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1.UuvoD

Komorac (Foeniculum vulgare Mill.) je visSegodisnja ljekovita i aromati¢na biljka iz porodice
Apiaceae (Umbelliferaceae) koja ima Siroku primjenu u kulinarstvu i tradicionalnoj medicini.
Na nasem prostoru joS je poznat pod nazivima: koromac, slatki kopar, kopar, morac, janez,
divlja mirodija i slatki anis. Plodovi komoraca imaju viSestruku primjenu, koriste se kao zacini
te za dobivanje etericnog ulja koje se koristi u veterini te farmaceutskoj, prehrambenoj i
kozmetickoj industriji. Prema navodima vecine autora razlikujemo dvije podvrste komoraca -
piperitum i vulgare. Podvrsta piperitum ima gorko sjeme, Zu¢kasto-zelenkasto-smede je boje,
izrazito je aromatic¢no te ima gorak okus. Podvrsta vulgare ima puno veci znacaj u organskoj
poljoprivredi i i uzgaja se zbog plodova koji imaju slatko sjeme koje se koristi kao aroma u

mesnim i ribljim jelima, sladoledima, alkoholnim pi¢ima itd..

Medu najznacajnije kemijske sastojke komoraCa spadaju etericno ulje, fenilpropanoidi,
monoterpeni, seskviterpeni, kumarin te masne kiseline. Sadrzi i tanine, flavonoide, glikozide,
saponine i druge vrste spojeva. Ekstrakt komoraca ima antimikrobna, antioksidativna i
protuupalna svojstva te sadrzi brojne hlapljive spojeve. Osim navedenih spojeva sadrzi i

znacajan udio vitamina i minerala koji dodatno pridonose njegovim ljekovitim svojstvima.

Fenolni spojevi koji su kako je navedeno prisutni i u sjemenkama komoraca predstavljaju
jednu od najznacajnijih skupina biokativnih molekula koje se medusobno razlikuju prema
molekulskim i kemijskim svojstvima. Za njihovu ekstrakciju se primjenjuju razlicite
konvencionalne i napredne tehnike ekstrakcije medu koje spada i ubrzana ekstrakcija
otapalima pri povisSenom tlaku (eng. pressurized liguid extraction, PLE). Navedena tehnika
ima odredene prednosti kao Sto su vela ucinkovitost ekstrakcije uz smanjen utrosak
organskih otapala, veci prinosi u kratem vremenu te smanjena potroSnja energije. Za
dobivanje vecih prinosa tijekom ekstrakcije vazno je optimirati parametre ekstrakcije kao Sto

su temperatura, broj ciklusa i staticko vrijeme.

Stoga je cilj ovog rada bio odrediti optimalne uvjete izolacije fenolnih spojeva iz odmascenih
sjemenki gorkog komoraca sukcesivnim iscrpljivanjem 30 %-tnom vodenom otopinom
acetona primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku. Prilikom provodenja
ekstrakcije varirani su sljedeéi uvjeti: temperatura (75 i 100 °C) i broj ciklusa (1, 2 i 3

ciklusa).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BOTANICKA I MORFOLOSKA SVOJISTVA KOMORACA

Komorac (Foeniculum vulgare Mill.) je visSegodisnja ljekovita i aromaticna biljka (Slika 1) koja
pripada carstvu Plantae, razredu Magnoliopsida, redu Apiales, porodici Apiaceae i rodu

Foeniculum.
Prema Milleru razlikujemo tri osnovne podvrste komoraca:
o Foeniculum vulgare var. vulgare:. gorki komorac.

o Foeniculum vulgare var. dulce. slatki komorac, koristi se kao ljekovita i zaCinska
biljka.

o Foeniculum vulgare var. azoricum: firentinski komorac, koristi se kao povrce.

Silje$ i sur. (1992) navode drugu podjelu podvrsta komoraca, na razli¢ite kemotipove.
Njihova razliCitost oCituje se u razlikama u okusu ploda, i udjelma anetola, fenhona i

estragola.

Korijen komoraca prljavo je bijele boje, dubok je i vretenast. 1z korijena se razvija veci broj
stabiljaka koje su uspravne i vrlo razgranate. Stabiljke su modrozelene boje i cilindri¢nog
oblika. Listovi su smjesteni na dugackim peteljkama, glatki su i mekani, a sastavljeni su od
nitastih tamnozelenih nastavaka. Cvjetovi su Zutonarancasti, skupljeni u Stitaste cvatove.
Plod je ovalnog oblika, sive do Zuto-zelene boje i sadrZi dvije sjemenke. Sjeme komoraca ima

visoku klijavost (od 90 do 100 %). Zrelost ploda ocituje se pojavom sivo-zutih rebara.



Slika 1. Komorac¢ (Anonymous 1)

2.2. KEMIJSKI SASTAV

Sjemenke komorata u prosjeku sadrze: 8.8% vode, 36.6% ugljikohidrata, 15.7%
prehrambenih vlakana, 15.8% proteina te 14.9% masti (Tablica 1.). Metodama plinske
kromatografije i masene spektrometrije iz komoraca je izolirano vise od 87 kemijskih spojeva
koji pripadaju razli¢itim skupinama bioaktivnih molekula. Najzastupljenije sastavnice
komoraCa su: hlapljive komponente, masne kiseline, flavonoidi, fenilpropanoidi,
seskviterpeni, saponini, monoterpeni, kumarini, triterpenoidi, tanini, glikozidi i esencijalne

aminokiseline (Weiping i Baokang, 2011).



Tablica 1. Nutritivna vrijednost 100 g suhog ploda komoraca, USDA National Nutrient data

base.

Energetska vrijednost
Bjelancevine
Masti
Ugljikohidrati
Seceri
Vlakna
Kalcij
Zeljezo
Magnezij
Kalij
Fosfor
Natrij
Cink
Tiamin, vitamin B1
Riboflavin, vitamin B2
Niacin, vitamin B3
Vitamin C
Piridoksin, vitamin B6
Folna kiselina
Vitamin K
Vitamin A
Vitamin E
Zasicene masne kiseline
Nezasicene masne kiseline
Izoleucin
Leucin
Fenilalanin
Triptofan
Glicin

Prolin

31 kcal
1.24 ¢
0.2g
739
3.93¢g
3.1g
49 mg
0.73 mg
17 mg
414 mg
50 mg
52 mg
0.2 mg
0.01 mg
0.032 mg
0.64 mg
12 mg
0.047 mg
27 yg
62.8 ug
48 ug
0.58 mg
0.09 g
0.237g
0.73¢
0.63 g
045g
0.53 g
0.55¢g
0.53¢



2.2.1. Fenolni spojevi komoraca

Fenolni spojevi predstavljaju najvecu skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji sadrze
hidroksilnu skupinu vezanu za aromatski prsten. Do danas je poznato oko 8 000 fenolnih
spojeva koji se razlikuju po broju i polozaju hidroksilnih skupina, broju, poloZzaju i vrsti

supstituenata te stupnju polimerizacije (Bravo, 1998).

Prisutni su u brojnim biljnim izvorima kao Sto su voce, povrée, ljekovito bilje i sl., a posebno
su znacajni zbog antioksidativnih svojstva i potencijalnih zdravstvenih benefita poput zastite
od kardiovaskularnih bolesti, tumorskih oboljenja i dijabetesa. Kao najzastupljenije skupine
fenolnih spojeva u komoracu Rahimi i Ardekani (2013) navode flavonoide, fenolne kiseline i
hidroksicimetne kiseline. Prema Ghanem i sur. (2012) udio fenolnih spojeva u komoracu

iznosi 1.4 %.

Flavonoidi su polifenolni sekundarni metaboliti niske molekulske mase cija se struktura
sastoji od ukupno 15 ugljikovih atoma. S obzirom na stupanj nezasicenosti i stupanj
oksidacije te broj i polozaj hidroksilnih skupina piranskog prstena razlikujemo flavone,

flavane, antocijanidine i ¢alkone. (Kumar i Pandey, 2013).

Flavonoidi su snazni antioksidansi s visokom analgetskom, antibakterijskom i protuupalnom
modi (Chen i sur., 1996). U sjemenkama komoraca najzastupljeniji flavonoidi su kvercetin
(17.1%) i apigenin (12.5% ) (Roby i sur., 2013). Nassar i sur. (2010) iz komoraca su izolirali
i slijedece flavonoide: eridiktol-7-rutinozid, kvercitin-3-rutinozid, ruzmarinska kiselina,
kvercetin-3-glukoronid, izokvercetin, kvercetin-3-arabinozid, kamferol-3-glukoronid,
kamferol-3-O-rutinozid, kamferol-3-arabinozid, kamferol-3-glukozid, izoharmnetin glukozid,
kvercetin-3-O-galaktozid, izoharmnetin 3-O-a-ramnozid i kamferol. Iz ekstrakta komoraca

ukupno su izolirali oko 12.3 mg/g flavonoida.

Fenolne kiseline su fenoli koji u svojoj strukturi sadrze karboksilnu grupu. Razlikujemo
hidroksicimetne kiseline i hidroksibenzojeve kiseline te njihove derivate (Manach i sur.,
2004). U sjemenkama i zitaricama prisutne su u vezanom obliku, dok su u vocu i povréu
zastupljenije u slobodnom obliku. Roby i sur. (2013) proveli su ekstrakciju sjemenki
komoraca metanol i utvrdili da sjeme sadrzi klorogensku kiselinu u udjelu od 14.9% i
ruzmarinsku kiselinu u udjelu od 6.8%. Ostale znacajne kiseline sadrzane u sjemenci

komoraca su cimetna, galna, kafeinska, vanilinska i taninska kiselina (Singh i sur., 2004).



2.2.2. Eteric¢na ulja komoraca

Etericna ulja su smjese hlapivih, bioloski aktivnih spojeva koji nastaju kao konacni produkti
metabolizma. Jedna od najzastupljenijih organskih tvari u etericnom ulju komoraca je trans —
anetol (Slika 2.) (Shamkant i sur., 2014). Zbog visokog sadrzaja trans — anetola, koji je
odgovoran za karakteristicnu aromu komoraca slicnu anisu, etericno ulje prelezi u kruto

agregatno stanje pri temperaturi izmedu 5 i 10 °C (Stepanovic i sur., 2001).

Etericno ulje gorkog komoracCa karakterizira relativno visoka koncentracija a-pentena i
fenkona i niska koncentracija trans-anetola i estragola, za razliku od ulja slatkog komoraca.

Izolacija hlapljivih spojeva plodova koromaca ucinkovito se provodi postupcima destilacije
vodenom parom, ekstrakcijom klasi¢nim otapalima, superkriticnim fluidima (SFE) te
ekstrakcijom i mikroekstrakcijom na krutoj fazi (Solid-Phase Microextraction, SPME)
(Damjanovi¢ i sur., 2005; Tschiggerl i sur., 2010). Relativni sadrzaj etericnog ulja u
plodovima komoraca bio je oko 3%. Napoli i sur. (2010) identificirali su 78 spojeva iz plodova
komoraca pomocu plinske kromatografije i masene spektrometrije, koji Cine vise od 98%

sastojaka ulja.

Etericno ulje komoraca ima ljekovito djelovanje kod raznih akutnih i kronicnih oboljenja.
Koristi se u farmaceutskoj industriji za prikrivanje neugodnog okusa lijeka te u kozmetickoj
industriji kao dodatak galenskim preparatima (kreme, sapuni, losioni, zubne paste). Takoder
ima Siroku primjenu u prehrambenoj industriji kao dodatak alkoholnim i ne alkoholnim

napitcima, dodatak slatkiSima i sladoledu, aromatizira kruh, peciva i kolace.

. CHj

Slika 2. 7rans— anetol (Anonymous 2)



2.2.3. Masne kiseline

Plodovi komoraca sadrze visok udio masnih kiselina. Jedna od najznacajnijih masnih kiselina
komoraca je petroselinska kiselina. Osobito je karakteristi¢na za ulje komoraca, a njezin udio
moZze iznositi od 70 do 80% (Reiter i sur., 1998; Charvet i sur., 1991) (Slika 3.).

Analiza koju su proveli Singh i sur. (2016) pokazala je da su linolna kiselina (54.9%),
oleinska kiselina (5.4%) i palmitinska kiselina (5.4%) najzastupljenije komponente u
acetonskom ekstraktu komoraca. Slatki i gorki komora¢ pokazuju vrlo sli¢an sastav masnih

kiselina (Cosge i sur., 2008).

HO™ ~0Q

Slika 3. Petroselinska kiselina (Anonymous 3)

2.3. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Zbog razlika u molekulskim kemijskim i fizikalnim svojstvima fenolnih spojeva, polarnosti te
broju aromatskih prstena i hidroksilnih skupina vazno je provesti optimalnu pripremu uzorka i
odabrati ucinkovitu metodu ekstrakcije. Prilikom pripreme uzorka za ekstrakciju pozeljno je
ukloniti balastne tvari koje mogu otezavati postupak ekstrakcije. Poznato je da kompleksi s
ugljikohidratima, proteinima i drugim tvarima mogu dodatno otezati potpunu ekstrakciju
fenolnih spojeva. Kod uzoraka koji sadrze visok udio lipida vazno je prije ekstrakcije provesti
postupak odmascivanja, pri ¢emu se kao otapalo za odmasdéivanje najceSce primjenjuje
heksan (Khoddami i sur., 2013). Raznolikost u strukturi spojeva i nedostatak odgovarajucih
standarda ponekad ogranicavaju moguénost identifikacije fenolnih spojeva pri provodenju

kromatografskih metoda (Huang i sur., 2007). Za izolaciju fenolnih spojeva koriste se brojne
7



konvencionalne metode koje najéesée zahtijevaju upotrebu vedih koli¢ina organskih otapala,
vremena i energije, te se danas sve viSe ispituje moguénost primjene drugih metoda
ekstrakcije koje daju vece prinose i omogudavaju vecu stabilnost bioaktivnih molekula
tijekom ekstrakcije. Neke od najcesc¢ih modernijih metoda su ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, ekstrakcija superkticnim fluidima te ubrzana ekstrakcija otapalima pri

poviSenom tlaku (Zhang i sur., 2018).

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (eng. accelerated solvent extraction, ASE)
jedna je od novijih tehnika ekstrakcije koja se koristi za izolaciju bioaktivnih molekula iz
razliCitih vrsta biljnog materijala, Cvrstih i polucvrstih uzoraka. Metoda se bazira na
provodenju ekstrakcije pri temperaturama visim od temperature vrenja otapala, Sto zahtijeva
da tlak unutar ¢elije bude visok (~10 MPa) kako bi se otapalo odrzalo u tekucem stanju.
Visoka temperatura (do 200 °C) doprinosi vecoj topljivosti i vecoj brzini difuzije otopljenih
tvari u otapalu (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001; Dean, 1998). Prednosti provodenja
ovakvog tipa ekstrakcije su u tome Sto omogucava istovremeno ekstrahiranje 24 uzorka Cije
mase mogu biti u rasponu od 1 do 100 grama. Ova tehnika je slicna Soxhlet ekstrakciji, ali
ipak ima velik broj prednosti. ASE omogucava krace vrijeme ekstrakcije, dobivaju se ve(i
prinosi (uglavnom), veéa je ucinkovitost ekstrakcije, smanjena je potroSnja energije te
koli¢ina organskih otapala koja se koristi za ekstrakciju, a samim time je smanjena i koliCina
stvaranja otpadnih tvari (Raut i sur., 2015).



Slika 4. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri povisenom tlaku Dionex™ ASE™ 350
(fotografija Ana-Marija Medved)

2.4. BIOLOSKA AKTIVNOST KOMORACA

Bioloski aktivni sastojci hrane su fizioloSki aktivne komponente u hrani koje potjecu iz biljnih i
Zivotinjskih izvora te imaju funkcionalna svojstva u organizmu i djeluju na mnogobrojne
organske sustave u cilju prevencije i lijeCenja bolesti (Jasi¢, 2010). Medutim, neumjerena
konzumacija odredenih sastojka hrane moZe imati i negativne ucinke na zdravlje. Zbog toga
se za vecinu bioloski aktivnih tvari odreduje preporuceni (Recommended Dietary Allowances,
RDA) i referentni (Dietary Reference Intake, DRI) dnevni unosi te maksimalne granice unosa
(Tolerable Upper Intake Level, UL).

Komorac je poznat kao izvrstan izvor prirodnih antioksidansa koji pridonosi svakodnevnoj
antioksidativnoj prehrani (Shahat i sur., 2011). Fenolni spojevi komoraca poput kafcoilkinske
kiseline, ruzmarinske kiseline, kvercetin-3-O-galaktozid i kaempferol-3-O-glukozid imaju
antioksidacijsko djelovanje. (Parejo i sur., 2004). Za divlji komora¢ je dokazano da ima
uc¢inak na hvatanje slobodnih radikala zbog viSe koncentracije fenola i flavonoida nego
medicinski i jestivi komoraC. Vodeni ekstrakti komoraca pokazali su manja antioksidacijska

svojstva u usporedbi s etericnim uljem (Diaz-Maroto i sur.,2015)

Eteri¢no ulje koromaca moglo bi se koristiti za inhibiranje akutnog tetraklor ugljikom (CCl4)
izazvanog ostec¢enja jetre smanjenjem koncentracije aspartat-aminotransferaze (AST),



alanin-aminotransferaze (ALT), alkalne fosfataze (ALP) i bilirubina. Ovaj ucinak pripisuje se

D-limonenu i B-mircenu (Ozbek i sur., 2003).

Etericna ulja iz plodova komoraca pokazala su znacajno antibakterijsko djelovanje na
Escherichiu colli i Bacillus megaterium (Araque i sur., 2007; El-Adly i sur., 2007). Mogu biti
korisni prirodni baktericidi za suzbijanje bakterijskih bolesti biljaka. Kloroform iz stabljike koji
je topljiv u vodi ima snazno djelovanje na bakterije i gljivice (Kwon i sur., 2002). Takoder,
etericna ulja su pokazala antifungalno djelovanje protiv Candide albicans stoga bi se ona
mogla iskoristiti za stvaranje novog antifungalnog sredstva protiv kandidijaze i drugih
gljivi¢nih bolesti (Park i sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Priprema uzorka sjemenki komoraca

U ovom istrazivanju koristene su suhe sjemenke gorkog komoraca (Foeniculum vulgare Mill.)

koje su nabavljene u suradnji s tvrtkom SUBAN d.o.0. (Samobor, Hrvatska). Prije ekstrakcije,

sjemenke komoraca usitnjene su pomocu kuhinjskog elektricnog mlinca te se tako dobiveni

prah koristio za ekstrakciju ukupnih fenola i flavonoida.

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor

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

Analiticka vaga (AX224, Ohaus, SAD)

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

Elektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Francuska)

Ultrazvucna kupelj (DT 512 H, Bandelin, Njemacka)

Vortex (MS 2 Minishaker, Ika, SAD)

Kupelj od rotavapora (BUCHI Heating Bath B-490,Svicarska)

Spektrofotometar (UV/VIS UNICAM HELIOS B, Velika Britanija)

Celulozni filteri za ekstrakciju

Celije za ekstrakciju od nehrdajuceg Celika volumena 34 Mi
Odmijerne tikvice (50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL)
Menzure (50 mL, 100 mL, 500 mL)

Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL, 200 mL)

Stakleni lijevci

Falkonice volumena 50 mL i 15 mL

Mikropipete Eppendorf (100 pL, 1000 uL, 5000 L)

Staklene epruvete, stalak za epruvete, staklene kivete
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3.1.3. Kemikalije i standardi

Heksan, 95 %-tni

Etanol, 96 %-tni

Metanol, 100 %-tni

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

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.

ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

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

Standard galne kiseline (500 mg/L)

Priprema. odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomoc¢u 10 mL 96 % - tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom vremenu, a potom se do oznake nadopuni
destiliranom vodom.

Standard kvercetina (100 mg/L)

Priprema: OdvaZe se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj 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. Iz alikvotne otopine prirede se redom razrijedenja od 10, 25, 50 i 75
mg/L.

Aluminijev klorid, 10 %-tni

Priprema: 1 g aluminijeva klorida (aluminj-klorid—heksahidrat, p.a.) otopi se u 5 mL
destilirane vode te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do
oznake destiliranom vodom.

Kalijev acetat, 1 M

Priprema: 9,845 g kalijeva acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativho
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
Dijatomejska zemlja

Destilirana voda
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Izolacija fenolnih spojeva ubrzanom ekstrakcijom otapalima
pri poviSenom tlaku

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz samljevenih sjemenki gorkog komoraCa provedena je
primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisSenom tlaku (PLE) na ASE uredaju (Dionex
ASE 350) prema planu pokusa prikazanom u Tablici 2. Najprije je provedena ekstrakcija
nepolarnim otapalom heksanom radi uklanjanja uljnih komponenti koje sadrze sjemenke.
Kao otapalo pri ekstrakciji fenolnih spojeva koristen je 30 %-tni aceton. Parametri koji su
varirani tijekom eksperimenta su: temperatura (75 °C i 100 °C) i broj ciklusa ( 1, 2, 3 ) uz

staticko vrijeme 10 min jednako za sve uzorke.

Tablica 2. Plan pokusa ekstrakcije fenolnih spojeva ubrzanom ekstrakcijom otapalima pri

povisenom tlaku

1 A

75 2 B

30% aceton 10 min 3 C
1 D

100 2 E

3 F

Postupak ekstrakcije:

Na analitickoj vagi, u plasti¢noj ¢asici, odvaze se priblizno 8 g (+ 0,0001) uzorka usitnjenih
sjemenki komoraca te se potom doda mijerica dijatomejske zemlje (~ 2,0 g) radi bolje
ekstrakcijske ucinkovitosti. U ekstrakcijsku celiju od nehrdajuéeg Celika postave se dva filter
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papir, a potom uzorak s dijatomejskom zemljom. Ekstrakcijska celija se ru¢no zatvori i
postavi na uredaj ASE Dionex 350®. Pripremljeni uzorci prvo su podvrgnuti ekstrakciji s 95
%-tnim heksanom kako bi se uklonile uljne komponente. Nakon toga, provedena je
ekstrakcija istih uzoraka 30 %-tnom vodenom otopinom acetona. Po zavrSetku ekstrakcije,
ekstrakti su sakupljeni u staklene bocice za sakupljanje i nakon toga se kvantitativno
prenesenu u odmjerne tikvice od 50 mL te se iste nadopune do oznake ekstrakcijskim
otapalom. Ekstrakti su potom prenesu u plasti¢ne kivete volumena 50 mL te se skladiste u

hladnjaku na temperaturi (-20°C) do provodenja spektrofotometrijskih analiza.

3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip metode:

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u acetonskom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom (smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline). Pri oksidaciji fenolnih tvari
u blago alkalnim uvjetima fosforwolframova i fosfomolbidenska kiselina se reduciraju u
wolframov oksid i molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Mjeri se nastali intenzitet obojenja

pri valnoj duljini 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Postupak odredivanja.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta (razrijeden 5x), 200 pL Folin
Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine
natrijeva karbonata. Slijepa proba pripremi se na isti nacin, ali se umjesto ekstrakta dodaje
otapalo koriSteno za ekstrakciju. Sve skupa se promijeSa pomocu Vortexa, a potom se uzorci
postave u vodenu kupelj gdje se termostatiraju 25 minuta pri temperaturi 50 °C. Nakon toga

provodi se mjerenje apsorbancije (opticke gustoce otopine) pri valnoj duljini 765 nm.
Izrada baZdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca, potrebno je odvagati 0,5 g galne kiseline koja se otopi u 10 mL
96 %-tnog etanola u odmijernoj tikvici od 100 mL te nadopuniti tikvicu do oznake
destiliranom vodom. Razrijedenja se rade na nacin da se u svaku tikvicu od 100 mL
otpipetira redom 1, 2, 3, 5i 10 mL alikvota pripremljene standardne otopine galne kiseline i
nakon toga se tikvice nadopune destiliranom vodom do oznake. Pripadne koncentracije galne
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kiseline u pripremljenim razrijedenjima iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. 1z svake tikvice

otpipetira se 100 pL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 pL

Folin Ciocalteu reagesna i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine

natrij karbonata. Slijepa proba priprema se dodatkom 100 pL destilirane vode umjesto

otopine standarda. Sadrzaj staklene epruvete promijeSa se pomocu Vortexa te se uzorci

termostatiraju u vodenoj kupelji pri temperaturi od 50 °C 25 minuta. Nakon termostatiranja,

mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm, a iz izmjerenih vrijednosti izraduje se

bazdarni pravac u programu Microsoft Excel. Na apscisu se nanose koncentracije galne

kiseline (mg/L), a na ordinatu izmjerene pripadajuc¢e apsorbancije pri 765 nm. Dobivena

jednadzba pravca koristi se za izraCunavanje koncentracije ukupnih fenola.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

A765nm

200 400 600
mg/L

y =0,0035x
R2=0,9995

Slika 5. BaZdarni pravac za galnu kiselinu

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

Y- apsorbancija pri 765 nm

X- koncentracija galne kiseline (mg/L).
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3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida
Princip metode:

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u acetonskom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim
kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 415 nm (Chang
i sur., 2002).

Postupak odredivanja.

U staklenu epruvetu otpipetira se 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 se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te
se umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon cega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Izrada baZdarnog pravca:

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od te otopine
standarda rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom
1, 2.5, 5 i 7.5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se
nadopunjavaju do oznake 100%-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama
iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L. Takoder se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda
koncentracije 100 mg/L.

1z svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1
mL 10%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode.
Na isti se nacin pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te
se umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon cega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomo¢u programa Microsoft

Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati
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izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 6. BaZdarni pravac za kvercetin

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi: Y = 0,0069X + 0,0002

Y — apsorbancija pri 415 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola i
flavonoida u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca (Foeniculum vulgare Mill.). Uzorci su
dobiveni ekstrakcijom s 30%-tnom vodenom otopinom acetona, primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku (PLE) na ASE uredaju. Cilj ovog eksperimenta bio
je odrediti optimalnu temperaturu i broj ciklusa uz staticko vrijeme od 10 minuta za izolaciju
ukupnih fenolna i flavonoida iz samljevenih i prethodno heksanom odmascenih sjemenki

gorkog komoraca.

4.1. UKUPNI FENOLI
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Slika 7. Udio ukupnih fenola u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca dobivenih

ekstrakcijom s 30 %-tnom vodenom otopinom acetona

Slika 7 prikazuje udio ukupnih fenola u acetonskom ekstraktu sjemenki gorkog komoraca
izrazenih kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja. Raspon ukupnih fenola u
acetonskim ekstraktima sjemenki gorkog komoraca krece se izmedu 349,54 i 613,84 mg/100
g suhih sjemenki. Najvisa koncentracija dobivena je u uzorku F koji je dobiven ekstrakcijom
pri 100 °C u tri ciklusa. Najniza koncentracija odredena je u uzorku A koji je dobiven
ekstrakcijom pri 75 °C u jednom ciklusu. Goswami i Chatterjee (2014) proveli su postupak
Soxhlet ekstrakcije fenolnih spojeva iz sjemenki komoraa uz aceton kao ekstrakcijsko
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otapalo kroz vrijeme od 6 sati pri sobnoj temperaturi. U dobivenom ekstraktu odredeno je
364 mg ukupnih fenola/kg suhe tvari Sto je podjednako kao i najniza vrijednos ukupnih

fenola u nasem istrazivanju.

Prema dobivenim podacima, temperatura znacajno utjeCe na udio ukupnih fenola u
acetonskom ekstraktu sjemenki gorkog komoraca. Uzorci koji su dobiveni ekstrakcijom s
30%-tnim acetonom pri temperaturi od 100 °C sadrze viSe koncentracije ukupnih fenola,
nego oni dobiveni ekstrakcijom pri temperaturi od pri 75 °C. Povelanjem temperature
otapala raste kapacitet otapala za otapanje analita, zbog veée brzine difuzije i smanjenja
viskoznosti, Sto olakSava otapalu prodiranje u pore matrice. Takoder, visoka temperatura
uzrokuje pucanje veza izmedu otopljene tvari i matrice Sto uzrokuje izdvajanje otopljene
tvari iz matrice. Veéina ekstrakcija izvodi se pri 75-125 °C, a naj¢eSce se primjenjuje
temperatura od 100 °C (Mottaleb i Sarker, 2012).

U eksperimentu je pracen i utjecaj broja ciklusa ekstrakcije pri ¢emu su uzorci dobiveni
ekstrakcijom s 30%-tnim acetonom u tri ciklusa pri 75 °C i 100 °C sadrzavali viSu
koncentraciju ukupnih fenola nego oni dobiveni u jednom ili dva ciklusa. Kombinacija viSe
temperature i veéeg broja ciklusa prilikom ekstrakcije 30%-tnim acetonom rezultirala je s
najvisim koncentracijama ukupnih fenola. Optimalni uvjeti pri kojima se dobiva najviSa
koncentracija ukupnih fenola iz sjemenki komoraCa dobivena ekstrakcijom  30%-tnom

vodenom otopinom acetona su pri temperaturi od 100 °C dobiveni u 3 ciklusa.
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4.2. UKUPNI FLAVONOIDI
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Slika 8. Udio flavonoida u ekstraktima sjemenki gorkog komoraca dobivenih ekstrakcijom s

30 %-tnom vodenom otopinom acetona

Na slici 8. prikazan je udio ukupnih flavonoida u ekstraktima sjemenki komoraca koji su
dobiveni uzastopnim ekstrakcijama uz primjenu 30%-tne vodene otopine acetona i izrazeni
kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja. Koncentracije flavonoida u acetonskim
ekstraktima krecu se u rasponu od 47,17 do 82,52 mg/100 g. Najvisa koncentracija
izmjerena je u uzorku F koji je dobiven ekstrakcijom pri 100 °C u tri ciklusa. Najniza
koncentracija odredena je u uzorku A koji je dobiven ekstrakcijom pri 75 °C u jednom

ciklusu.

Prema dobivenim rezultatima mozemo zakljuciti da temperatura kao i kod ukupnih fenola ima
znacajan utjecaj na udio flavonoida u acetonskom ekstraktu sjemenki gorkog komoraca.
Uzorci dobiveni ekstrakcijom s 30%-tnim acetonom pri temperaturi od 100 °C sadrze viSe
koncentracije flavonoida, nego oni dobiveni ekstrakcijom pri temperaturi od pri 75 °C.
Prilikom pracenja utjecaja broja ciklusa ekstrakcije na koncentraciju flavonoida rezultati su
pokazali da uzorci dobiven ekstrakcijom s 30 %-tnim acetonom u tri ciklusa pri 75 °C i 100
°C sadrzavaju visu koncentraciju flavonoida nego oni dobiveni u jednom ili dva ciklusa. Moze
se primijetiti da se porastom temperature i broja ciklusa prilikom ekstrakcije 30%-tnim

acetonom, koncentracija flavonoida povecava. Prema dobivenim rezultatima, optimalni uvjeti
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ekstrakcije flavonoida u siemenkama gorkog komoraca pri statickom vrijemenu od 10 minuta

uz 30%-tnom vodenom otopinom acetona su pri temperaturi od 100 °C te 3 ciklusa.

Dua i sur. (2013) ekstrahirali su suhe sjemenke komoraca 80%-tnim metanolom tijekom 4
sata te zatim ekstrahirali ostatak uzorka 80%-tnim metanolom iduéih 2 sata. Dobivene
koncentracije flavonoida iznosile su 9,325 mg/g suhe tvari Sto je znatno nize od vrijednosti

dobivenih u ovom istrazivanju.

Nassar i sur. (2010) iz komoraca su izolirali sljede¢e flavonoide: eridiktol-7-rutinozid,
kvercitin-3-rutinozid, ruzmarinsku kiselina, kvercitin-3-glukoronid, izokvercetin, kvercitin-3-
arabinozid, izoharmnetin 3-O-a-ramnozid, kamferol-3-glukoronid, izoharmnetin glukozid,
kvercitin-3-O-galaktozid, kamferol-3-arabinozid, kamferol-3-O-rutinozid, kamferol-3-glukozid,
kvercetin i kamferol. Ghanem i sur. (2012.) proveli su ekstrakciju divljeg i kultiviranog
komoraCa s 80%-tnim metanolnim ekstraktom pri ¢emu je sadrzaj flavonoida u divljem

komoracu iznosio je 1,2%, a u kultiviranom 1,6%.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih analiza i obradenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku ucinkovita je metoda ekstrakcije
fenolnih spojeva iz odmaséenih sjemenki komoraca, a raspon koncentracija ukupnih
fenola u acetonskim ekstraktima sjemenki gorkog komoraca kretao se izmedu 349,54 i
613,84 mg/100 g te ukupnih flavonoida u rasponu od 47,17 do 82,52 mg/100 g.

2. Optimalni uvjeti pri kojima se dobiva najvisSa koncentracija ukupnih fenola (613,84
mg/100g) i ukupnih flavonoida (82,52 mg/100 g) iz sjemenki komoraca uz 30 %-tnu

vodenu otopinu acetona kao ekstrakcijsko otapalo su: temperatura od 100 °C i 3 ciklusa.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavr3ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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