ekstrahiranih fenolnih spojeva je zabiljezen kod otapala metanol-voda (59,89
mg GAE/g), dok je najmanja koli¢ina fenolnih spojeva ekstrahirana acetonom (18,43 mg
GAE/qg). Takoder, ekstrakcijom smjese ekstrakcijskih otapala (etanol-metanol-aceton-voda) su
ekstrahirani visoki maseni udjeli ukupnih fenola (59,04 mg GAE/g), dok primjenom otapala
etanola i etanol-metanol-aceton samo nesto nizi maseni udjeli ukupnih fenola (48,61 i 50,08
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mg GAE/q). Iz dobivenih rezultata masenih udjela ukupnih fenola uo¢avamo da se dodatkom
vode Cistim otapalima povecava maseni udio ukupnih fenolnih spojeva, to je najvise vidljivo
kod acetona kojem se dodatkom vode maseni udio ekstrahiranih fenolnih spojeva povecava s
18,43 na 47,02 mg GAE/g.

Kod sustava s cCetiri otapala (etanol-metanol-aceton-voda) takoder je vidljivo znacajno
povecanije ekstrakcijske moéi u odnosu na Cista otapala, ali ne viSe od binarnog sustava otapala

metanol-voda.

4.2. Ukupni flavonoidi

Za odredivanje nepoznate masene koncentracije flavonoida u ekstraktima lista lovora bilo je
potrebno izraditi bazdarni dijagram. Tablica 4. prikazuje vrijednosti masenih koncentracija
rutina s pripadajuéim izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden
bazdarni dijagram (Slika 8). Iz bazdarnog pravca izracunate su vrijednosti nepoznatih masenih
koncentracija, a potom i maseni udjeli ukupnih flavonoida u ekstrahiranim uzorcima (Tablica
5).

Tablica 4. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina kvercetina i pripadajuce

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 415 nm.
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Slika 8. Bazdarni pravac kvercetina

Tablica 5. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima lista

lovora dobivenih refluksiranjem.

OTAPALO A (415 nm) SD w(mg/g) SD
VODA 0,153 0,0035 17,0928 0,1188
ETANOL 0,289 0,0008 32,5536 0,2305
ETANOL-VODA 0,221 0,0052 24,9076 0,1817
ACETON-VODA 0,222 0,0030 24,4499 0,8724
ACETON 0,293 0,0079 31,9117 1,7319
METANOL 0,594 0,0047 66,1216 1,4744
METANOL-VODA 0,178 0,0091 20,1157 0,0637
ET/MET/ACE 0,545 0,0039 61,1233 0,7336
ET/MET/ACE/VOD 0,285 0,0085 31,9107 0,3001

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima lista lovora
prikazanih u Tablici 5. pokazuju da je najviSe ukupnih flavonoida ekstrahirano metanolom
(66,12 mg QE/g), a najmanja koli¢ina navedenih spojeva ekstrahirana je vodom (17,09 mg
QE/g). Metanol se pokazao kao najbolje otapalo za ekstrakciju ukupnih flavonoida. Uz metanol,
sustav s tri otapala etanol-metanol-aceton takoder je pokazao visoke masene udjele ukupnih

flavonoida 61,12 mg QE/g. Prilikom ekstrakcije flavonoida iz lista lovora moze se zakljuciti da
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vedi ekstrakcijski kapacitet je postignut primjenom Cistih otapala, dodatak vode u otapalo nije

doprinio povecanju ekstrakcijskog kapaciteta.

4.3. Ukupne hidroksicimetne kiseline i ukupni flavonoli

Za odredivanje masenih udjela hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima liS¢a lovora bilo je
potrebno izraditi bazdarni dijagram. Tablica 6. prikazuje vrijednosti masenih koncentracija
kafeinske kiseline s pripadaju¢im izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je
izraden bazdarni dijagram (Slika 9). Iz bazdarnog pravca izracunate su vrijednosti nepoznatih
masenih koncentracija, a potom i maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina u ekstrahiranim

uzorcima (Tablica 7).

Tablica 6. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina kafeinske kiseline i
pripadajucih vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 320

nm.
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Slika 9. Bazdarni pravac kafeinske kiseline

Tablica 7. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima

lista lovora.

OTAPALO A (320 nm) SD w(mg/L) SD

VODA 0,140 0,0141 8,0991 0,8741

ETANOL 0,523 0,1831 30,4286 10,4631
ETANOL-VODA 0,301 0,1195 17,5569 7,0997
ACETON-VODA 0,297 0,0064 16,8973 0,2404

ACETON 0,375 0,0106 21,0977 0,5479

METANOL 0,607 0,0453 35,0058 3,3876
METANOL-VODA 0,266 0,0834 15,5685 4,9303
ET/MET/ACE 0,586 0,0276 34,0012 2,0080
ET/MET/ACE/VOD 0,365 0,0255 21,1622 1,6743

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja hidroksicimetnih kiselina u uzorcima ekstrakta
lovora pokazuju raspon vrijednosti od 8,10 do 35,01 mg CAE/g. Najveéi maseni udio
hidroksicimetnih kiselina (35,01 mg CAE/g) dobiven je primjenom metanola kao otapala za
ekstrakciju refluksiranjem, dok je najmanja vrijednost (8,10 mg CAE/g) zabiljeZzena primjenom
vode kao otapala. Takoder, primjenom etanola (30,43 mg CAE/g) i smjese otapala etanol-
metanol-aceton (34,00 mg CAE/g) su ekstrahirani visoki maseni udjeli hidroksicimetnih
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kiselina. Dodatkom vode Ccistim otapalima nije se povecao ekstrakcijski kapacitet izolacije
hidroksicimetnih kiselina iz lista lovora. Primjenom acetona kao i vodene otopine acetona kao

ekstrakcijskog otapala dobiveni su niski maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina iz lista lovora.

Za odredivanje nepoznate masene koncentracije flavonola u ekstraktima liS¢a lovora bilo je
potrebno izraditi bazdarni dijagram. Tablica 8. prikazuje vrijednosti masenih koncentracija
kvercetina s pripadaju¢im izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden
bazdarni dijagram (Slika 10). Iz bazdarnog pravca izraunate su vrijednosti nepoznatih
masenih koncentracija, a potom i maseni udjeli flavonola u ekstrahiranim uzorcima (Tablica
9).

Tablica 8. Masene koncentracije individualnih standardnih otopina kvercetina i pripadajucih

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 360 nm.
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Slika 10. Bazdarni pravac kvercetina

Tablica 9. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonola u ekstraktima lista lovora

dobivenih refluksiranjem

OTAPALO A (360 nm) SD w(mg/g) SD
VODA 0,116 0,0120 14,5629 1,6163
ETANOL 0,405 0,1563 51,3350 19,4955
ETANOL-VODA 0,212 0,0813 26,9306 10,5359
ACETON-VODA 0,196 0,0050 24,2808 0,2518
ACETON 0,267 0,0085 32,7799 0,7380
METANOL 0,489 0,0368 61,4636 5,9872
METANOL-VODA 0,179 0,0516 22,7688 6,6533
ET/MET/ACE 0,447 0,0255 56,5402 2,5421
ET/MET/ACE/VOD 0,278 0,0240 35,1319 3,3673

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonola u ekstraktima lista lovora pokazuju kako
se vrijednosti za flavonole krecu od 14,56 do 61,46 mg QE/g, najbolje otapalo za ekstrakciju
refluksiranjem je metanol, dok je najmanji prinos kod uzoraka ekstrahiranih vodom.

Dodatak vode cistim otapalima nije utjecao na povecanje ekstrakcijske moéi otapala. Kao i
kod ekstrakcije ukupnih flavonoida, primjenom etanola (51,34 mg QE/g) te otapala etanol-

metanol-aceton (56,54 mg QE/g) su ekstrahirani visoki udjeli flavonola iz lista lovora.
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U provedenome istrazivanju ispitivan je utjecaj razliCitih otapala na ekstrakciju fenolnih spojeva
iz susenog lista lovora (Laurus nobilis L.). Klasicna ekstrakcija refluksiranjem fenolnih spojeva
provedena je primjenom otapala razli¢ite polarnosti: voda, etanol (96%), etanol-voda (1:1),
aceton (100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-metanol-
aceton (1:1:1) i etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1). Opcenito, svi dobiveni ekstrakti lista
lovora bogat su izvor fenolnih spojeva, ali njihova koncentracija znacajno ovisi o polarnosti
otapala ali i o kemijskom sastavu uzorka. Takoder, prisustvo i udio vode u organskoj fazi
otapala ima znacajnu ulogu narocito kod ekstrakcije ukupnih fenolnih spojeva, jer voda
pojacava proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala.
Upotrebom vode uz alkoholnu otopinu doprinosi bubrenju biljnog materijala Sto doprinosi
jacem prodiranju otapala u biljni materijal (Rafiie i sur., 2011). Najvec¢i maseni udio ukupnih
fenola (59,89 mg GAE/g) dobiven je postupkom ekstrakcije refluksiranjem prilikom koristenja
vodene otopine metanola, dok najvec¢i maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina (66,12 mg
CAE/qg), flavonoida (35,01 mg QE/q) i flavonola (61,46 mg QE/g) primjenom ciste otopine
metanola. Mnoga istrazivanja pokazuju utjecaj razliCitih otapala na ekstrakciju fenolnih
spojeva. Boulila i sur. (2015) su proveli istrazivanje u kojem su ispitivali utjecaj metanola (80-
100%) na ekstrakciju fenolnih spojeva iz lista lovora, najvece vrijednosti koncentracije fenolnih
spojeva su postignute primjenom cistog metanola u odnosu na vodene otopine. U nasem
slucaju dodatak vode Cistim otapalima bio je 50%-tni pa je i to jedan od razloga zasto nije
doslo do povecanja ekstrakcijske modi prilikom ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina, flavonoida
i flavonola. Kod upotrebe vode kao ekstrakcijskog otapala dobiveni su nanizi maseni udjeli
fenolnih spojeva, jer ekstrakt koji se dobije sadrzi necistoce kao Sto su Seceri, topljivi proteini
te drugi organski spojevi, a sve to moze utjecati na kolic¢inu i identifikaciju fenolnih spojeva
(Rafiee i sur., 2011). Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da se binarnim sustavom otapala
postize ucinkovitija ekstrakcija ukupnih fenolnih spojeva nego s mono sustavima (voda ili Cisti
etanol/metanol/aceton) te da udio vodene faze u otapalu ima znacajni utjecaj, dok kod
ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina, flavonoida i flavonola je ucinkovitije otapalo bez dodatka
vode. Dobiveni rezultati u ovom istrazivanju pokazuju da maseni udjeli fenolnih spojeva
znacajno variraju ovisno o koncentraciji otapala za ekstrakciju, Sto je u skladu s istrazivanjima
drugih autora prema kojima ekstrakcijski kapacitet fenolnih spojeva u raznim biljnim vrstama

ovisi o vrsti otapala (Akowuah i sur., 2005; Turkmen, Sari, i Velioglu, 2006).
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada provedena je spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva (ukupni
fenoli, ukupni flavonoidi, hidroksicimetne kiseline te flavonoli) u ekstraktima lista lovora
(Laurus nobilis L.)

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti:

Ekstrakti lista lovora (Laurus nobilis L.) bogat su izvor polifenolnih spojeva,
spektrofotometrijski su odredeni visoki maseni udjeli ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina,
flavonola i flavonoida te potencijalno predstavljaju dobar izvor fenolnih spojeva u

prehrambenoj industriji.

Najbolje otapalo za ekstrakciju flavonoidnih spojeva, hidroksicimetnih kiselina i flavonola iz
lista lovora postupkom ekstrakcije refluksiranjem pri temperaturi klju¢anja otapala kroz 1 h je

otapalo metanol.

Vodenom otopinom metanola je ekstrahiran najve¢i maseni udio ukupnih fenolnih spojeva iz

lista lovora.

Smijesa od tri otapala (etanol-metanol-aceton) pokazala je visoke masene udjele ekstrakcije
flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola, a smjesa od Cetiri otapala (etanol-metanol-

aceton-voda) kod ekstrakcije ukupnih fenola.

Povecanije prinosa fenolnih spojeva dodatkom vode Cistim otapalima pokazalo se ucinkovitim
samo kod odredivanja ukupnih fenolnih spojeva. Mozemo zakljuciti kako su Cista otapala

pokazala vecu ekstrakcijsku mo¢ od sustava s dva, tri i Cetiri otapala.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden,

Y

Anchea Simac

ime i prezime studenta
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