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1.uUvoD

Komorac (Foeniculum vulgare Mill.) je viSegodiSnja aromati¢na biljka koja pripada porodici
Apiaceae, a prema vrsti se dijeli na slatki i gorki komorac. Izvorno je biljka koja najbolje
uspijeva i koja potjee iz mediteranskog podneblja, ali se u danasnje vrijeme sve vise
kultivira u cijelome svijetu. Plodovi komoraca su sjemenke duguljasta oblika. Od davnina se,
uz sjemenke, koriste i ostali nadzemni dijelovi komoraca u kulinarstvu i narodnoj medicini.
Zbog svojih nutritivnih i funkcionalnih svojstava, komoraCu se pripisuje antimikrobno,

stimulativno, karminativno, antikancerogeno te antioksidativno djelovanije.

Gorki komorac uzgaja se zbog plodova (sjemenki), etericnog ulja te liS¢a koje se koristi kao
zacCin. Kemijski sastav varira ovisno o klimi, morfotipu, porijeklu te fazi Zetve. Sjemenke
sadrze fitosterole, alkaloide, tanine, kumarine i fenole kao nehlapljive tvari. Od fenolnih
spojeva su prisutne fenolne kiseline te flavonoidi. NajviSe zastupljenje fenolne kiseline su
klorogenska i ruzmarinska kiselina, dok se iz skupine flavonoida izdvajaju kvercetin i

apigenin.

Zbog znacajnih razlika u molekulskoj strukturi i polarnosti fenolnih spojeva kao jednom od
vaznijih svojstava ovih molekula, sustavno se u okviru razli¢itih znanstvenih istraZivanja
pristupa razvijanju jedinstvene metode koja Ce biti optimalna za ekstrakciju svih skupina
polifenola. Uz konvencionalne metode ekstrakcije posljednjih godina razvijaju se nove,
ekoloski prihvatljivije metode izolacije fenolnih spojeva koje se uskladuju sa nacelima zelene
kemije, a neke od naj¢eScih su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija
superkriticnim fluidima te ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku. U posljednje
vrijeme sve se vise ispituje mogucénost primjene tehnike ekstrakcije otapalima pri povisenom
tlaku (eng. pressurized liguid extraction, PLE). Prednosti ove metode su veéa ucinkovitost
ekstrakcije, smanjena potroSnja energije te smanjena koli¢ina organskih otapala. Kako bi
ucinkovitost takve metode bila Sto veéa, potrebno je optimirati parametre ekstrakcije kao Sto

su temperatura, broj ciklusa i staticko vrijeme.

Zbog toga je cilj ovog rada bio odrediti optimalne uvjete izolacije hidroksicimetnih kiselina,
flavonola i flavan-3-ola iz odmaséenih sjemenki gorkog komoraca sukcesivnim iscrpljivanjem
30 %-tnom otopinom acetona i 30 %-tnom otopinom metanola primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku, pri ¢emu su varirani sljedeéi uvjeti ekstrakcije:
temperatura (75 i 100 °C) i broj ciklusa (1, 2 i 3 ciklusa).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KOMORAC

Komorac (Foeniculum vulgare Mill.) je dvogodiSnja biljka iz porodice Stitarki s aromaticnim i
ljekovitim svojstvima (Malhotra, 2012). Njegova taksonomska podjela prikazana je u tablici 1.
Dvije glavne vrste su slatki i gorki komora¢ (Seidemann, 2005). Iako se smatra autohtonom
biljkom na obalama Mediteranskog mora, komoraC se Siroko rasprostranio i u drugim
dijelovima svijeta. Moze se uzgajati ili rasti divlje, a najviSe mu odgovara suho tlo u blizini
morske obale ili obala rijeka. Komorac je uspravan i razgranat, njegovo lis¢e je pernato, a
cvjetovi Zuto-zelene boje. Moze narasti i do visine od 2,5 metra. Plod predstavljaju suhe
sjemenke duge 4-10 mm. One se nerijetko koriste kao zacin u kulinarstvu te se vrlo Cesto
njihova aroma usporeduje s aromom anisa. Kada su svjeze, sjemenke su smede ili zelene
boje, a starenjem se njihova boja mijenja u sivu (Rather i sur., 2016; Badgujar i sur., 2014;
Diaz-Maroto i sur., 2002).

Tablica 1. Taksonomska podijela komoraca (Badgujar i sur., 2014)

Carstvo Plantae
Koljeno Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Red Apiales
Porodica Apiaceae
Rod Foeniculum
Vrsta Foeniculum vulgare Mill.

Osim sjemenki, u kuhinji se tradicionalno koristi i korijen te liS¢ée komoraca. Sva tri dijela
biljke mogu se konzumirati kuhani ili u sviezem obliku. NajceS¢e se koristi kao dodatak
razli¢itim prilozima i salatama, tjestenini te povréu. U industriji se primjenjuje za
aromatiziranje i poboljSavanje organoleptickih svojstva bezalkoholnih pica, likera, pekarskih

proizvoda i sladoleda. Komorac ima Siroku primjenu i u medicini. Zbog svojeg kemijskog



sastava ima izrazito jak antioksidacijski potencijal, a moze djelovati i antimikrobno,
antikancerogeno i hepatoprotektivno. Takoder, povoljno utjeCe na opustanje misica, stres te
mucnine (Malhotra, 2012).

Slika 1. Foeniculum vulgare Mill. (Anonymous 1)

2.2. KEMIJSKI SASTAV KOMORACA

Sjemenke komoraca prosje¢no sadrze (na 100 grama): 8,8 g vode, 36,6 g ugljikohidrata,
15,7 g prehrambenih vlakana, 15,8 g proteina te 14,9 g masti. Od mikronutrijenata
najzastupljeniji su kalcij, Zeljezo, magnezij, kalij, natrij, vitamin A, niacin i riboflavin. Bitne
kemijske komponente sjemenki su jos Skrob, tanini, eteri¢no ulje i masne kiseline od kojih su
najbitnije oleinska, linolenska te palmitinska kiselina (Bernath i sur., 1994). Eteri¢no ulje
gorkog komoraca sadrzi 50 % trans-anetola, 10-20 % fenkona, 10-30 % limonena, 3-11 %
alfa-felandrena, 12-16 % alfa-pinena te joS estragol, beta-pinen, alfa-tujen i mircen
(Malhotra, 2012). Od nehlapljivih komponenti izolirani su fenolni spojevi. Medu deset
najbitnijih antioksidativnih spojeva, komorac sadrzi kafeoilkina, dikafeoilkina i ruzmarinsku
kiselinu te flavonoide (Parejo i sur., 2004a,b). U sjemenkama se nalazi 0,79 % etericnog



ulja, 5,82 % nehlapljivog ulja i 1,17 mg/g suhe tvari ukupnih fenola (El-Awadi i Hassan,
2010).

2.3. FENOLNI SPOJEVI KOMORACA

Fenolni spojevi su Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu te predstavljaju najve¢u skupinu
sekundarnih biljnih metabolita. Gradeni su od jednog ili viSe aromatskih prstena koji na sebi
imaju jednu ili vise hidroksilnih (-OH) skupina. Danas je poznato oko 8 000 fenolnih spojeva,
od jednostavnih fenolnih kiselina do polimeriziranih molekula kao Sto su tanini. Fenoli
sudjeluju u zastiti biljaka od ultraljubi¢astog zracenja, parazita ili patogena, a takoder utjecu i
na boju (Dai i Mumper, 2010). Fenolni spojevi imaju antioksidativha svojstva te kod ljudi
doprinose zastiti od kardiovaskularnih bolesti, karcinoma i dijabetesa. Dvije glavne skupine

fenolnih spojeva su fenolne kiseline i flavonoidi (Vinholes i sur., 2015; Tapiero i sur., 2002).

2.3.1. FENOLNE KISELINE

Fenolne kiseline pripadaju kategoriji neflavonoidnih spojeva. Dijele se u dvije skupine, a to
su hidroksicimetne kiseline i hidroksibenzojeve kiseline te njihovi derivati (Manach i sur.,
2004). Voce i povrée sadrzi velik udio slobodnih fenolnih kiselina, dok su u Zitaricama i
sjemenkama prisutne u vezanom obliku. Takve vezane fenolne kiseline mogu se osloboditi
jedino kiselinskom ili alkalnom hidrolizom ili pomocu enzima (Tsao, 2010). Medu znacajnije
fenolne kiseline nadene u komoraCu spadaju galna, kafeinska, cimetna, klorogenska,

ferulinska, vanilinska i taninska kiselina (Singh i sur., 2004).

2.3.1.1. HIDROKSICIMETNE KISELINE

Hidroksicimetne kiseline imaju jednostavnu kemijsku okosnicu koja se sastoji od
fenilpropanoidne C6-C3 strukture (Teixeira i sur., 2013). Raznolikost njihove strukture ovisi o
broju i polozaju hidroksilnih skupina na aromatskom prstenu (Vinholes i sur., 2015). Vrlo
rijetko se nalaze u slobodnom obliku, osim u preradenoj hrani koja je podvrgnuta
fermentaciji, sterilizaciji ili smrzavanju (Manach i sur., 2004). Najpoznatiji derivati cimetne
kiseline su kafeinska, kumarinska i ferulinska kiselina (Dai i Mumper, 2010). Prema Roby i



sur. (2013), komorac sadrzi 6,873 % klorogenske kiseline, 4,325 % p-kumarinske kiseline,
2,96 % kafeinske kiseline i 3,555 % ferulinske kiseline.

0 R: = OH: kumarinska kiselina
R Ry = R; = OH: kafeinska kiselina
OH Ri = OCHj, R; = OH: ferulinska kiselina

Slika 2. Struktura hidroksicimetnih kiselina (Manach i sur., 2004)

2.3.1.2. HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Hidroksibenzojeve kiseline se, za razliku od hidroksicimetnih kiselina, uglavhom nalaze u
obliku glikozida (Herrmann i Nagel, 1989). Najpoznatiji derivat je galna kiselina (Dai i
Mumper, 2010). Varijacije u strukturi hidroksibenzojevih kiselina prisutne su zbog metilacija i
hidroksilacija aromatskog prstena. Mogu biti vezane za stanicnu stijenku frakcije (npr. lignin)
ili u topljivom obliku konjugirane sa Secerima ili organskim kiselinama (Strack, 1997). Vrlo
vazan izvor galne kiseline je ¢aj, dok komorac sadrzi 0,169 %, odnosno 2,21 mg/100 g suhe
tvari galne kiseline (Tomas-Barberan i Clifford, 2000; Roby i sur., 2013; Gaafar i sur., 2013).

0 ;= Ry = OH, Ry = H: protokatehinska kssalina

R:i= R;= Ry = OM: galna kiselina
OH ”

Slika 3. Struktura hidroksibenzojevih kiselina (Manach i sur.,2004)



2.3.2. FLAVONOIDI

Flavonoidi su polifenolni sekundarni metaboliti niske molekulske mase. Njihova biosinteza
zapocinje kondenzacijom tri molekule malonil-CoA sa p-kumaroil-CoA te uz pomo¢ enzima
¢alkon sintetaze nastaje spoj naringenin-calkon. Calkon se nakon toga izomerizira u flavanon
uz prisutnost calkon izomeraze, a put biosinteze se potom grana u nekoliko skupina
flavonoida: flavone, izoflavone, flavonole, antocijanidine, flavan-3-ole te flavanone.
Zahvaljujudi strukturnoj i funkcionalnoj raznolikosti, ovi spojevi imaju Siroki spektar aktivnosti

u biljkama, Zivotinjama i mikroorzanizmima (Khalid i sur., 2019).
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Slika 4. Osnovna struktura flavonoida i njegovih skupina (Nishiumi i sur., 2011)

2.3.2.1. FLAVONOLI

Flavonoli su najprisutniji flavonoidi u hrani, a glavni predstavnici ove skupine su kvercetin,
mircetin i kempferol (Slika 5.). Uglavhom se nalaze u glikoliziranom obliku, najcesce s
glukozom ili ramnozom kao vezanom Secernom skupinom. Nakupljaju se u vanjskom dijelu
biljike jer je njihova biosinteza stimulirana svjetlom. Zbog razli¢ite izlozenosti suncevoj

svjetlosti postoje razlike u koncentraciji flavonola izmedu vocnih plodova na istom stablu te



Cak i s razlicitih strana jednog ploda (Price i sur., 1995). Flavonoli su u najvedim
koncentracijama prisutni u luku, poriluku, brokuli i borovnici (Manach i sur., 2004). U
komoracu je pronadeno 9,71 mg/100 g suhe tvari mircetina te 2,63 mg/100 g suhe tvari
kvercetina (Gaafar i sur., 2013).

OH ¢

Mircetin Ri=R>=R3=0H
Kvercetin Ri=R;=0H, R3s=H

Kempferol R;= OH, Ri=Rs=H

Slika 5. Kemijska struktura glavnih predstavnika flavonola (Jakobek i sur., 2007)

2.3.2.2. FLAVAN-3-0OLI

Flavan-3-oli ili flavanoli postoje u obliku monomera (katehini) te polimera
(proantocijanidini) (Manach i sur., 2004). Ne posjeduju dvostruku vezu izmedu C2 i C3,
te nemaju karbonilnu skupinu na C4 u C prstenu flavanola (Slika 6.). Takva struktura i
hidroksilacija na C3 im omogucuje dva kiralna srediSta na molekuli, zbog ¢ega onda
postoje Cetiri moguca dijastereomera. Katehin je izomer s trans konfiguracijom, a
epikatehin je izomer s cis konfiguracijom. Obje konfiguracije imaju po dva sterecizomera
(Tsao, 2010). Oni su jedna od najc¢eS¢e konzumiranih vrsta flavonoida te su njihovi
prehrambeni izvori vrlo razliciti, od ¢ajeva do voca i povréa (Bai i sur., 2014; Otaki i sur.,
2009). U komoracu je detektiran katehin kao predstavnik ove skupine spojeva (Allaithy,
2017).
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Slika 6. Kemijska struktura stereoizomera katehina i epikatehina (Silva i Costa, 2014)

2.4. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA I1Z KOMORACA

Priprema i ekstrakcija fenolnih spojeva ovisi 0 njihovim kemijskim svojstvima te prirodi
uzorka. Kemijska svojstva odnose se na koncentraciju jednostavnih i slozenih polifenolnih
spojeva, molekulskoj strukturi, polarnosti te broju aromatskih prstena i hidroksilnih skupina.
Kompleksi s ugljikohidratima, proteinima i drugim elementima mogu dodatno otezati potpunu
ekstrakciju nekih fenola. Takoder, za uzorke koji sadrze lipide mogu se primijeniti procesi
odmascivanja kako bi se uklonilo ulje, a najcesSce koriSteno otapalo za to jest heksan
(Khoddami i sur., 2013). Raznolikosti u strukturi spojeva i nedostatak odgovarajucih
standarda rezultiraju otezanom analizom fenolnih spojeva u biljnim uzorcima (Huang i sur.,
2007). Zbog toga se u danasnje vrijeme sve viSe koriste moderne ekstrakcijske metode koje,
uz olakSavanije izolacije odredenih spojeva, imaju i mnoge druge benefite. Neke od najcescih
modernijih metoda su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija superkti¢nim
fluidima te ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisSenom tlaku (Zhang i sur., 2018).



2.4.1. UBRZANA EKSTRAKCIJA OTAPALIMA PRI POVISENOM TLAKU

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (eng. accelerated solvent extraction, ASE)
je automatizirana ekstrakcija Cvrstih i polucvrstih uzoraka. Proces ekstrakcije provodi se pri
temperaturama viSim od temperature vrenja otapala, Sto zahtijeva da tlak unutar Celije bude
visok (~ 10 MPa) kako bi se otapalo odrzalo u teku¢em stanju. Visoka temperatura (do 200
°C) doprinosi vecoj topljivosti i vecoj brzini difuzije otopljenih tvari u otapalu (Giergielewicz-
Mozajska i sur., 2001; Dean, 1998). Uredaj za ovakvu vrstu ekstrakcije omogucuje
istovremeno ekstrahiranje 24 uzorka ¢ije mase mogu biti u rasponu od 1 do 100 grama.
Metoda je vrlo slicha Soxhlet ekstrakciji. Medutim, njezine prednosti nad Soxhlet
ekstrakcijom su velike. ASE omogucava krace vrijeme ekstrakcije, koje je s 18 sati smanjeno
na samo 22 minute. Takoder, ucinkovitost je veéa, smanjena je potroSnja energije te kolicina
organskih otapala na 80 mL ili manje, a samim time je smanjena i koli¢ina stvaranja otpada
(Raut i sur., 2015).

Slika 7. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri povisenom tlaku Dionex™ ASE™ 350

(osobna fotografija)



2.4.2. UTJECAJ POLARNOSTI OTAPALA NA EKSTRAKCIJU

Polifenolni spojevi su zbog svoje kemijske strukture i interakcije s drugim sastojcima hrane
podlozni zahtjevnijim postupcima ekstrakcije. Neki od faktora koji utjeCu na ucinkovitost
ekstrakcije takvih spojeva su temperatura, vrijeme ekstrakcije, veliina Cestica te polarnost
otapala. Polarnost polifenola je Sirokog raspona, od polarnih do nepolarnih spojeva pa su
zbog toga za njihovu ekstrakciju potrebna i otapala razlicitih polarnosti (Dent i sur., 2013).
ASE sustav ukljucuje koriStenje Sirokog raspona otapala, osim onih koje su samozapaljujuce

pri temperaturama od 40-200 °C (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001).

Heksan je otapalo koje zbog svoje nepolarnosti, izvrsne sposobnosti otapanja i uske tocke
vrenja (63-69 °C), ima Siroku upotrebu u ekstrakciji ulja, odnosno odmaséivanju
uzoraka (Liu i Mamidipally, 2005). Vodene otopine acetona su vrlo dobra otapala za polarne
polifenolne spojeve i spojeve vecih molekulskih masa, ali i druge antioksidanse (Dai i
Mumper, 2010). Metanol je polarno otapalo te se, prilikom ekstrakcije polifenola, pokazao

najvise ucinkovit za polifenolne spojeve niskih molekulskih masa (Do i sur., 2014).

Acetonski ekstrakt sjemenki komoraca bogatiji je fenolima, dok metanolni ekstrakt sadrzi

vece koli¢ine flavonoida (Goswami i Chatterjee, 2014).

Tablica 2. Polarnost otapala (Anonymous 2)

DIELEKTRICNA
OTAPALO INDEKS POLARNOSTI
KONSTANTA
Voda 10,2 80,1
Metanol 51 32,7
Aceton 51 20,7
Heksan 0,1 1,88
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI
3.1.1. SIEMENKE GORKOG KOMORACA

Za istrazivanje su koristene suhe sjemenke gorkog komorala (Foeniculum vulgare Mill.)
nabavljene od tvrtke SUBAN d.o.o. (Samobor, Hrvatska). Neposredno prije ekstrakcije,
sjemenke komoraca usitnjene su pomocu elektricnog mlinca te se tako dobiveni uzorak

koristo za ekstrakciju fenolnih spojeva.

3.1.2. KEMIKALIJE I STANDARDI

e Heksan, 95 %-tni

¢ 30 % vodena otopina acetona (v/v)
Priprema: U odmjernu tikvicu od 1 L doda se 300 mL 100 %-tnog acetona i razrijedi
do oznake destiliranom vodom.

¢ 30 % vodena otopina metanola (v/v)
Priprema: U odmjernu tikvicu od 1 L doda se 300 mL 100 %-tnog metanola i razrijedi
do oznake destiliranom vodom.

e Dijatomejska zemlja

¢ Koncentrirana klorovodic¢na kiselina, 37 %-tna

o Etanol, 96 %-tni

« Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g/L HCl (u 96 % etanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37 %) otpipetira se u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake.

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g/L HCI
Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37 %) otpipetira se u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard klorogenske kiseline (100 mg/L)
Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji
100 mg/L. Odvaze se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plasticnoj ladici za
vaganje te se pomocu 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni
metanolom.

e Standard kvercetina (100 mg/L)
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Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 100
mg/L. Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmijernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni
metanolom.

e Metanol, 100 %-tni

e 1 %-tna metanolna otopina vanilina
Priprema: 1 g vanilina se doda u odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopuni 100 %-tnim
metanolom do oznake.

e Koncentrirana 96 %-tna sumporna kiselina (H2S04)

e 25 %-tna otopina sumporne kiseline
Priprema: 13,02 mL 96 %-tne sumporne kiseline prenese se u odmjernu tikvicu od 50
mL u koju je prethodno dodano malo 100 %-tnog metanola (cca 20 mL). Tikvica se
obavezno drzi u hladnoj vodenoj kupelji, a konc. sumporna kiselina se dodaje u
malim obrocima. Po dodatku cijelog volumena kiseline, tikvica se do oznake nadopuni
100 %-tnim metanolom.

e Standard katehina (5 g/L)
Priprema: Odvaze se 500 mg standarda katehina u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomoc¢u 10 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni

metanolom.

3.1.3. APARATURA I PRIBOR

Aparatura:

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern, Njemacka)

o Analiticka vaga (AX224, Ohaus, SAD)

e Sustav za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri poviSenom tlaku (Dionex ASE 350,
Thermo Fisher Scientific, SAD)

o Elektricni mlinac (GT11, Tefal, Francuska)

o Spektrofotometar (UV-1600PC, VWR, Belgija)

e Ultrazvucna kupelj (DT 512 H, Bandelin, Njemacka)

e Vortex (MS 2 Minishaker, Ika, SAD)
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Pribor:

e Celulozni filteri za ekstrakciju

o Celije za ekstrakciju od nehrdajuceg Celika volumena 34 mL
e Menzure, volumena 100 mLi 1L

e Mikropipete, volumena 100 pL i 1000 uL

e Odmijerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL i 100 mL
e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL
e Plasticna CaSica

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Plasti¢na Zli¢ica

e Plasticne kivete

e Staklene boce

e Staklene epruvete

e Staklene kivete

e Stakleni lijevak

e Stalak za epruvete

3.2. METODE RADA
3.2.1. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzoraka sjemenki gorkog komoraca provedena je uzastopnom
frakcijskom ekstrakcijom primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku na
uredaju Dionex ASE 350, uz prisutnost otapala razli¢ite polarnosti: heksan, aceton i metanol.
Najprije je provedena ekstrakcija nepolarnim otapalom heksanom radi uklanjanja lipidne
frakcije. Nakon toga su odmasceni uzorci ekstrahirani polarnim otapalima i to slijedom
povecanja polarnosti otapala, odnosno prva frakcija fenolnih spojeva ekstrahirana je pomocu
vodene otopine acetona (30 %), nakon Cega je slijedila frakcija ekstrahirana pomocu vodene
otopine metanola (30 %). Na opisani nacin dobiveno je ukupno 12 ekstrakata fenolnih
spojeva. Nakon provedene ekstrakcije, u dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski su

odredeni ukupne hidroksicimetne kiseline, ukupni flavonoli te ukupni flavan-3-oli.
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3.2.2. PRIPREMA UZORKA I UVJETI EKSTRAKCIJE

Na analitickoj vagi u plasti¢noj Casici odvaze se priblizno 8 g usitnjenih sjemenki komoraca. U
CaSicu se doda i jedna mjerica dijatomejske zemlje (~ 1,5 g) u svrhu poboljSanja ekstrakcije
te se sve dobro promijeSa plasticnom Zli¢icom. U cCelije za esktrakciju stave se po dva
celulozna filtera te prethodno promijeSana smjesa sjemenki komoraca i dijatomejske zemlje.
Celije se nakon toga ru¢no zatvore. Prije same ekstrakcije, otapala za ekstrakciju odzrace se
u ultrazvucnoj kupelji 30 minuta. Na gornji dio uredaja Dionex ASE 350 zatim se postavlja
Sest pripremljenih ekstrakcijskih Celija, a u donji dio uredaja postavi se Sest staklenih bocica
koje sluze za sakupljanje ekstrakta. Pripremljeni uzorci prvo su podvrgnuti ekstrakciji s 95 %-
tnim heksanom, radi odmascivanja. Nakon toga, provedena je ekstrakcija istih uzoraka 30
%-tnom vodenom otopinom acetona, a zatim 30 %-tnom vodenom otopinom metanola pri
razliCitim temperaturama i broju ciklusa ekstrakcije u cilju optimiranja uvjeta ekstrakcije
bioaktivnih spojeva. Fiksni uvjeti ekstrakcije bili su: staticko vrijeme (eng. static time) 5
minuta, tlak ~ 10 MPa, ispiranje (eng. rinse) 50 % te propuhivanje (eng. purge) 30 s.

Tablica 2. prikazuje varirane uvjete ekstrakcije.

Tablica 3. Eksperimentalni plan pokusa ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz sjemenki gorkog

komoraca primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku

TEMPERATURA BROJ
OTAPALO OZNAKA UZORKA
(°C) CIKLUSA
Al 75 1
A2 75 2
30 %
A3 75 3
ACETON A4 100 1
A5 100 2
A6 100 3
M1 75 1
M2 75 2
30 % M3 75 3
METANOL V4 {00 i
M5 100 2
M6 100 3
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Ekstrakti s acetonom i metanolom su prebaceni u odmjerne tikvice od 50 mL, dopunjeni
otapalom do oznake te pohranjeni na +4 °C do provodenja analiza, a ekstrakti s heksanom
su pripremljeni na odgovarajuéi nacin za analizu sastava masnih kiselina, Sto nije predmet

ovog rada.

3.2.3. ODREDIVANJIE UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA

Princip metode

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se u acetonskom i metanolnom
ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode pri ¢emu se intenzitet nastalog

obojenja mjeri pri 320 nm (Howard et al., 2003).

Priprema ekstrakta

Ekstrakti u kojima se odreduju ukupne hidroksicimetne kiseline dobiveni su ubrzanom
ekstrakcijom otapalima pri povisenom tlaku na nacin opisan u poglavlju 3.2.1. Prije provedbe
analize, uzorci se termostatiraju 30 min pri sobnoj temperaturi. Za odredivanja koncentracije
ukupnih hidroksicimetnih kiselina, sve uzorke koji su ekstrahirani acetonom potrebno je
razrijediti 5 puta koriStenjem ekstrakcijskog otapala (30 %-tni aceton), dok uzorke

ekstrahirane 30 %-tnim metanolom nije potrebno razrijediti.

Postupak odredivanija

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta, 250 pL 1 g/L HCl u 96 % etanolu i
4,55 mL 2 g/L HCI. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima
otapalo za ekstrakciju. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se

mjeri na 320 nm.

Izrada bazdarnog pravca

1z alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja: 10, 25, 50 i 66,7
mg/L na nacin da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 1, 2,5, 5i 6,67 mL i nadopuni 80
%-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti nacin se pripremi i slijepa

proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80 %-tni metanol.
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U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL otopine standarda, 250 pyL 1 g/L HCl u 96 %

etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija

se mjeri na 320 nm.
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Slika 8. BaZdarni pravac za klorogensku kiselinu

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y = 0,0035X - 0,0082

gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L)

3.2.4. ODREDIVANJIE UKUPNIH FLAVONOLA

Princip metode
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Odredivanje se provodi u acetonskom i metanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode pri ¢emu se intenzitet nastalog obojenja mijeri pri 360 nm
(Howard et al., 2003).

Postupak odredivanija

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta, 250 pL 1g/L HCl u 96 % etanolu i
4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm.
Na isti se nacin pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca

Kvantifikacija ukupnih flavonola provodi se pomocu jednadzbe baZzdarnog pravca za
kvercetin. Iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja: 2,5, 5,
10, 25, i 50 mg/L na nacin da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0,25, 0,5, 1, 2,5i 5 mL
i nadopuni 100 %-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti se nacin
pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 L otopine standarda, 250 pL 1g/L HCl u 96 %
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360

nm.
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Slika 9. Bazdarni pravac za kvercetin
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0031 X
gdje je:
Y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kverecetina (mg/L).

3.2.5. ODREDIVANJIE FLAVAN-3-OLA VANILIN METODOM

Princip metode

Princip odredivanja flavan-3-ola temelji se na specificnosti spojeva iz skupine flavan-3-ola da
reagiraju s vanilinom uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi koji se kvantitativno odreduju

mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun et al., 1998).

Postupak odredivania

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL 1 %-tne otopine vanilina, 2,5 mL 25 %-tne
otopine H,SO4 i 1 mL ekstrakta. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci ostave stajati 10
minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm.
Na isti se nacin pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se alikvotna otopina standarda katehina
koncentracije 5g/L (500 mg/100 mL). Od te otopine prirede se slijedeca razrijedenja: 50,
100, 200, 300 i 400 mg/100 mL na nacin da se otpipetira redom: 1, 2, 4, 6 i 8 mL alikvotne

otopine u odmjerne tikvice od 10 mL, te se do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

1z svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje
2,5 mL 1 %-tne otopine vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine H,SO4. Uzorci se ostave stajati
10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 500

nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima metanol.
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Slika 10. Bazdarni pravac za katehin

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y = 0,004X + 0,2689
gdje je:
Y — apsorbancija pri 500 nm,

X — koncentracija katehina (mg/L).

3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku obradu podataka koristen je programski sustav
Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperimenti su dizajnirani kao puni faktorijalni
dizajn. Nezavisne varijable bile su: temperatura ekstrakcije (75 i 100 °C) i broj ciklusa
ekstrakcije (1, 2 i 3). Kao zavisne varijable promatrane su: udio ukupnih hidroksicimetnih
kiselina (mg/100 g), ukupnih flavonola (mg/100 g) i flavan-3-ola (mg/100 g). Za usporedbu
uzoraka koriStena je multivarijantna analiza varijance (MANOVA), pri ¢emu je statisticki

znacajna razlika razmatrana na razini p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U radu su prikazani rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih hidroksicimetnih
kiselina, ukupnih flavonola te ukupnih flavan-3-ola u ekstraktima odmascenih sjemenki
komoraca dobivenim sukcesivnim iscrpljivanjem 30 %-tnom otopinom acetona i 30 %-tnom
otopinom metanola primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku (PLE). Cilj
je bio optimirati PLE uvjete (temperatura i broj ciklusa) za izolaciju fenolnih spojeva sjemenki

komoraca.

4.1. UKUPNE HIDROKSICIMETNE KISELINE

Tablica 4. Utjecaj temperature ekstrakcije i broja ciklusa na udio ukupnih hidroksicimetnih
kiselina (mg/100 g) u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim acetonom i 30 %-

tnim metanolom

Aceton Metanol
Temperatura (°C) p<0,01* p<0,01*
75 296,93+5,35 66,25+1,33
100 342,85+5,35 46,59+1,33
Broj ciklusa p<0,01* p<0,01*
1 295,26+6,55 49,72+1,63
2 314,54+6,55 68,43+1,63
3 349,87+6,55 51,11+1,63
Prosjecna
vrijednost 319,89 >6:42

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost+standardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05.

Tablica 4 prikazuje statisticki obradene podatke o utjecaju temperature i broja ciklusa na
udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina kiselina u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30
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%-tnim acetonom i 30 %-tnim metanolom. Rezultati prikazuju da temperatura i broj ciklusa
imaju signifikantan utjecaj na udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u spomenutim
ekstraktima. Prema podacima, optimalni uvjeti ekstrakcije ukupnih hidroksicimetnih kiselina u
sjemenkama gorkog komoraca pri kojima se dobivaju najveci prinosi su sljededi:

e ekstrakcija s 30 %-tnim acetonom pri temperaturi od 100 °C te 3 ciklusa
e ekstrakcija s 30 %-tnim metanolom pri temperaturi od 100 °C te 2 ciklusa.
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Slika 11. Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s

30 %-tnim acetonom i 30 %-tnim metanolom

Slika 11 prikazuje udio ukupnih hidroksicimetnih  kiselina u acetonskim i metanolnim
ekstraktima sjemenki komoraca izrazenih kao srednja vrijednost dvaju paralela.
Koncentracije u acetonskim ekstraktima kre¢u se u rasponu od 282,96 - 378,24 mg/100 g s
prosjecnom vrijednosti od 319,89 mg/100 g. NajviSa koncentracija hidroksicimetnih kiselina
odredena je u uzorku A6, a najniza u uzorku A2. U metanolnim ekstraktima najvisa
koncentracija zabiljezena je u uzorku M5 te iznosi 75,46 mg/100 g, dok je najniza
koncentracija u vrijednosti 30,22 mg/100 g odredena u uzorku M4. Prosje¢na vrijednost
koncentracija hidroksicimetnih kiselina u metanolnom ekstraktu je 56,42 mg/100 g. Potrebno
je naglasiti da se kao metoda koristila frakcijska ekstrakcija, odnosno da je nakon ekstrakcije
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acetonom na istim uzorcima slijedila ekstrakcija metanolom. Metanol je, kao polarnije
otapalo od acetona, joS dodatno ekstrahirao preostale komponente iz uzorka sjemenki

komoraca.

Gaafar i sur. (2013) su u svojem istraZivaju odredivali fenolne spojeve slatkog komoraca u
ekstraktima s 80 %-tnim metanolom. Spojeve su identificirali pomocu tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC).
U ekstraktima komoraca odredene su klorogenska kiselina (122,76 mg/100 g suhe tvari),
kafeinska kiselina (15,99 mg/100 g suhe tvari) te ferulinska kiselina (1,63 mg/100 g suhe
tvari). Krizman i sur. (2007) takoder su pomo¢u HPLC metode identificirali fenolne spojeve,
ali u ekstraktima s 20 %-tnim metanolom. U njihovom istraZivanju odredene su sljedeée
hidroksicimetne Kkiseline: 3-kafeoilkina kiselina, klorogenska kiselina, 4-kafeoilkina, 1,3-
dikafeoilkina kiselina, 1,5-dikafeoilkina kiselina i 1,4-dikafeoilkina kiselina. U najvisoj
koncentraciji bila je prisutna 1,4-dikafeoilkvinska kiselina (377,8 mg/100 g suhe tvari), dok je
najmanje bilo 3-kafeoilkvinske kiseline (13,7 mg/100 g suhe tvari). Ako se hidroksicimetne
kiseline u navedenim istrazivanjima promatraju kao ukupne hidroksicimetne kiseline, moZe se
zakljuciti da rezultati nisu u skladu s onima dobivenim u ovom istrazivanju. Moguci razlozi
tome mogu biti koriStenje razliith metoda, otapala i uvjeta ekstrakcije, razliCitih vrsta i
dijelova komoraca te izrazavanje koncentracije hidroksicimetnih kiselina s obzirom na suhu
tvar.
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4.2. UKUPNI FLAVONOLI

Tablica 5. Utjecaj temperature ekstrakcije i broja ciklusa na udio ukupnih flavonola (mg/100

g) u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim acetonom i 30 %-tnim metanolom

Temperatura
(°C)
75
100
Broj ciklusa
1
2

3

Prosjecna

vrijednost

Aceton

p<0,01*

86,14+1,09
122,41+1,09
p<0,01*
87,88+1,33
109,02+1,33

115,92+1,33

104,27

Metanol

p<0,01*

22,21+0,27
32,22+0,27
p<0,01*
24,90+0,33
27,37+0,33

29,38+0,33

27,22

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05.

U tablici 5 prikazani su rezultati statistiCke obrade podataka o utjecaju temperature i broja

ciklusa na udio ukupnih flavonola u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim

acetonom i 30 %-tnim metanolom. Prema statistickoj analizi, temperatura i broj ciklusa

signifikantno utjeCu na udio ukupnih flavonola u navedenim ekstraktima. Optimalni uvjeti

ekstrakcije ukupnih flavonola u siemenkama gorkog komoraca pri kojima se dobivaju najveci

prinosi su:

e ekstrakcija s 30 %-tnim acetonom pri temperaturi od 100 °C te 3 ciklusa
e ekstrakcija s 30 %-tnim metanolom pri temperaturi od 100 °C te 3 ciklusa.
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Slika 12. Udio ukupnih flavonola u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim

acetonom i 30 %-tnim metanolom

Na slici 12 prikazane su srednje vrijednosti dviju paralela dobivenih spektrofotometrijskim
odredivanjem ukupnih flavonola u acetonskom i metanolnom ekstraktu sjemenki komoraca.
Najnizu koncentraciju u vrijednosti od 68,95 mg/100 g u acetonskom ekstraktu ima uzorak
A1l. NajviSa koncentracija odredena je u uzorku A6 i iznosi 140,72 mg/100 g, dok je
prosjecna vrijednost za acetonske ekstrakte 104,27 mg/100 g. U metanolnim ekstraktima
koncentracije se kre¢u od 19,22 - 34,87 mg/100 g uz prosjecnu vrijednost 27,22 mg/100 g.
Metanolni ekstrakti prate trend pa je tako najniza koncentracija ukupnih flavonola odredena

u uzorku M1, a najvisa u uzorku M6.

Dua i sur. (2013) u svom su istrazivanju odredili 782 mg kvercetina/100 g suhe tvari te 92,9
mg kempferola/100 g suhe tvari u sjemenkama komoraca. Sjemenke su bile podvrgnute
ekstrakciji s 80 %-tnim metanolom, a polifenolni spojevi odredeni pomocu HPLC metode.
Gledajuéi navedene spojeve kao ukupne flavonole, rezultat je bitno viSi od onog dobivenog u
ovom radu. Priecina i Karklina (2014) istrazivale su fenolne spojeve razlicitih biljaka u
ekstraktima s acetonom i etanolom, koji su identificirani spektrofotometrijski. Koncentracija
ukupnih flavonola za perSin bila je 60,01+0,45 mg RE/100 g suhe tvari, a za kopar
376,76+0,69 mg RE/100 g suhe tvari. Obzirom da persin i kopar pripadaju porodici Apiaceae,
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kao i komorac, njihovi ukupni flavonoli usporedeni su s onima u ovom radu. Razlike u
rezultatima moguce su zbog koriStenja drugacijih metoda ekstrakcije i identifikacije flavonola,
upotreba razlicitih otapala, razli¢ito podrijetlo sjemenki te u konacnici usporedba rezultata s

drugim vrstama biljaka iz iste porodice.

4.3. UKUPNI FLAVAN-3-OLI

Tablica 6. Utjecaj temperature ekstrakcije i broja ciklusa na udio ukupnih flavan-3-ola
(mg/100 g) u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim acetonom

Aceton

Temperatura (°C) p<0,01*
75 1,36+0,76
100 6,20+0,76

Broj ciklusa p=0,14
1 2,52+0,93
2 5,51+0,93
3 3,30+0,93

Prosjecna vrijednost 3,78

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost+standardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05.

Tablica 6 prikazuje rezultate statisticke obrade podataka o utjecaju temperature i broja
ciklusa na udio ukupnih flavan-3-ola u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim
acetonom. Temperatura ima signifikantan utjecaj na udio ukupnih flavan-3-ola u acetonskom
ekstraktu, za razliku od broja ciklusa koji nema signifikantan utjecaj. Optimalni uvjeti
ekstrakcije ukupnih flavan-3-ola u sjemenkama gorkog komoraca pri kojima se dobivaju

najveci prinosi su:
e ekstrakcija s 30 %-tnim acetonom pri temperaturi od 100 °C te 2 ciklusa.
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Slika 13. Udio ukupnih flavan-3-ola u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca s 30 %-tnim

acetonom

Srednje vrijednosti koncentracije ukupnih flavan-3-ola u acetonskom ekstraktu prikazane su
na slici 13. Koncentracije se krecu u rasponu od 0,79 mg/100 g u uzorku A3 do 7,97 mg/100
g u uzorku A5, s prosje¢nom vrijednosti od 3,78 mg/100g. U uzorku A1 flavan-3-oli nisu
odredeni. Takoder, odredivanje flavan-3-ola provedeno je i u svim metanolnim ekstraktima,
ali niti u jednom nisu odredeni navedeni spojevi. Allaithy (2017) je u svom radu pomocu
HPLC-a u metanolnim ekstraktima sjemenki komoraca detektirala 1,736 mg/100 g katehina.
Rezultat se ne razlikuje mnogo od onoga dobivenog u ovom radu, ali treba uzeti u obzir da
se ne radi o ukupnim flavan-3-olima, ve¢ o samo jednom spoju unutar te skupine. Ukupni
flavan-3-oli u svjezim uzorcima biljaka iz porodice Apiaceae (perSin i kopar) nisu
identificirani, dok je u suSenim uzorcima njihova koncentracija iznosila 5769,96+23,84 mg
CE/100 g suhe tvari za persin te 5194,86+41,81 mg CE/100 g suhe tvari za kopar (Priecina i
Karklina, 2014). Rezultati su znatno visi od onih dobivenih u ovom radu zbog mogudéih razlika
u metodama ekstrakcije i otapalima koja su za nju koriStena, razli¢itim metodama

identifikacije flavan-3-ola te razli¢itim vrstama biljaka.
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5. ZAKLJUCAK

1. Primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku sukcesivnim
iscrpljivanjem u prvoj su fazi, odnosno u acetonskim ekstraktima odmascenih
sjemenki komoraca izolirani fenolni spojevi s prosje¢nim vrijednostima 319,89
mg/100 g za ukupne hidroksicimetne kiseline, 104,27 mg/100 g za ukupne flavonole
te 3,78 mg/100 g za ukupne flavan-3-ole, dok su u drugoj fazi u metanolnim
ekstraktima odmascenih sjemenki komoraca izolirani fenolni spojevi s prosjecnim
vrijednostima 56,42 mg/100 g za ukupne hidroksicimetne kiseline te 27,22 mg/100 g
za ukupne flavonole.

2. Najvisa koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina u acetonskim ekstraktima
iznosila je 378,24 mg/100 g, a odredena je u ekstraktu dobivenom pri 100 °C i tri
ciklusa, dok je najvisSa koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina u metanolnim
ekstraktima iznosila 75,46 mg/100 g, a odredena je u ekstraktu dobivenom pri 100 °C
i dva ciklusa.

3. Najvisa koncentracija ukupnih flavonola u acetonskim ekstraktima iznosila je 140,72
mg/100 g, dok je najvisa koncentracija u metanolnim ekstraktima bila 34,87 mg/100
g, a odredene su u ekstraktima dobivenim pri 100 °C i tri ciklusa.

4. NajviSa koncentracija ukupnih flavan-3-ola u acetonskim ekstraktima iznosila je 7,97
mg/100 g, a odredena je pri 100 °C i dva ciklusa. Flavan-3-oli nisu odredeni u

metanolnim ekstraktima.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujern da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovojy
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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