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1. UVOD

Maslacak (Taraxacum officinale L.) je livadna biljka koja raste i cvate od ranog prolje¢a do
kasne jeseni. Cijela biljka je jestiva i ljekovita (bogata vitaminom C i mineralima: kalijem,
zeljezom, natrijem i fosforom, kao i eteri¢nim uljima i masnim kiselinama) pa se zbog toga ¢esto
sakuplja s prirodnih stanista. Mladi listovi se beru prije nego maslacak po¢ne cvjetati, a koriste se
za pripremu salate. Cvjetovi se koriste za pripremu meda ili slatkog,dok se korijenje vadi u jesen,
a koristi se, zbog visokog sadrzaja inulina, kao zamjena za kavu, a dobro djeluje i na peristaltiku

crijeva.

Pri izolaciji fenolnih spojeva iz prirodnog supstrata, ekstrakciju je vazno provesti pri
optimalnim uvjetima, a provodi se uz primjenu razli¢itih tehnika, od klasi¢ne preko ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima, ultrazvukom, visokim hidrostatskim tlakom (VHT) i sl. U ovom

radu provedena je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj vodene otopina metanola (50% i 70%, v/v), vremena
trajanja ekstrakcije (3, 6 i 9 min) te amplitude (50%, 75% i 100%) na izolaciju fenolnih spojeva
iz Korijena i lista maslacka (ukupnih fenola, flavonoida, flavonola te hidroksicimetnih kiselina)
primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Ekstrakcija je provedena sondom promjera 7
mm. U pripremljenim ekstraktima su odredivani ukupni fenoli. Koncentracije ukupnih fenola,
flavonoida, flavonola te hidroksicimetnih  kiselina odredivane su primjenom

spektrofotometrijskih metoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLACAK (Taraxacum officinale L.)

2.1.1. Op¢e karakteristike maslacka i botanicka obiljezja

Maslac¢ak (Taraxacum officinale L.) je trajna zeljasta viSegodiS$nja biljka iz porodice
Asteraceae, koja se ve¢inom smatra dosadnim korovom, iako u sebi skriva znatnu ljekovitost
(Popescu i sur., 2010). Rasprostranjen je u cijeloj Europi i Aziji. Nalazimo ga na svakoj livadi,
suhoj ili vlaznoj, na pa$njacima, oranicama i u vrtovima. Uspijeva i na visokim planinama, u tom
slu¢aju ima manju rozetu. lzgled biljke varira prema stanistu i ekolos§kim uvjetima. Korijen je
vretenast i zadebljan, moze biti dug do 140 cm ¢ime crpi vodu i hranjive tvari iz dubokih slojeva
(Slika 1.). Stvara duguljaste, nazubljene listove slozene u prizemnu rozetu (Slika 2.). Zeljasta,
Suplja stabljika bez listova, visoka je 15-25 cm, nosi po jednu cvjetnu glavicu. Cvate na proljece,
ponekad sve do listopada. Cvjetovi su dvospolni, jeziCasti, zlatnozuti, skupljeni u glavice
promjera 3-5 cm. Otvoreni su do podne, a i za vrijeme oblaénog vremena se zatvaraju. Nakon
cvjetanja cvijet se pretvara u prepoznatljive loptice. Rije¢ je o roskama sa kunadrom, odnosno
sitnim dlaficama na plodovima, koji sluze za rasprostranjenje sjemena pomocu vjetra. Jedna
biljka u sezoni proizvede 3000 — 8000 sjemenki koje zadrzavaju sposobnost klijanja i nakon 600
godina. Svi dijelovi biljke sadrze mlije¢ni sok. List maslacka koristi se u puckoj medicini kao
dobar diuretik, snizava visok krvni tlak, a ubran ranije u proljec¢e koristi se kao namirnica u
prehrani (Grli¢, 1990). Mladi listovi se beru prije nego maslacak pocne cvjetati, a koriste se za
pripremu salate. Cvjetovi se koriste za pripremu meda ili slatkog, dok se korijenje vadi u jesen, a
koristi se, zbog visokog sadrzaja inulina, kao zamjena za kavu, a dobro djeluje i na peristaltiku

crijeva.



Slika 1. Korijen maslacka (Anonymus 1)  Slika 2. List maslacka (Anonymus 2)

2.1.2. Kemijski sastav maslacka

Maslacak sadrzi holin, gorku tvar, skrob, koji se kod duzeg Cuvanja pretvara u voéni Secer,
saponin, masti, tragove eteri¢nog ulja, vosak, sluz, kaucuk, Secer, bjelancevine, levulin 1 taraksin.
U korijenu sadrzi joS 1 dosta kalija, kalcija, mangana, natrija, kremic¢nu kiselinu, sumpora. SadrZaj
tvari u biljnim dijelovima mijenjaju se s godisnjom dobom. Tako Willfort, (2002) navodi da
svjezi korijen, iskopan u prolje¢e (od sredine ozujka do sredine travnja), sadrzi veéim dijelom
gorku tvar, prema sredini kolovoza, umjesto mlije¢nog soka, stvara se inulin, a u listopadu je u

korijenu najvise tarakserina i levulina.

Kemijski sastojci koji prevladavaju u maslac¢ku su: triterpenski spojevi (homotaksasterol,
teraksasterol, androsterol, tarakserol, beta-amirin), sterin, beta-sisterin, stigmasterin, taraksol,
levuloza, nikotinska kiselina, nikotin-amid, te inulin. U maslacku se mogu naci vitamini A, B i C,
karotinoidi, triterpenski alkohol. Bogat je i zeljezom, magnezijem, fosforom, silicijom i

enzimima.

2.2. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi se ubrajaju u specificne pigmente 1 sekundarni su biljni metaboliti prisutni
u velikom broju biljaka u znacajnim koli¢inama, a do danas je poznato vise od 8000 razli¢itih
struktura. Po broju hidroksilnih grupa dijele se na mono, di, tri i polifenole. Osnovnu strukturu

fenolnih spojeva Cini aromatski prsten na koji moZe biti vezana jedna ili viSe hidroksilnih



skupina, a prema osnovnoj kemijskoj strukturi dijele se na flavonoide i neflavonoide (fenolne

kiseline i srodni spojevi).

Sudjeluju v mnogim vaznim biokemijskim procesima tijekom zrenja i dozrijevanja, a u
samim biljkama djeluju antioksidacijski, antimikrobno i kao fotoreceptori. Znatan utjecaj imaju i
na boju, okus i miris hrane, obzirom da su ukljuceni u nastajanje tvari boje, formiranja okusa i
arome svojstvene svakoj pojedinoj vrsti voca i njihovim proizvodima. Na sastav i koli¢inu
fenolnih spojeva u biljkama znacajno utjeCu parametri okoliSa kao Sto su svijetlost, temperatura,

agrotehnicke mjere, uvjeti dozrijevanja te uvjeti skladiStenja, obrade i prerade.

2.2.1. Flavonoidi i fenolne kiseline

2.2.1.1 Flavonoidi

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, koncentrirani
u sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, lis¢u i cvije¢u. Do danas je identificirano vise od
6400 flavonoida (Harborne i Baxter, 1999). Najrasirenija je skupina flavonoida ¢ija se temeljna
struktura sastoji od Cis (Ce-C3-Cs) flavonskog kostura odnosno dva benzenska prstena (A i B)
povezana piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 3.). Flavonoidi se medusobno razlikuju
prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena, izuzev halkona kod kojih je piranski

prsten otvoren.

Slika 3. Kemijska struktura flavonoida (Fennema, 1996)



Ovisno o broju i polozaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasicenosti i stupnju

oksidacije centralnog C-prstena, flavonoidi se dijele u podskupine:

antocijanidini,
antocijan glikozidi,
flavoni,

izoflavoni,
flavanoni,
flavanoli,
flavonoli,

flavonol glikozidi,
procijanidini i
dihidrohalkoni.

Nastajanje flavonoida u biljkama uvjetovano je brojnim faktorima kao S$to su svjetlost,

uvjeti okolis$a, genetika biljke, stupanj zrelosti i vrsta biljke (Fruhbeck, 1996).

Flavonoli su zuto obojeni pigmenti. Imaju nezasi¢enu vezu izmedu Cz i C3 atoma C

prstena, imaju hidroksilnu skupinu vezanu na Cs atomu C prstena (Slika 4.).

Glavni predstavnici flavonola su:

e kvercetin (3,5,7,3',4-pentahidroksiflavon),

e kamferol (3,5,7,4'-tetrahidroksiflavon),
e miricetin (3,5,7,3',4',5'-heksahidroksiflavon) i

e izomiricetin (3,5,7,4'-tetrahidroksi-3'-metoksiflavon).



Slika 4. Kemijska struktura flavonola (Robards i sur., 1999)

Najzastupljeniji su kvercetin i kamferol. Uglavnom su prisutni u obliku glikozida te se

najcesce vezu s glukozom i ramnozom, ali mogu i s galaktozom, arabinozom i ksilozom.

2.2.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su po strukturi jednostavni fenoli, a dijele se u derivate benzojeve i
derivate cimetne kiseline. Hidroksicimetne kiseline su aromatski spojevi strukture Ce-Cs i
naj¢esce dolaze u razli¢itim konjugiranim oblicima te kao esteri (Slika 5.). Najpoznatiji ester je
klorogenska kiselina (5° kafeoilkina kiselina), a zatim slijede p - kumaroilkina kiselina, 3’ -
kafeoilkina kiselina (klorogenska kiselina) te 4’ - kafeoilkina kiselina (izoklorogenska kiselina)
(Balasundram 1 sur., 2006). Mnogo su c¢es¢e od hidroksibenzojevih kiselina a sastoje se od p-

kumarinske, kafeinske, ferulinske i sinapinske kiseline.



Slika 5. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Robards i sur., 1999)

S druge strane, hidroksibenzojeve kiseline imaju zajednicku Ce-C1 strukturu, a ukljucuju
galnu, p-hidroksibenzojevu, vanilinsku, siriginsku te prokatehinsku kiselinu (Slika 6.). U hrani su
prisutni u slobodnom 1 vezanom obliku, s time da su rijede prisutne u slobodnom obliku (osim u
procesiranoj hrani), a u vezanom su obliku glikozilirani oblici ili esteri kviniske, Sikiminske i
tartarne kiseline (Pandey i Rizvi, 2009; Manach i sur., 2004). Navedene razlike u strukturi
izmedu hidroksicimetnih 1 hidroksibenzojevih kiselina posljedica su stupnja hidroksilacije 1

metilacije aromatskog prstena (Macheix i sur.,1990)

R, X _COOH

Rz

Rq

Slika 6. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999)

2.2.2 Polifenolni spojevi maslacka

Udio polifenolnih spojeva veci je u cvjetovima 1 listovima, odnosno vanjskim dijelovima
biljke (9,9 + 0.28 g polifenola na 100 g ekstrakta maslacka) nego u korijenu (0,086 + 0,003 g

polifenola na 100 g ekstrakta maslacka). Glavni polifenolni spojevi cvjetova maslacka (Slika 7.)



su hidroksicimetne kiseline i njezini derivati, kafeinska kiselina, klorogenska kiselina i cikorinska
kiselina, od kojih je cikorinska kiselina prisutna u najvecoj koncentarciji. Osim hidroksicimetnih
kiselina u maslacku su identificirani i luteolin te luteolin-7-O-glukozid. Polifenoli maslacka
pokazali su znacajno antioksidacijsko, antikancerogeno, antimikrobno, antivirusno, protuupalno i
hepatoprotektivno djelovanje u in vivo i in vitro ispitivanjima (Gonzalez-Castejon i sur.,
2012).

o)
HQ FO:M
& HO T
HO™ I & HO
VA OH
OH
klorogenska kiselina kava Kkiselina
oHO 20 _A~_-OH

MOD/‘\\)L " l OH
HO' 0 Oﬂo

cikorija kiselina luteolin-7-O-glukozid

Slika 7. Struktura glavnih polifenola cvjetova masla¢ka (Chen i sur., 2012)

2.3. EKSTRAKCIJA

Da bi mogli analizirati odredene bioaktivne tvari u nekom uzorku potrebno ih je izolirati, a
po potrebi i koncentrirati. Metode izolacije, odnosno ekstrakcije i koncentriranja (Slika 8.), mogu
biti razli¢ite 1 mogu se kombinirati ovisno o polarnosti, veli¢ini, stabilnosti i naboju molekula i

vrsti uzorka.

Fenomen ekstrakcija mozemo definirati kao izdvajanje neke tvari iz otopine, suspenzije ili

¢vrste tvari pomocu otapala, tj. radi se o prijenosu tvari iz krute ili tekuce faze u otapalo. Iz



definicije se vidi da postoje dvije vrste ekstrakcija, ekstrakcije tekuce-tekuce i ekstrakcija cvrsto

tekuce.

Cijeli proces ekstrakcije temelji se na razli¢itoj topljivosti tvari koju zelimo izdvojiti iz
otopine i primjesa koje prate tvar, u dva otapala koja se ne mijesaju. Pri tom dolazi do
razdvajanja tvari izmedu dva otapala. Vec¢inom su to voda (odnosno vodena otopina tvari) i neko
organsko otapalo koje se ne mijeSa s vodom. Dobiveni ekstrakt mora se procistiti kako bi
1zdvojili bioaktivnu tvar u ¢istom obliku. Proc¢iS¢avanje ekstrakta provodi se filtriranjem, odnosno
dodatkom aktivne tvari na koje se vezu pojedini sastojci i taloze i centrifugiranjem (Lianfu i
Zelong, 2008). Ekstrakcija se moze provesti koriStenjem tekucine, tj. otapala iz krutine ili neke
druge tekuéine koja sadrzi zeljenu tvar. Za ekstrakciju je vrlo vazan izbor otapala, ono ovisi 0
vrsti 1 svojstvima tvari koju Zelimo izolirati. Prilikom odabira otapala vrlo je bitno uzeti u obzir:
polarnost otapala, toc¢ku kljucanja (poZzeljno je da bude §to niza da se olakSa odvajanje otapala od
komponente), reaktivnost (otapalo ne smije reagirati s ekstraktom), viskozitet (pozeljno je da
otapalo ima S$to nizu viskoznost), ekstrakcijski kapacitet otapala, selektivnost, stabilnost otapala

na temperaturu, kisik i svjetlo, otapalo ne smije biti Skodljivo za ljude niti za okolis. (Albu i sur.,

2004).

Cimbenici koji utje¢u na brzinu i udinkovitost ekstrakcije su topljivost tvari u otapalu,
temperatura pri kojoj se odvija ekstrakcija, veli¢ina Cestica, povrSina namirnice izloZenoj otapalu
1 gibanje otapala. Pogodno je provodenje ekstrakcije na viSim temperaturama zbog toga jer dolazi
do povecanja brzine otapanja tvari, povecanja brzine difuzije tvari u volumen otapala (Raso 1 sur.,
1999). Vrlo je bitno odabrati optimalno vrijeme i temperaturu ekstrakcije kako bi se izbjeglo
moguce oStecenje Zeljene komponente ili izolacije nepoZeljnih tvari. Prije ekstrakcije namirnica
se usitnjava zbog proporcionalnog odnosa brzine difuzije i povrSine namirnice te se prema
potrebi homogenizira (Jerman i sur., 2010).

Uz klasi¢ne metode ekstrakcije kao Sto su destilacija, maceracija, perkolacija, i dr. sve se
viSe upotrebljavaju novije metode kao Sto su ultrazvuéna ekstrakcija, ekstrakcija mikrovalovima,

ekstrakcija superkriticnim fluidom.



Metode izolacije/ ekstralkcije bioaktivaih tvari

Destilacija Ekstrakceija Novije metode Pretanje
otapalima
Valkuum S Ultrazvucna
destilacija arxolacya glestralkicija
Destilacija Maceracija Flstrakeiia
vodenom parom mikrovalovima
Soxhlet
Vodeno — parna ekstrakcija Elestralicija
destilactja superkritiénim

fluidom

Turboekstrakeija

Slika 8. Metode izolacije bioaktivnih tvari (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Za izolaciju polifenolnih spojeva najcesce se koriste slijedece metode ekstrakcije:
Soxhlet ekstrakcija
Ekstrakcija superkritiénim fluidom
Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta (Grigonis i sur., 2004).
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2.4. ULTRAZVUK

Primjena ultrazvuka kao analiticke metode koristi se od dvadesetih godina 20. stoljeca.
Ultrazvuk ima znacajnu ulogu kao analiticka metoda u prehrambenoj tehnologiji, u pocetku je
upotreba ultrazvuka koriStena u medicinskoj dijagnostici primjenom visih frekvencija (iznad 10
MHz) a kasnije velikim unaprjedenjima se po¢eo koristiti i u drugim podrucjima. Paralelno sa
razvojem ultrazvuka kao analiticke metode razvio se i veliki interes za upotrebu ultrazvuka
visokih intenziteta pri obradi hrane pri ¢emu se koriste nize frekvencije i to najéesée od 16 do 100
kHz.

Glavne primjene ultrazvuka u prehrambenoj industriji su slijedece:

e pri niskim intenzitetima (niZe od 1 W/cm?) i visokim frekvencijama Koristi se kao
analiticka metoda, te
e pri visokim intenzitetima (vise od 1 W/cm?) i niskim frekvencijama moZe se
koristiti pri razli¢itim procesima u obradi hrane (Povey i Mason, 1995).
Ultrazvu¢ni valovi sli¢ni su zvu¢nim valovima, ali ih ljudsko uho ne moze cuti, jer imaju

frekvencije vise od 16 kHz (Dujmic i sur., 2013).

Kavitacija nastaje uslijed nastanka longitudinalnog vala u tekucoj fazi pri cemu dolazi do
naizmjenic¢nih ciklusa sazimanja 1 ekspanzije uslijed ¢ega dolazi do naizmjeni¢nog izmjenjivanja
tlaka pri ¢emu se formiraju mjehuri¢i plina u materijalu. Nastali mjehuri¢i imaju ve¢u povrsinu
tijekom ekspanzijskog ciklusa, $to povecava difuziju plina uzrokujuéi ekspanziju mjehuric¢a
(Slika 9.). Kada energija ultrazvuka nije dovoljna da bi se zadrzala plinska faza, u mjehuricu
dolazi do brze kondenzacije. Ove kondenzirane molekule sudaraju se velikom brzinom pri ¢emu
nastaju udarni valovi koji uzrokuju vrlo visoke temperature i tlakove (Herceg i sur., 2004;
Bosiljkov i sur., 2009). Na pojavu kavitacije utjece frekvencija i intenzitet ultrazvuka, viskoznost
1 povrSinska napetost uzorka te okolni uvjeti (temperatura i tlak) (Dolatowski 1 sur., 2007). Sve je
to moguce iskoristiti pri obradi hrane izazivanjem odredenih pozeljnih efekata. Primjena
ultrazvuka u prehrambenoj industriji proucava se ve¢ mnogo godina, ali jo§ uvijek je relativno
nova metoda koja nije u potpunosti istrazena iako se smatra jednom od obec¢avajucih tehnologija

obrade hrane u industriji.

11



Zracni tlak
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Nastajanje Rast mjehuri¢a Smanjivanje mjehurica
uslijed negativnog  Uslijed pozitivnog pritiska
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T pucanje
Prijelazna kavitacija ‘ @) . K . : mijehuri¢a

Slika 9. Prijelazna i stabilna kavitacija (Kujipers, van Eck, Kemmere, Keurentjes, 2002)

Djelovanje ultrazvuka s obzirom na primjenu u prehrambenoj industriji, znanosti i
tehnologiji se moze podijeliti u dva glavna smjera (Slika 10.):

Ultrazvuk niskog intenziteta frekvencije od 2 MHz na vise

Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz materijal ne dolazi do fizickih i kemijskih promjena u
svojstvima uslijed djelovanja nerazorne tehnike sa znaCajkama visokih frekvencija 1 niskih
intenziteta (nizim od 1 W cm). Koristi se kao analiticka metoda za kontrolu obrade hrane i

sastava, viskoznosti, kontrolu koncentracije tvari u hrani, otkrivanju stranih tijela i dr

12




Ultrazvucni valovi niskog intenziteta ne uzrokuju nikakva fizicka oSte¢enja materijala, niti
dovode do bilo kakvih kemijskih promjena unutar ispitivanog sustava. (McClements, 1995;
Brn¢ié, 2006; Brnci¢ i sur., 2009a).

Ultrazvuk visokog intenziteta frekvencije od 16 do 100 kHz

Ultrazvuk visokog intenziteta frekvencije od 16 do 100 kH uz prosireno podrucje do 2MHz,
te visokih intenziteta (u rasponu od 1 do 1000 W cm), a najéesée uzrokuje fizikalne i kemijske
promjene materijala koji se obraduju. Vecina istrazivanja temelji se na frekvencijskom podrucju
od 20 do 100 kHz. Koristi se za ekstrakciju, destilaciju, homogenizaciju tekuéina, susenje, i
uklanjanje nepozeljnih mikroorganizama (Brn¢i¢, 2006; Brn¢i¢ i sur., 2009b; Herceg i sur., 2009;
Jeli¢i¢ 1 sur., 2012). Primjenjuje se Cesto za ekstrakciju razli¢itih spojeva iz hrane, kao §to su
enzimi, proteini, minerali, metali, elementi u tragovima, bioloski aktivni spojevi, ali i u
reaktorskom inZenjerstvu za modifikaciju enzimske aktivnosti i ubrzavanje kemijskih reakcija.
Sama ultrazvucna obrada nije potpuno ucinkovita u inaktivaciji bakterija u hrani, medutim ako se
ultrazvuk Koristi zajedno sa tlakom i/ili toplinom daje vrlo dobre rezultate (Brn¢i¢ i sur., 2009b;
Jelici¢ i sur., 2012).

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

v

0 10 107 10° 10° 10° 10° 10'
|
| N

— boN

l

Bumbar Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
[] L] L] []
Podrucje ljudskog Ultrazvuk visokog Produljeno podrucje Visoka frekvencija
sluha inteziteta 100 kHz - 2 MHz 2Mhz - 10 MHz
16 Hz - 16 kHz 20 kHz - 100 kHz Kemija zvuka Dijagnosti¢cka medicina
Ciscenje Kemijska analiza

Plasti¢no zavarivanje
Kemija zvuka

Slika 10. Zvu¢no podrucje s osnovnim primjenama ultrazvuka (Mason 1 sur., 1996)
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U novije vrijeme se pokazuje veliko zanimanje za primjenu ultrazvuka i razvoj postupaka
koji omogucéuju minimalnu obradu hrane, a mogle bi unaprijediti ili zamijeniti pojedine
standardne operacije pri cemu se dobivaju proizvodi bolje kvalitete, postize se usteda energije, a
skracuje se 1 trajanje tehnoloSkog procesa (Barbosa-Cannovas i sur., 2005.) Uvodenjem
ultrazvuka smanjuje se potrebna temperatura i vrijeme trajanja obrade, skracuje vrijeme procesa,
povecava brzina prijenosa topline itd. Medutim, ne smije se zaboraviti kako je ultrazvuc¢na obrada
hrane jo§ uvijek nedovoljno istrazeno podru¢je koje zahtjeva daljnja istraZivanja, kako sa

industrijskog, tako i s ekonomskog i znanstvenog gledista.

2.4.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom se provodi na dva nacina, u ultrazvuénim kupeljima
ili uredajima odredene snage i frekvencije ultrazvuka primjenom sonde direktno uronjene u medij
(Slika 11.) koji zelimo ekstrahirati. Postoji cijeli niz izvedbi razli¢itih uredaja kao i postupaka
ekstrakcije. Na ekstrakciju utjece cijeli niz parametara: snaga i frekvencija ultrazvuka, amplituda,

promjer sonde, vrijeme ekstrakcije, izbor organskog otapala kojim se provodi ekstrakcija.

Mehanicki ucinak ultrazvuka se sastoji u tome da uslijed djelovanja ultrazvuka dolazi do
boljeg prodiranja otapala u stani¢ni materijal i boljeg prijenosa mase te olak$anog oslobadanja
sadrzaja koji se treba izdvojiti (Chemat 1 sur., 2004, Rostagno i sur., 2003). Drugi mehanicki
efekt uslijed djelovanja ultrazvuka doprinosi ve¢em gibanju molekula ¢ime dolazi do boljeg
kontakta izmedu otapala i materijala koji se ekstrahira te prodiranja u unutrasnjost. Princip
ultrazvuka ocituje se u zvuénim valovima frekvencije vise od 20 kHz koji stvaraju mehanicke
vibracije u krutom, teku¢em ili plinovitom stanju. Za razliku od elektromagnetskih valova, zvu¢ni
valovi putuju kroz sustav i izazivaju ekspanziju 1 kompresiju uslijed Cega dolazi do boljeg
kontakta molekula. Uslijed ekspanzije dolazi do stvaranja mjehurica u tekuéem stanju te nastanka
negativnog tlaka. Mjehuriéi nastaju, rastu i na kraju pucaju uslijed pojave kavitacije kada dolazi
do brzeg prijenosa na krutu fazu unutar teku¢eg medija (Luque Garcia i Luque de Castro, 2003;
Brnci¢ i sur. 2010).
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Mehani¢ko djelovanje ultrazvuka osigurava vise dobrobiti koje pobolj$avaju ekstrakciju

klasi¢nim putem:

. bolji prolazak otapala u stanicu;

. poboljsan prijenos mase;

. razbijanje stijenki stanica u biljnom materijalu §to omogucuje laksSe otpusStanje stani¢nih
sastojaka.

[,1—1
Kontrolni uredaj
- {1
3 B [ A
Ultrazvucni uredaj > — RE—— 4
odredene snage i /
frekvencije

Sonda

Termometar
Kontrolni uredaj

Casa s uzorkom

Slika 11. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom primjenom uredaja s direktno uronjenom
sondom (Zhang i sur., 2008)

Ucinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom je daleko veca i vremenski znatno
krac¢a u usporedbi s konvencionalnim nacinom ekstrakcije. Glavna prednost primjene ultrazvuka

je u skra¢ivanju vremena ekstrakcije i manjoj koli¢ini otapala (Wu i sur., 2001). Stoga se

.....
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Pri izradi eksperimentalnog dijela diplomskog rada koriSten je list i korijen maslacka
nabavljen u suradnji sa Suban d.o.o. List i korijen maslacka su sakupljeni na podrucju Republike
Hrvatske te su osuSeni prirodnim na¢inom suSenja, na suhom i hladnom mjestu sa dobrim
protokom zraka. Nakon suSenja osusSeni list i korijen zapakirani su u kartonske vrecice te su do
provodenja analiza ¢uvani pri sobnoj temperaturi i na tamnom mjestu. Prije provodenja analiza

list i korijen usitnjeni su pomoc¢u elektriénog mlinca (Imetec Dolcevita, Italy) u sitni prah.

Aparatura i pribor:

Analiticka vaga (METTLER), +0,0001g
Ultrazvuéni uredaj UP400S (Hielscher, Njemacka)
Zastitne naocale

Zastitne sluSalice

Infracrveni termometar

Centrifuga (HETTICH, Rotofix 32)

Laboratorijske ¢ase (50 mL, 100mL)

Stakleni Stapic¢

© ©o N o g b~ w D

Stakleni lijevak

[HEN
o

. Laboratorijska Zlica

. Menzura (100mL)

B
N

. Stakleni Stapic
. Pipete (20 i 25 mL)
. Odmijerne tikvice (50 mL)

N N
o b~ W

. Erlenmeyer-ove tikvice volumena (25 mL)

[EN
(2]

. Falkonice
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Kemikalije i otapala:

1. 50%-tna vodena otopina metanola ( u odmjernu tikvicu od 500 mL otpipetira se
500,00 mL 100%-tnog metanola i nadopuni destiliranom vodom do oznake)
2. 70%-tna vodena otopina metanola ( u odmjernu tikvicu od 500 mL otpipetira se

700,00 mL 100%-tnog metanola i nadopuni destiliranom vodom do oznake)

3.2. METODE RADA

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista i korijena maslacka provedena je primjenom ultrazvuka
visokog inteziteta upotrebom vodene otopine metanola (50%, 70%). Za ultrazvu¢nu obradu lista i
korjena maslacka koriSten je ultrazvucni procesor njemacke tvrtke Hielscher oznake UP400S, snage
od 400 W, frekvencije 24 kHz, sa sondom promjera 7 mm izradene od titana. Vrsilo se tretiranje
uzoraka primjenom razli¢itih amplituda (50%, 75% i 100%), u trajanju od 3, 6 i 9 minuta. Ciklus je
podesen na 1 te oznacava puno vrijeme obrade ultrazvukom.

Koristile su se tri metode:

1. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroskicimetnih kiselina i flavonola

U svakom pripremljenom ekstraktu odreden je udjel ukupnih fenola, ukupnih flavonoida,

ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonola.

3.2.1. Postupak ekstrakcije

Priprema ekstrakta za analizu se odvijala na na¢in da se samljeveni korijen i list maslacka
odvazu po 1 g = 0,01 g u 36 uzoraka (18 uzoraka korijena i 18 uzoraka lista maslacka) u
laboratorijske ¢ase, dodavanjem po 50 ml 50%-tnog i 70%-tnog metanola. Casa s uzorkom i
otapalom postavljena je na predvideni prostor na postolju u ultrazvu¢nom uredaju sa uronjenom
sondom od 7 mm do polovice ¢ase. Na procesoru je postavljena odredena amplituda (50%,70%,

100%) i ciklus ultrazvuka te je Stopericom mjereno vrijeme ekstrakcije (3, 6, 9 min).
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Temperatura se mjerila na pocetku, kao i na kraju postupka ekstrakcije. Nakon ekstrakcije
uzroci su prebaceni u odmjernu tikvicu od 50 ml, koja je nadopunjena koristenim otapalom do
oznake. Cijeli sadrzaj prebaCen je u Ciste falkonice, nakon cega je slijedio postupak
centrifugiranja na 5500 okretaja u trajanju od 10 min. Nakon centrifugiranja vrSilo se
prelijevanje supernatanta u drugu falkonicu radi odvajanja taloga. Pripremljeni uzorci su se ¢uvali

u zamrzivacu na -18°C do trenutka njihovog koriStenja za analize.

3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Protokolom je definirana metoda odredivanja ukupnih fenola. Odredivanje ukupnih fenola
provodi se u metanolnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja se
temelji na obojenoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta
obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Aparatura i pribor:

. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
. Staklene kivete

. Tehnicka vaga Mettler (to¢nosti £0,01g)

. Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

. Pipete, volumena 1l mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

. Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1L

. Menzura, volumena 100 mL i 1 L

. Staklene epruvete

. Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
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Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopljeno je u 800 mL vruée destilirane vode, a
potom ohladeno na sobnu temperaturu. Dodano je nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata te
odmjerna tikvica nadopunjena do volumena 1000 mL i nakon 24 h otopina je filtrirana.

e Standard galne kiseline
Priprema: Odvagano je 500 mg galne Kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te je pomoc¢u 10 mL
96%-tnog etanola kvantitativno preneseno u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopljeno u

datom volumenu, a potom do oznake nadopunjeno destiliranom vodom.

Priprema uzorka

Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u postupku ekstrakcije.

Razrijedenja:

Ekstrakti lista maslacka dobiveni ultrazvuénom ekstrakcijom prije analize razrijedeni su
10X.
Ekstrakti korijena maslacka dobiveni ultrazvuénom ekstrakcijom prije analize nisu razrijedivani.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min dodan je 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa je promijesano (pomoc¢u Vortexa), a potom su uzorci termostatirani 25
minuta pri T=50 °C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjerena je apsorbancija (opti¢ka
gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nadin je pripremljena i slijepa proba, ali se

umjesto ekstrakta uzimalo otapalo za ekstrakciju.

Izracunavanje
Izrada bazdarnog pravca
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Za pripremu bazdarnog pravca odvagano je 0,5 g galne kiseline. Odvaga je otopljena u 10
mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopunjeno je destiliranom vodom do
oznake.

Od te otopine galne kiseline radena su razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako
da je otpipetirano redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne otopine galne Kkiseline u svaku
tikvicu 1 potom nadopunjavano do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u
tim tikvicama iznosile su 50, 100, 150, 250 i 500 mg L. Iz svake tikvice otpipetirano je 100 pL
otopine standarda u staklene epruvete. Potom je dodano redom 200 uL Folin Ciocalteu reagesna i
2 mL destilirane vode. Nakon 3 min dodan je 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa je promijesano (pomoc¢u Vortexa), a potom su uzorci termostatirani 25 minuta pri T=50 °C
(u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzimalo se 100 pL destilirane vode. Nakon toga
mjerena je apsorbancija (opti¢ka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrtan je bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracunata je prema

dobivenoj jednadzbi pravca (Slika 12.).

2 y = 0,0035x

/ RZ =0.9995 mg L_l A 765 nm
1,5 '

50 0,194

1
/ 100 0,347
0.3 150 0,535

ol

0 . : . 250 0,902

0] 200 400 600 500 1761

Slika 12. Jednadzba pravca za izraGunavanje koncentracije ukupnih fenola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
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Y = 0,0035*X

gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm,

X — koncentracija galne kiseline (mg L).

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je u metanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja je temeljena na obojenoj reakciji flavonoida s aluminijevim
kloridom i kalijevim acetatom te se mjerio intenzitet nastalog obojenja pri 415 nm (Chang i sur.,
2002).

Zbog selektivnosti reakcija flavonoida sa AICIs i 2,4-dinitrofenilhidrazinom, bilo bi dobro
odredivati sadrzaj specifi¢nih grupa flavonoida po obje metode, a njihova suma bi dala realniju

vrijednost za sadrzaj ukupnih flavonoida.

Aparatura i pribor:

. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
. Staklene kivete

. Tehnicka vaga Mettler (to¢nosti +£0,01g)

. Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

. Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

. Mikropipete od 100 1 1000 pL.

. Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

. Menzura, volumena 100 mL i 1 L

. Staklene epruvete

L]

Plasti¢na ladica za vaganje
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Reagensi:

e Etanol, 96 %-tni

e Metanol, 100 %-tni

e Aluminijev Klorid, 10%-tni
Priprema: 1 g aluminijevog Kklorida (aluminj-klorid-heksahidrat,p.a.) otopljen je u 5 mL
destilirane vode te kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopunjen do oznake
destiliranom vodom.

e Kalijev acetat, 1 M
Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopljen je u 10 mL destilirane vode te kvantitativno
prenesen u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunjen do oznake destiliranom vodom.

e Standard kvercetina (100 mg L ™)
Priprema: Odvagano je 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te je pomocu 5
mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopljen
u datom volumenu, a potom do oznake nadopunjeno metanolom. Iz alikvotne otopine priredena

su redom razrijedenja od 10, 25,50 75 mg L™

Priprema uzorka

Ekstrakti su pripremljeni kao Sto je opisano u postupku ekstrakcije.

Razrijedenja:

Ekstrakti lista maslacka dobiveni pomocu ultrazvucne ekstrakcije prije analize razrijedeni
su5 X.
Ekstrakti korijena maslacka sa 50% metanolom dobiveni pomocu ultrazvucne ekstrakcije prije
analize nisu razrijedivani.

Za analizu ekstrakta korijena maslacka sa 70% metanolom koriSten je 1 mL ekstrakta.
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Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetirano je 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 destilirane vode. Na
isti nacin je pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta uzeto otapalo za ekstrakciju te je
umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodan isti volumen destilirane vode (0,1 mL). Reakcijska
smjesa stojala je potom 30 minuta, nakon ¢ega je slijedilo mjerenje apsorbancije (opti¢ka gustoca

otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Izracunavanje

Izrada bazdarnog pravca

Pripremljena je otopina standarda kvercetina koncentracije 100 mg L. Od te otopine
standarda radena su razrijedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da je otpipetirano redom
1,2,5,5i1 7,5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom nadopunjeno do
oznake 100%-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama iznosile su 10, 25, 50 i
75 mg L%, Takoder je za analizu uzeta i alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mg L.

Iz svake tikvice otpipetirano je 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 nacin je pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto ekstrakta koriste 100%-tni metanol te
je umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodan isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stojala je potom 30 minuta, nakon ¢ega je slijedilo mjerenje apsorbancije
(opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.
Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrtan je bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg L), a na ordinati izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izraunata je prema

dobivenoj jednadzbi pravca (Slika 13.).
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Slika 13. JednadZba pravca za izracunavanje koncentracije ukupnih flavonoida

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

gdje je:

Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg L.

Y =0,0069 x X + 0,0002
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3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Odredivanje je provodeno u metanolnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske
metode pri ¢emu je intenzitet nastalog obojenja mjeren pri 320 nm i 360 nm (Howard i sur.,
2003).

Aparatura i pribor:

. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
. Staklene kivete

. Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

. Pipete, volumena 1l mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL

. Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i1 L

. Menzura, volumena 100 mL i 1 L

. Staklene epruvete

. Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

e Koncentrirana klorovodic¢na kiselina, 37%

e Etanol, 96%

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1g L™ HCI (u 96% etanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37%) je otpipetirano u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopunjeno etanolom (96%) do oznake.

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g L™t HCI
Priprema: 0,454 mL koncentrirane Klorovodi¢ne kiseline (37%) je otpipetirano u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopunjeno destiliranom vodom do oznake.

o Standard kafeinske kiseline (100 mg L?)
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Priprema: Najprije je pripremljena otopina standarda kafeinske kiseline u koncentraciji
100 mg L*. Odvagano je 10 mg standarda kafeinske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te je
pomocu 5 mL 80%-tnog metanola kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu volumena 100 mL
i otopljena u datom volumenu, a potom do oznake nadopunjeno 80%-tnim metanolom.

e Standard kvercetina (100 mg L?)
Priprema: Najprije je pripremljena otopina standarda kvercetina u koncentraciji 100 mg L.
Odvagano je 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te je pomocu 5 mL 100%-
tnog metanola kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopljen u datom
volumenu, a potom do oznake nadopunjeno metanolom.

e Standard klorogenske kiseline (100 mg L?)
Priprema: Najprije je pripremljena otopina standarda klorogenske Kkiseline u koncentraciji
100 mg L. Odvagano je 10 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganije te je
pomocu 5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu volumena 100

mL i otopljena u datom volumenu, a potom do oznake nadopunjeno metanolom.

Priprema uzorka

Ekstrakti su pripremljeni kao $to je opisano u postupku ekstrakcije.

Razrijedenja:

Ekstrakti lista maslacka dobiveni pomoc¢u ultrazvu¢ne ekstrakcije prije analize razrijedeni
su 2,5 X.
Ekstrakti korijena maslacka sa 50% metanolom dobiveni pomocu ultrazvucne ekstrakcije, za
odredivanje apsorbancije na 320 nm, prije analize nisu razrijedivani.
Za analizu ekstrakta korijena maslacka sa 50% metanolom, za odredivanje apsorbancije na 360
nm, koriSteno je 750 uL ekstrakta.
Za analizu ekstrakta korijena maslacka sa 70% metanolom, za odredivanje apsorbancije na 320
nm, koriSteno je 500 pL ekstrakta.
Za analizu ekstrakta korijena maslacka sa 70% metanolom, za odredivanje apsorbancije na 360

nm, koriSteno je 1250 pL ekstrakta.
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Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 250 pL ekstrakta, 250 pL 1g L™ HCI u 96%
etanolu i 4,55 mL 2 g L™? HCL. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih
flavanola apsorbancija je mjerena na 320 i 360 nm. Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba,

ali je umjesto ekstrakta koriSteno otapalo za ekstrakciju.

Izracunavanje

Izrada bazdarnog pravca
Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodena je pomocu jednadzbe
bazdarnog pravca za kafeinsku kiselinu (Slika 14. i 15.), dok je kvantifikacija ukupnih flavonola

provodena pomocu jednadzbe bazdarnog pravca za kvercetin (Slika 16.).

a) Kafeinska kiselina

Iz alikvotne otopine standarda 500 mg L™ priredena su razrjedenja: 9,23, 23,99, 49,82,
99,63, 147,60, 228,78 mg L.
U staklenu epruvetu otpipetirano se redom 250 uL otopine standarda, 250 puL 1g L't HCI u 96%
etanolu i 4,55 mL 2 g L HCI. Na isti na¢in je pripremljena i slijepa proba, ali je umjesto
ekstrakta koristen 80%-tni metanol. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

apsorbancija je mjerena na 320 nm.
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Slika 14. Jednadzba pravca za izraCunavanje koncentracije ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0047X +0,0231
gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija kafeinske kiseline (mg L™).

Klorogenska kiselina

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg L™ priredena su razrjedenja: 10, 25, 50 i 66,7 mg L*

na nacin da je iz otopine alikvota otpipetirano redom: 1, 2,5, 5 i 6,67 mL i nadopunjeno 80%-

tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba,

ali je umjesto ekstrakta koristen 80%-tni metanol.
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U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 250 pL otopine standarda, 250 pL 1g L™t HCI u 96%

etanolu i 4,55 mL 2 g L't HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih Kiselina apsorbancija je

mjerena na 320 nm.
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Slika 15. JednadZba pravca za izraCunavanje koncentracije ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

gdje je:

Y =0,0035X - 0,0082

Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija klorogenske kiseline (mg L™?).

b) Kvercetin

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg L priredena su razrjedenja: 2,5, 5, 10, 25, i 50 mg

L na nacin da je iz otopine alikvota otpipetirano redom: 0,25, 0,5, 1, 2,5 i 5 mL i nadopunjeno
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100%-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti nacin je pripremljena i slijepa

proba, ali je umjesto ekstrakta koristen 100%-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 250 pL otopine standarda, 250 pL 1 g L™ HCI u 96%

etanolu i 4,55 mL 2 g L™t HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija je mjerena na 360

nm.
0,35
0,3 a
0,25
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£ 0,2 ,//’/
o
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pd 50 0,163
0,05 ot
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Slika 16. JednadZba pravca za izracunavanje koncentracije ukupnih flavonola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0031 X
gdje je:
Y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kverecetina (mg L™).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom dijelu bit ¢e prikazani rezultati odredivanja ukupnih fenola spektrofotometrijskim
metodama iz ckstrakta lista i korijena maslacka dobivenih ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom visokog intenziteta.

Rezultati provedenih spektrofotometrijskih mjerenja o udjelu ukupnih fenola u ovisnosti o
vremenu obrade (3, 6, 9 min), amplitudi (50%, 75%, 100%) i o upotrijebljenom otapalu (50%-tna
i 70%-tna vodena otopina metanola), obradeni su u MS Excel programskom paketu. Dobiveni
rezultati prikazani su pomocu stupicastih dijagrama uredeni tako da je na y-osi koncentracija
odredenih spojeva, a na X-o0si su prikazani uvjeti ekstrakcije (vrijeme trajanja, amplituda i
polarnost otapala). Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +£SD (standardna
devijacija).
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4.1. REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKOG ODREDIVANJA UKUPNIH

FENOLA

Na slikama 17. i 18. prikazani su maseni udjeli ukupnih fenolau listu i korijenu

maslacka U ovisnosti o utjecaju vremena trajanja ekstrakcije (3, 6 1 9 min), utjecaju vodene
otopine metanola (50%, 70%) te utjecaju amplitude (50%, 75%, 100% ).

Fenoli-list maslacka {mg g1)

E3 T J-_
I_I_ 1 _1__
_____ I_=_____
3/6/9(3|6/9|3/6|9|3|61|69
min/minimin|min/min/min/min/minjmin/min{min|min/min/min|min/min/minjmin
50% 70% 50% 70%
50% 75% 100%

Slika 17. Grafic¢ki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u listu

maslacka (mg GAEg™) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Rezultati su

srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih fenola u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 29,504

mMgGAE g, te se povecanjem vremena ekstrakcije pove¢avao. Nakon 6 minuta u prosjeku je

iznosio 30,164 mgGAE g*, a dok je nakon 9 minuta postignut najveci udio ukupnih fenola, u

prosjeku je iznosio 31,418 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije je

utjecalo na masene udjele fenolnih spojeva lista maslacka.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih fenola u prosjeku

26,057 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih
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fenola u prosjeku od 34,666 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima utvrdeno je da poveéanje

udjela MeOH daje veci prinos ukupnih fenola tijekom ekstrakcije.

Na temelju dobivenih podataka mozemo vidjeti da je maseni udio ostvaren primjenom
amplitude od 50% u prosjeku iznosio 20,517 mgGAE g, primjenom amplitude 75% i 100%
vrijednosti se nisu znacajno razlikovale (22,195 mgGAE g, 22,543 mgGAE g?). Na temelju
rezultata moze se zakljuciti da je poveéanje amplitude utjecalo na vecu ucinkovitost ekstrakcije

fenolnih spojeva iz lista maslacka.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveéi prinos fenola u listu
maslacka dobiven pri amplitudi od 100%, primjenom 70% vodene otopine MeOH, te pri vremenu

trajanja ekstrakcije od 9 min.

Fecka i Turek (2008) su proveli ekstrakciju fenolnih kiselina i flavon glikozida iz mazurana
i timjana u ultrazvu¢noj kupelji primjenom 30, 50 i 70 % vodenih otopina metanola u trajanju 15-
30 minuta te ekstrakciju u vodenoj kupelji primjenom metanola. Najveci ekstrakcijski kapacitet je
postignut primjenom kupelji s binarnim sustavom otapala koja su sadrzavala ve¢i udjel vodene
faze u organskoj, tj. 50 % metanola kroz 15 minuta u ultrazvuénoj kupelji. U najvecoj

koncentraciji su izolirali derivate kava kiseline i luteolin glikozide.
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Slika 18. Graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u
korijenu maslatka (mg GAEg?) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom.

Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih fenola u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 3,183
mgGAE g'. Nakon 6 minuta u prosjeku je iznosio 3,345 mgGAE g, dok je nakon 9 minuta u
prosjeku iznosio 3,486 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije nije

znacajno utjecalo na masene udjele fenolnih spojeva korijena maslacka.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih fenola u prosjeku 3,268
mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih fenola u
prosjeku od 3,407 mgGAE g™. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da poveéanje udjela
MeOH ne utjeCe znaajno na povecanje prinosa ukupnih fenola ekstrahiranih iz korijena

maslacka.
Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih fenola ostvaren primjenom amplitude od 50%

u prosjeku iznosio 3,276 mgGAE g, primjenom amplitude 75% iznosio je 3,312 mgGAE g7,

dok je primjenom amplitude 100% maseni udio ukupnih fenola u prosjeku iznosio 3,426 mgGAE
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gl Poveéanje amplitude nije znacajno poboljsalo ekstrakciju fenolnih spojeva iz korijena

maslacka.

Na temelju grafickih prikaza rezultata mozemo zakljuéiti da je najveci prinos fenola u
korijenu maslacka dobiven pri amplitudi od 100%, primjenom 70% vodene otopine MeOH, te pri

vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Rodrigues 1 Pinto (2007) su proveli ekstrakciju fenola iz praha kokosove ljuske koristeci
50% etanol, pri vremenu trajanja ekstrakcije od 20 do 60 minuta u ultrazvuc¢noj kupelji i
zabiljezen je 3 puta veca prinos u usporedbi sa kontrolnom ekstrakcijom, pod optimiranim
uvjetima (25 kHz / 150 W /30°C / 20 min).

Rezultati pokazuju da velike koli¢ine fenola mogu biti ekstrahirane iz kokosove ljuske
pomocu ultrazvukom potpomognute ekstrakcije, te da vrijeme trajanja ekstrakcije ima najveéi
utjecaj. Tijekom naseg istraZivanja najveci prinos fenola takoder je dobiven najduzim vremenom

trajanja ekstrakcije.
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4.2. REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKOG ODREDIVANJA UKUPNIH
FLAVONOIDA

Na slikama 19. i 20. prikazani su maseni udjeli ukupnih flavonoida u listu i korijenu
maslacka U ovisnosti 0 utjecaju vremena trajanja ekstrakcije (3, 6 i 9 min),utjecaju vodene
otopine metanola (50%, 70%) te utjecaju amplitude (50%, 75%, 100% ).
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Slika 19. Graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida u listu
maslacka (mg GAEg™) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Rezultati su

srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja =SD.

Udio ukupnih flavonoida u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 9,705
mgGAE g*. Nakon 6 minuta u prosjeku je iznosio 10,273 mgGAE g, dok je nakon 9 minuta u
prosjeku iznosio 10,746 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije u trajanju
od 6 1 9 min, u odnosu na trajanje ekstrakcije od 3 min, je imalo malo ve¢i u¢inak na masene

udjele flavonoida.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih flavonoida u prosjeku
10,791 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih

flavonoida u prosjeku od 9,692 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da
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povecanje udjela MeOH utjece na smanjenje prinosa ukupnih flavonoida ekstrahiranih iz lista

maslacka.

Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih flavonoida ostvaren primjenom amplitude od
50% u prosjeku iznosio 9,924 mgGAE g, primjenom amplitude 75% iznosio je 10,260 mgGAE
gl, dok je primjenom amplitude 100% u prosjeku iznosio 10,541 mgGAE g'. Na temelju
rezultata moze se zakljuciti da povecanje amplitude nije utjecalo na vecu u¢inkovitost ekstrakcije

flavonoida iz lista maslacka.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveci prinos flavonoida u
listu maslacka dobiven pri amplitudi od 75%, primjenom 50% vodene otopine MeOH, te pri

vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Razli¢ite metode ekstrakcije koriStene su za ekstrakciju flavonoida maslacka (Taraxacum
officinale L.) kao $to su konvencionalna ekstrakcija, ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija i
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (Sun i sur., 2014). U istrazivanju je koriSten etanol (30,
40, 50%), a vrijeme trajanja ekstrakcije iznosilo je 30, 40 i 50 minuta. Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom pokazala se kao najbolja metoda. Prema rezultatima iskoriStenje ekstrakcije raste s
porastom koncentracije etanola od 30 do 39,6%, ali iznad 39,6%, iskoriStenje ekstrakcije se
smanjuje s povecanjem koncentracije etanola. Ucinak ekstrakcije se povecava kada se vrijeme
ekstrakcije povecalo sa 30 na 43,8 min i nakon duZeg vremena pocela lagano opadati.
Maksimalni ucinak ekstrakcije (2,62%), je postignut kada su kada omjer tekucéa-kruta tvar iznosi
69,5, a vrijeme ekstrakcije 43,8 min. U nasem istrazivanju takoder je vidljivo da se iskoristenje
ekstrakcije smanjuje s povecCanjem koncentracije metanola, te povecava s duzim vremenom

ekstrakcije.
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Slika 20. Graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida u
korijenu maslacka (mg GAEg™) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom.

Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih flavonoida u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 0,762
mgGAE g*. Nakon 6 minuta u prosjeku je iznosio 0,768 mgGAE g, dok je nakon 9 minuta u
prosjeku iznosio 0,845 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije nije

znacajno utjecalo na masene udjele flavonoida.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih flavonoida u prosjeku
0,823 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih
flavonoida u prosjeku od 0,759 mgGAE g™. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da se

povecanje udjela MeOH smanjuje prinos ukupnih flavonoida ekstrahiranih iz korijena maslacka.

Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih flavonoida ostvaren primjenom amplitude od
50% u prosjeku iznosio 0,761 mgGAE g, primjenom amplitude 75% iznosio je 0,801 mgGAE g
1 dok je primjenom amplitude 100% u prosjeku iznosio 0,812 mgGAE g*. Na temelju rezultata

moze se zakljuciti da povecanje amplitude sa 50% na 75% nije drasti¢no utjecalo na vecu
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ucinkovitost ekstrakcije flavonoida iz korijena maslacka, izmedu amplituda od 75% i 100%

nema razlike.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveci prinos flavonoida u
korijenu maslacka dobiven pri amplitudi od 75%, primjenom 50% vodene otopine MeOH, te pri

vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Ekstrakcija flavonoida iz sjemena gloga potpomognuta ultrazvukom provodila se u
ultrazvu¢noj kupelji, frekvencije 40 kHz, snage 40 W. Rezultati istrazivanja pokazuju da je UAE
bila ucinkovita i pouzdana za ekstrakciju flavonoida iz sjemena gloga. Optimalni uvjeti za
ekstrakciju su pri temperaturi 65° C, vremenu trajanja 37 min i koriStenjem 72% etanola. Duze

vrijeme ektrakcije rezultiralo je ve¢im prinosom flavonoida (Pan i sur., 2012).

39



4.3. REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKOG ODREDIVANJA UKUPNIH

HIDROKSICIMETNIH KISELINA

Na slikama 21. i 22. prikazani su maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina u listu i

korijenu maslacka u ovisnosti

utjecaju vodene otopine metanola (50%, 70%) te utjecaju amplitude (50%, 75%, 100% ).

0 Utjecaju vremena trajanja ekstrakcije (3, 6
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Slika 21. Graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja

9 min)

ukupnih

hidroksicimetnih kiselina u listu maslacka (mg GAEg?) dobivenih metodom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom. Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku

je iznosio 20,869 mgGAE g*. Nakon 6 minuta u prosjeku iznosio 22,143 mgGAE g*, dok je

nakon 9 minuta u prosjeku iznosio 22,243 mgGAE g. Prema dobivenim rezultatima,

produzenjem vremena sa 3 min na 6 min povecao se maseni udio hidroksicimetnih kiselina, dok

nema znacajne razlike u vremenu trajanja ekstrakcije izmedu 6 1 9 minuta.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih hidroksicimetnih

kiselina u prosjeku 20,505 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH prinos
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ukupnih hidroksicimetnih kiselina u prosjeku 22,998 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima
vidljivo je da se povecanje udjela MeOH povecava prinos ukupnih hidroksicimetnih kiselina

ekstrahiranih iz lista maslacka.

Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih hidroksicimetnih Kiselina ostvaren
primjenom amplitude od 50% u prosjeku iznosio 20,517 mgGAE g, primjenom amplitude 75%
iznosio je 22,195 mgGAE g, dok je primjenom amplitude 100% u prosjeku iznosio 22,543
mgGAE g*. Na temelju rezultata moZe se zaklju¢iti da je povecéanje amplitude na 75% utjecalo
na vecéu ucinkovitost ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina iz lista maslacka, no izmedu amplituda

od 75% i 100% nema znacajne razlike.

Na temelju grafickog prikaza rezultata moZemo zakljuciti da je najveéi prinos
hidroksicimetnih Kiselina u listu masla¢ka dobiven pri amplitudi od 100%, primjenom 70%

vodene otopine MeOH, te pri vremenu trajanja ekstrakcije od 6 min.

Stylianou i sur. (2014) su proveli istrazivanje kako bi utvrdili optimalne parametre za
ekstrakciju kafeinske kiseline iz lista maslacka. Ekstrakcija je provedena u ultrazvuénoj kupelji ,
frekvencije 35 kHz, pri razli¢itim temperaturama (35°C, 45°C, 55°C, 65°C), pri vremenu trajanja
ekstrakcije od 15 min, 30 min, 45 min i 60 min, te je koriStena vodena otopina EtOH u razli¢itim
koncentracijama (50%, 60%, 70%, 80%). Najveci prinos kafeinske kiseline bio je pri temperaturi
od 55°C, vremenu trajanja ekstrakcije od 45 minuta i koristenjem 50% etanola. Kra¢im trajanjem

ekstrakcije postignut je veci prinos HCK, §to je vidljivo 1 u nasem istraZivanju.
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Slika 22. Graficki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih
hidroksicimetnih Kiselina u korijenu maslatka (mg GAEg?) dobivenih metodom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom. Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih hidroksicimetnih Kiselina u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku
je iznosio 1,407 mgGAE g. Nakon 6 minuta u prosjeku iznosio 1,415 mgGAE g, dok je nakon
9 minuta u prosjeku iznosio 1,538 mgGAE g. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije

nije znacajno utjecalo na masene udjele hidroksicimetnih kiselina.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih hidroksicimetnih
kiselina u prosjeku 1,383 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH prinos
ukupnih hidroksicimetnih kiselina u prosjeku 1,525 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima
vidljivo je da povecanje udjela MeOH ne povecava znacajno prinos ukupnih hidroksicimetnih

kiselina ekstrahiranih iz korijena maslacka.

Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih hidroksicimetnih Kkiselina ostvaren
primjenom amplitude od 50% u prosjeku iznosio 1,334 mgGAE g, primjenom amplitude 75%
iznosio je 1,506 mgGAE g?, dok je primjenom amplitude 100% u prosjeku iznosio 1,521

mgGAE g*. Na temelju rezultata moze se zaklju¢iti da je povecéanje amplitude na 75% utjecalo
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na vecu ucinkovitost ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina iz korijena maslacka, no izmedu

amplituda od 75% 1 100% nema znacajne razlike.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveci prinos
hidroksicimetnih kiselina u korijenu maslacka dobiven pri amplitudi od 100%, primjenom 70%

vodene otopine MeOH, te pri vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Ma i suradnici (2008) su istrazivali u¢inak ultrazvuka na ekstrakciju cimetne i benzojeve
kiseline iz kore citrusa (Citrus unshiu Marc). Ekstrakcija je provedena u ultrazvuc¢noj kupelji,
frekvencije 60 kHz, snage 30 W. Istrazivani su razliiti parametri: vrijeme trajanja ekstrakcije (10
min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min) , temperatura (15°C, 30°C, 40°C), te je koriSten 80
% metanol. Rezultati su pokazali da su prinosi povecani s duzim vremenom trajanja ekstrakcije

pri nizoj temperaturi, §to je u skladu i s nasim rezultatima.
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4.4. REZULTATI SPEKTROFOTOMETRIJSKOG ODREDIVANJA UKUPNIH
FLAVONOLA

Na slikama 23. i 24. prikazani su maseni udjeli ukupnih flavonolau listu i korijenu
maslacka U ovisnosti 0 utjecaju vremena trajanja ekstrakcije (3, 6 i 9 min) utjecaju vodene
otopine metanola (50%, 70%) te utjecaju amplitude (50%, 75%, 100% ).
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Slika 23. Grafic¢ki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonola u
listu maslacka (mg GAEg?!) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom.

Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja +SD.

Udio ukupnih flavonola u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 12,797
mgGAE g*. Nakon 6 minuta u prosjeku iznosio 12,064 mgGAE g, dok je nakon 9 minuta u
prosjeku iznosio 12,645 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije nije

utjecalo na masene udjele flavonola.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih flavonola u prosjeku od
11,535 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih
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flavonola u prosjeku od 13,645 mgGAE g'. Prema dobivenim rezultatima utvrdeno je da

povecéanje udjela MeOH daje veci prinos ukupnih flavonola tijekom ekstrakcije.

Na temelju dobivenih podataka mozemo vidjeti da je maseni udio flavonola ostvaren
primjenom amplitude od 50% u prosjeku iznosio 11,849 mgGAE g, primjenom amplitude 75%
iznosio je 12,454 mgGAE g i primjenom amplitude 100% iznosio je 13,203 mgGAE g. Na
temelju rezultata moze se zakljuciti da se poveéanjem amplitude povecao ucinak ekstrakcije

flavonola iz lista maslacka.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveci prinos flavonola u
listu maslac¢ka dobiven pri amplitudi od 100%, primjenom 70% vodene otopine MeOH, te pri

vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Istrazivan je ucinak ultrazvuka na razli¢itim frekvencijama u rasponu od 40 do 120 kHz,
snage od 50 do 150 W i vremenu trajanja od 5 do 25 min, kori$tenjem vode kao otapala na udio
ukupnih flavonola u komini grozda (Gonzalez-Centeno i sur., 2014). Prema rezultatima, najnize
frekvencije (40 kHz), a najvisa snaga (150 W) pri vremenu od 25 minuta dala je najbolje rezultate
ekstrakcije. Kao $to je vidljivo, u njihovom kao 1 u nasem istrazivanju najveci prinos flavonola

ostvaren je najduzim vremenom ekstrakcije.

Usporedivani su ucinci razli¢itih ekstrakcijskih tehnika (konvecionalna i ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija) na sadrzaj polifenola u ekstraktima dobivenih od komine jabuka
(Pingret 1 sur., 2012.). Uzorci podvrgnuti ekstrakciji sadrzavali su 5 do 35 g suhe tvari, voda je
koriStena kao otapalo. Znafajan porast (30%) u sadrZzaja polifenola (procijanidini, flavonoli)
pronaden nakon UAE u usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom. Optimalni uvjeti su 25 kHz /
150 W / 30-55 min pri 23°C.
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Slika 24. Grafic¢ki prikaz rezultata spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonola u
korijenu maslatka (mg GAEg™!) dobivenih metodom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom.

Rezultati su srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja £SD.

Udio ukupnih flavonola u ekstraktu dobivenih nakon 3 minute u prosjeku je iznosio 00,895
mgGAE g'. Nakon 6 minuta u prosjeku je iznosio 0,891 mgGAE g, dok je nakon 9 minuta u
prosjeku iznosio 0,991 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima, vrijeme ekstrakcije nije

znacajno utjecalo na masene udjele flavonola.

Primjenom 50% vodene otopine MeOH ostvaren je prinos ukupnih flavonola u prosjeku
0,891 mgGAE g, dok je kod primjene 70% vodene otopine MeOH ostvaren prinos ukupnih
flavonola u prosjeku od 0,961 mgGAE g*. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da poveéanje

udjela MeOH ne utjece na prinos ukupnih flavonola ekstrahiranih iz korijena maslacka.

Rezultati pokazuju da je maseni udio ukupnih flavonola ostvaren primjenom amplitude od
50% u prosjeku iznosio 0,865 mgGAE g, primjenom amplitude 75% iznosio je 0,979 mgGAE g
1 dok je primjenom amplitude 100% u prosjeku iznosio 0,933 mgGAE g. Na temelju rezultata

moze se zakljuciti da povecanje amplitude sa 50% na 75% nije drasticno utjecalo na vecu
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ucinkovitost ekstrakcije flavonola iz korijena maslacka, izmedu amplituda od 75% i 100% nema

razlike.

Na temelju grafickog prikaza rezultata mozemo zakljuciti da je najveci prinos flavonola u
korijenu maslacka dobiven pri amplitudi od 75%, primjenom 50% vodene otopine MeOH, te pri

vremenu trajanja ekstrakcije od 9 min.

Otpad od luka je jedan od najbogatijih izvora kvercetina (flavonol). Jang i suradnici (2013)
su proveli istrazivanje u kojem su izolirali kvercetin iz otpada luka pomo¢u UAE. Koristen je
40% -80% etanol, pri temperaturi od 40°C-60°C 1 vremenu trajanja od 15 min do 35 min. U
ovom istrazivanju, autori su dobili najveéi prinos polifenola (11,08 mg g™ suhe mase) pomocu
59% etanola pri 49°C, 40 kHz, 469 W i 25 min. U naSem istrazivanju veéi prinos flavonola

ostvaren je primjenom otapala manje polarnosti.
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5. ZAKLJUCCI

Povecanjem vremena trajanja (3, 6 i 9 minuta) ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
doslo je do povecanja prinosa ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola te
ukupnih hidroksicimetnih kiselina ekstrahiranih iz lista i korijena maslacka (Taraxacum
officinale). Najveci prinos ostvaren je u vremenu trajanja ekstrakcije od 9 minuta.

Bolja ucinkovitost ekstrakcije ukupnih fenola, flavonola, te hidroksicimetnih kiselina kod
lista maslacka postignuta je primjenom otapala sa ve¢im udjelom metanola, 70%, dok je
kod ekstrakcije ukupnih flavonoida iz lista maslacka vecu ulinkovitost imao 50%
metanol. Kod korijena maslac¢ka ekstrakcija fenola i HCK je bila bolja primjenom 70%
metanola, dok je ekstrakcija flavonoida, samim time i flavonola bila bolja primjenom
50% metanola.

Bolja ucinkovitost ekstrakcije ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih
kiselina iz lista i korijena maslacka ostvareni su povecanjem amplitude (50%, 75% i
100%). Kod lista i korijena maslacka bolje iskoristenje ekstrakcije ukupnih fenola i
hidroksicimetnih kiselina je ostvareno primjenom amplitude od 100%, dok je ekstrakcija
ukupnih flavonoida bila bolja primjenom amplitude od 75%. Ukupni flavonoli u listu
bolje su se ekstrahirali primjenom amplitude od 100%, dok su ukupni flavonoli u korijenu
bolje ekstrahirani primjenom amplitude od 75%.

Iz ovog istrazivanja vidljivo je da je maseni udio ukupnih fenola, ukupnih
hidroksicimetnih kiselina, te ukupnih flavonoida i flavonola do 10 puta ve¢i u listu nego u
korijenu maslacka.

Novije metode ekstrakcije, kao §to je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom imaju veliki
potencijal primjene u ekstrakciji fenolnih spojeva i to uz kraée vrijeme ekstrakcije, ustedu

energije, smanjenje koli¢ine primijenjenog organskog otapala, te koriStenje ekoloski
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