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1. UVOD

Pasji trn (Hippophae rhamnoides L.) jedna od najvrjednijih biljaka i dobiva sve ve¢u pozornost
u svijetu s obzirom da predstavlja nutricionisticki, medicinski i farmaceutski potencijal. Plod
pasjeg trna posjeduje velike koli¢ine bioaktivnih tvari poput fenolnih spojeva, tokoferola,
klorofila, karotenoida, esencijalnih masnih kiselina i veliki udio polinezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA), a takoder i neke esencijalne aminokiseline. Vise od 60 flavonoida i 10
fenolnih kiselina pronadeno je u plodu pasjeg trna te preko 98 % flavonoida ¢ine flavonoli.
Dominantni su derivati izorhamnetina i derivati kvercetina, a plod sadrzi i miricetin i kemferol.
Upravo zbog takvog sastava pasji trn ima sposobnost zastite stanica od oksidativnih o$te¢enja
I genetskih mutacija. Takoder, zbog takve visoke hranjive vrijednosti, interes za plod pasjeg

trna sve je veci u Europi i Sjevernoj Americi.

Veé godine 1929. zabiljezena su prva istraZivanje na ekstraktu ploda pasjeg trna i od tada su se
nastavila provoditi mnoga istrazivanja na ekstraktima pasjeg trna primjenom raznih tehnika
analize. Za izolaciju bioaktivnih spojeva koriste se razli¢ite tehnike ekstrakcije; konvencionalne
i naprednije metode. Konvencionalne tehnike ekstrakcije imaju podosta nedostataka buduci da
se kod njihovih primjena koriste velike koli¢ine otapala, dugotrajne su i u konacnici ne
rezultiraju ekstraktima odgovarajuce kvalitete i prinosa, pa se stoga trenutno prioritet daje
zelenim tehnikama ekstrakcije koje omogucuju brz i ekoloski prihvatljiv u€inak s vec¢im
prinosom i manjom potro$njom energije i otapala. Medu tim tehnikama je i ubrzana ekstrakcija
otapalima pri povisenom tlaku (ASE) koja je vrlo ucinkovita i cijenjena zbog jednostavne
uporabe i u potpunosti automatiziranog postupka. Ova metoda je pogodna za ekstrakciju

bioaktivnih spojeva osjetljivih na Kisik i toplinu.

Cilj ovog diplomskog rada bio je optimirati uvjete ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom
tlaku za izolaciju bioaktivnih spojeva (fenolni spojevi i klorofili) iz ploda pasjeg trna. U tu svrhu
varirani su temperatura (80, 100 i 120 °C), staticko vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) i broj
ciklusa ekstrakcije (1, 2 i 3 ciklusa) uz primjenu 70 %-tnog etanola. U dobivenim ekstraktima
spektrofotometrijski su odredeni maseni udjeli ukupnih fenola, ukupnih klorofila, klorofila a i

b te je odreden antioksidacijski kapacitet FRAP metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PASJI TRN

Pasji trn (Hippophae rhamnoides L.) (slika 1) je listopadni grm ili niZe stablo visine do 6 m sa
snazno razvijenim korijenom porodice zlolesina (Elaeagnaceae) (Franji¢, 2016). Neka od
narodnih imena su mu vugji trn, vukodrzica, sibirski ananas, pastrn i zlolesina (Anonymous 1,
2020). Prve reference na njegove terapijske ucinke pojavljuju se u 4. stoljeéu prije Krista. Prema
povijesnim izvorima, primije¢eno je da su i pacijenti i ozlijedeni konji lijeceni lis¢em i
plodovima ove biljke. Reference na njegovu upotrebu takoder se nalaze i u tibetanskoj tradiciji
i u kineskoj medicini. Godine 1929. dogodila se prva biokemijska analiza plodova pasjeg trna
i od tada se znanje o njihovim zdravstvenim svojstvima povecava (Zakynthinos i Varzakas,
2015).

Slika 1. Pasji trn (Anonymous 1, 2020)

Pasji trn rasprostranjen je u sjevernoj i srednjoj Europi te na zapadnoj i srednjoj Aziji, u
brezuljkastom i rjede pretplaninskom pojasu. U prirodi se rasprostranjuje vegetativno
ukorjenjivanjem izbojaka donesenih rije¢nim bujicama, a i sjemenkama koje raznose ptice
(endoornitohorno). Raste na toplim, sun¢anim mjestima, u svijetlim Sumama, na sjenovitim
obroncima te na pjeScanim 1 Sljunkovitim mjestima (Franji¢, 2016). Na stabljici ima strSece,
gole i crvenosmede grane ¢iji se postrani ogranci razvijaju u trnove i te jednogodiSnje grane

prekrivene su srebrnastosivim dlakama. Listovi su linearni, sulicasti, cjelovitog ruba, prekriveni
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zvjezdastim dlakama, dugacki 5-7 cm i dolaze izmjeni¢no na oko 5 mm dugoj peteljci. Na licu
su sivozelene boje, a na nali¢ju srebernastosive. Cvjetovi su dvodomni, sitni i razvijaju se na
proslogodisnjim ograncima. Cvatu u rano proljece, od ozujka do travnja, prije listanja ili u isto
vrijeme. Muski cvjetovi su zuti, jajasti do okruglasti, sastavljeni su u 4 prasnika i skupljeni u
guste cvatove, dok su zenski cvjetovi zutozelenkasti, pojedinacni 1 gusto rasporedeni uzduz
izboja. Nakon oprasivanja zenske biljke kukcima, stvaraju se plodovi, velike narancastocrvene
bobe koje sadrze jednu tamnosmedu sjemenku. Pasji trn dozrijeva u kolovozu i rujnu, a plodovi
ostaju na grmu i nakon opadanja lis¢a na golim granama. Plodovi su ukusne so¢ne bobe koje
su ljekovite i hranjive, a osim u narodnoj medicini koristen je u ishrani zivotinja, posebno konja

odakle i naziv gré¢. hippophaé $to znaci konjski sjaj (Horvat, 2017).

2.2. KEMIJSKI SASTAV PLODA PASJEG TRNA

Kemijski sastav ploda pasjeg trna varira ovisno o podrijetlu, klimi i nacinu ekstrakcije.
Prehrambena vrijednost pasjeg trna Cesto se temelji na hranjivoj vrijednosti njegovog ploda.
Plod pasjeg trna spada medu najhranjivije voce, jer je bogat ugljikohidratima, proteinima i
vitaminima (Thomas i Schroeder, 1996), a sadrzi i vo¢ne kiseline, askorbinsku Kiselinu,
flavonoide, karotenoide, masne kiseline i Secerne alkohole (Khan, 2010). Organske kiseline
poput jabucne, limunske i kininske kiseline prisutne su u soku pasjeg trna. Upravo zbog
prisutnosti organskih kiselina okus ploda pasjeg trna obi¢no se opisuje kao kiselkasti i trpki
(Tiitinen i sur., 2005). Od minerala najviSe u pasjem trnu ima kalija, bakra, kadmija, Zeljeza,
magnezija i cinka (Khan, 2010). U istrazivanju Thomas i Schroeder (1996) autori su zakljucili
da zrelost plodova utjeCe na koli¢inu minerala, pH, vlagu, glukozu, fruktozu i1 sadrzaj
askorbinske kiseline. Pasji trn pruza izvrstan izvor esencijalnih masnih kiselina koje ¢ine 70 %
njegovog sastava (Khan, 2010). Sadrzaj ulja krece se od 1,5 do 3,5 % u pulpi vocke i oko 9,9
do 19,5 % u sjemenu. Ulje ploda sadrzi vitamin E 1 karoten (Sabir i sur., 2005), a sam plod je

takoder bogat vlaknima (Qin i sur., 2020).

Fruktoza i glukoza su poznati kao glavni Seceri u plodu pasjeg trna. Tri izomerna oblika
fruktoze (a- i p-D-furanoza te B-D-piranoza) i dvije glukoze (a- i B-D-piranoza) pokazali su se

kao dominantni Seceri pri analizi pomocu plinske kromatografije (Tiitinen i sur., 2006).

Arif i sur. (2010) u svom istrazivanju sugeriraju da je sredina kolovoza najbolji period za berbu,

jer je tada u plodovima odreden maksimalan udio vitamina C, dok je udio minerala i ulja bio



.....

smrzavanje moge uzrokovati stvaranje kristala i fizikalne promjene koje mogu poveéati
mogucnost oksidacije. Na pojavu oksidacije utjecu razli¢iti ¢imbenici kao $to su svjetlost, zrak,

aktivnost vode, prooksidansi i razni enzimi (Pavlovié i sur., 2016).

Dokazano je raznim in vivo i in vitro studijima da plod pasjeg trna ima antioksidativno
djelovanje, a uzrok tome je upravo to Sto posjeduje raznovrsne bioloski aktivne spojeve.
Takoder se pokazalo da plodovi pasjeg trna inhibiraju oksidativni stres izazvan nikotinom
(Khan, 2010) i imaju protuupalni, antibakterijski, antineoplasti¢ni, imunomodulatorni i

hepatoprotektivni u¢inak (Zakynthinos i Varzakas, 2015).

2.3. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI PLODA PASJEG TRNA

2.3.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi u biljkama su mnogobrojni i pripadaju sekundarnim spojevima u biljnom
metabolizmu. S obzirom na njihovu strukturu i funkciju, poznato je nesto vise od 8 000 razli¢itih
fenolnih spojeva zbog cega se dijele u dvije velike grupe: flavonoide (flavoni, izoflavoni,
flavonoli, flavanoni, flavanoli te antocijani) i neflavonoide (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline te stilbeni). Genericka flavonoidna struktura sastoji se od dva
aromatska prstena koji su povezani mostom od tri ugljika, koji ¢esto postaje dio Sesteroclanog

heterociklickog prstena (Fatima i sur., 2015).

lako su fenolni spojevi prisutni u gotovo svim dijelovima biljke, kemijski sastav i sastav
bioaktivnih spojeva ipak se znacajno razlikuje u ovisnosti o dijelu biljke (Ren i sur., 2020).
Flavonoidi su prisutni u svim dijelovima pasjeg trna te ih svjezi plod sadrzi 853 mg 100 g7,
dok suho lis¢e ¢ak 3888 mg 100 gt (Khan, 2010).

Antioksidacijski kapacitet ploda pasjeg trna uglavnom se pripisuje prisutnim fenolnim
spojevima, koji se nalaze u najvec¢oj koli¢ini i imaju najveéi inhibicijski uc¢inak. Antioksidanti
su spojevi koji inhibiraju slobodne radikale i druge reaktivne vrste kisika. Mnogi bioaktivni
spojevi su antioksidanti. Vise od 60 flavonoida i 10 fenolnih kiselina pronadeno je u plodu
pasjeg trna te preko 98 % flavonoida ¢ine flavonoli. Dominantni su derivati izorhamnetina (od
66 do 72 % ukupnih flavonola) i derivati kvercetina (od 25 do 32 % ukupnih flavonola) (Ren i

sur., 2020), a plod sadrzi i miricetin i kemferol (Khan, 2010). Varijacije sadrzaja flavonoida
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pronadene su medu razli¢itim podvrstama, mjestima rasta i metodama uzgoja ploda pasjeg trna
(Ren i sur., 2020).

Guo i sur. (2016) u svom radu proucavali su neke podvrste pasjeg trna (Sinensis, Yunnanensis,
Mongolica i Turkestanica) i dosli su do zakljucka da je podvrsta Sinensis imala najraznovrsniji
fitokemijski sastav sa znac¢ajnom aktivnos¢u mobilizacije slobodnih radikala kisika, dok je
Yunnanensis bio vode¢i u stani¢nom antioksidativnom djelovanju i antiproliferativnom
djelovanju protiv stanice HepG2 ljudskog karcinoma. Izvanstani¢na antioksidativna aktivnost
bila je usko povezan s prisutnos¢u ukupnih fenola i flavonoida unutar ekstrakata, dok je stani¢na
antioksidativna aktivnost i antiproliferacija prema HepG2 bila u znacajnoj korelaciji s ukupnim
fenolnim kiselinama i flavonoidnim aglikonima. Stovise, fenolne kiseline, kvercetin, kemferol,
izorhamnetin i njihovi derivati monoglikozida bili su vise ucinkoviti u inhibiciji proliferacije
HepG2 stanica iako se radilo o niskim koncentracijama. To je potvrdilo da se antiproliferativni
ucinci ekstrakata pripisuju svojstvenoj kombinaciji i sloZenoj interakciji fitokemijskih
komponenti umjesto jednog ili dva obilna sastojka. Ovi rezultati pruzaju temelj za cjelovitu
primjenu pasjeg trna u proizvodnji dodataka prehrani protiv raka u prehrambenoj industriji
(Guo i sur.,2016).

2.3.2. Pigmenti

Pasji trn se dobro prilagodava sun¢anim podru¢jima rasta, pa mu se prema podrijetlu i mijenja
omjer prisutnih klorofila a i klorofila b. Klorofili su fotosintetski pigmenti prisutni u tilakoidu
membrane i pridonose zelenoj boji biljaka. Dvije razli¢ite vrste klorofila se nalaze u visim
biljkama: Klorofili a i b (slika 2). Klorofil se sastoji od tetrapirolne prstenaste strukture s
atomom magnezija u sredina i repa fitola. U radu Anderssona (2009) na plodu pasjeg trna
identificiran je spoj klorofila feofitin a u koncentracijama u rasponu od 264,2 ug g*. Koli¢ina
klorofila tijekom zrenja u mnogim plodovima opada (Andersson, 2009). Klorofil a brze se
razgraduje pod utjecajem visoke temperature jer je manje stabilan pri visim temperaturama u
odnosu na Klorofil b. Klorofil prelazi u feofitin, pirofeofitin i feoforbid prilikom procesiranja
hrane, a nastali derivati pokazuju antimutagena i antikancerogena svojstva (Holdt i Kraan,
2011).



Klorofil a Klorofil b

Slika 2. Prikaz kemijske strukture klorofila a i klorofila b (Saito i sur., 2018)

Istrazivanje Sabira i sur. (2005) prikazuje da koli¢ina antocijanina u plodu pasjeg trna varira u
rasponu od 0,5 do 25 mg L%, Antocijanini imaju antioksidativna i antikancerogena svojstva te
predstavljaju znacajan potencijal u prehrambenoj industriji kao sigurno i uéinkovito bojilo za
hranu. Pokazalo se da crvene bobice pasjeg trna (25 mg L) sadrze vise antocijanina nego Zute
(5 mg L), narancaste (10 mg L) i svijetlo zute (samo 0,5 mg L) bobice. Takoder je utvrdeno
da je udio antocijanina u plodu pasjeg trna manji u odnosu na ostalo voce kao $to su jabuke,
borovnice, kupine, crni ribiz, treSnje, brusnice i jagode budu¢i da boja ploda pasjeg trna

uglavnom potjece od karotenoida (Sabir i sur., 2005).

U plodovima pasjeg trna identificirano je ukupno 27 karotenoida, ukljucuju¢i ksantofile,
karotene i esterificirane karotenoide. B-karoten i zeaksantin di-palmitat bili su prevladavajuci
karotenoidi, njihove koncentracije su 1,9-7,5 mg 100 g*, odnosno 6,4-18,3 mg 100 g*
osusenog ploda pasjeg trna (Ren i sur., 2020). B-karoten ¢ini 15-55 % svih spojeva ove skupine,
a u nizim koncentracijama su i a-, y- i dihidroksi-B-karoten, likopen i kantaksantin. Karotenoidi
se uglavnom nalaze u mekanim dijelovima ploda, dajuéi im karakteristi¢cnu narancasto-zutu
boju (Teleszko i sur., 2015).



2.3.3. Ostali bioaktivni spojevi

Koncentracija vitamina C u plodu pasjeg trna kreée se u rasponu od 28 do 2500 mgl100 g*
bobica raznih vrsta. Razni ¢imbenici utjecu na koncentraciju vitamina C, ukljucujucéi
temperaturu, vrijeme berbe, podrijetlo i nacin obrade. Plodovi pasjeg trna sadrze i vitamine A,
B1, B2, K i P. Sjemenke i plodovi pasjeg trna bogati su a-tokoferolom (vitamin E).
Koncentracija tokoferola i tokotrienola kreée se 100-300 mg 100 g*. Vitamin C u plodu pasjeg
trna, zajedno s tokoferolima i tokotrienolima, ima snazno antioksidativno djelovanje (Khan,

2010).

Sto se tice fitosterola, koji imaju sposobnost snizavanja kolesterola u krvnoj plazmi, B-sitosterol
je glavni fitosterol u pasjem trnu, a najvisa ukupna razina sterola dobivena je superkriti¢cnom
ekstrakcijom ugljicnim dioksidom u usporedbi s ekstrakcijom heksanom i hladnim presanjem
(Ren i sur., 2020). Rezultati analize plinskom kromatografijom su pokazali da se u ispitivanim
ekstraktima nalazi 14 razlic¢itih spojeva koji pripadaju trima podrazrednim biljnim sterolima, a
to su 4-desmetil steroli (derivati kolestanola, ukljucujuéi B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol
i A5-avenasterol), 4-amonometil steroli i 4,4-dimetil steroli. Plod pasjeg trna mozemo smatrati
i dragocjenim izvorom skvalena. Ovisno o sorti, u jednom istrazivanju izolirana lipidna frakcija
iz pulpe ploda sadrzavala je izmedu 885,71 i 2714,37 pg 100 ml* skvalena (Tiitinen i sur.,
2006).

Glavne masne kiseline u silaznom redoslijedu prema istrazivanju Yang i sur. (2001) u
sjemenskom ulju bile su linolna, R-linolenska, oleinska, palmitinska, stearinska i vakcenska
kiselina. Celulozno ulje ima visok udio palmitoleinske kiseline (do 43 %) i budu¢i da je ova
masna kiselina glavni sastojak masnoce na kozi, ulje pulpe pasjeg trna koristi se u kozmeticke
i ljekovite svrhe (Fatima i sur., 2012). Prema rezultatima analize plinskom kromatografijom
Cakir i sur. (2004), u svim ekstraktima pasjeg trna koli¢ine nezasi¢enih masne kiseline bile su
vece od zasi¢enih, $to je jo§ jedan dokaz da konzumacija pasjeg trna pozitivno utjece na

zdravlje.



2.4. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Ekstrakcija se definira kao proces izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili tekuc¢e smjese prikladnim
otapalom u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih sastojaka smjese.
Princip ekstrakcije temelji se na pojavi molekulske difuzije, koju karakterizira izjednacavanje

koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni dodir (Lovri¢, 2003).

Ucinkovitost postupka ekstrakcije ovisi o vrsti i polarnosti otapala, vremenu i temperaturi
ekstrakcije, omjeru koli¢ine uzorka i otapala te o kemijskim i fizikalnim svojstvima uzorka (Dai
i Mumper, 2010). Ne postoji niti jedna standardna metoda ekstrakcije za izolaciju bioaktivnih
spojeva iz prirodnih izvora, a najceS¢e se zbog visoke ucinkovitosti 1 jednostavnosti koristi
klasi¢na ekstrakcija otapalima (Soxhlet ekstrakcija, evakolacija, maceracija, perkolacija,
refluks). Konvencionalni procesi ekstrakcije u industrijskom mjerilu imaju velike nedostatke
kao §to su nepotpuno iskoristenje ekstrakta, uporaba iznimno velike koli¢ine organskih otapala
te visoka potro$nja energije zbog izrazito dugog vremena ekstrakcije i intenzivnog zagrijavanja
i/ili mijesanja tijekom ekstrakcije. Stoga se u posljednje vrijeme sve viSe ispituju moguénosti
primjene naprednijih metoda koje ukljucuju ekstrakciju uz upotrebu superkriticnih tekucina
(SFE), ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE), ekstrakcija superpregrijanom vodom (SWE),
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(UAE), ekstrakcija potpomognuta hladnom atmosferskom plazmom (HVED), ekstrakcija
potpomognuta visokim tlakom (HPAE), mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPME), ekstrakcija
potpomognuta pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEF), enzimima potpomognuta ekstrakcija
(EAE) i ubrzana ekstrakcija otapalima uz poviseni tlak (ASE/PLE). Navedene metode se koriste
kao alternativa uobicajenim postupcima s brojnim prednostima kao $to su krace vrijeme
ekstrakcije, smanjena potro$nja energije i organskih otapala, smanjeno oneciS¢enje okolisa te
veéi prinos (Wang i Weller, 2006). Takve novije tehnike omogucéavaju provedbu ekstrakcije
bioaktivnih tvari bez primjene organskih otapala pri cemu se kao otapalo moze koristiti neka
tzv. “zelena otapala” npr. voda, etanol, superktiticki fluidi, D-limonen, eutekticka otapala i dr.
Najcesce koriSteno otapalo iz prirodnog izvora je etanol, koji se dobiva fermentacijom
materijala bogatih Se¢erom kao $to su Secerna repa i zitarice. lako je zapaljiv i potencijalno
eksplozivan, etanol se koristi u velikoj mjeri jer je lako dostupan, ima nisku cijenu i potpuno je
biorazgradiv. Za odabir otapala bitna je velika selektivnost tj. da dobro otapa kljucne
komponente, a da ne otapa druge sastojke, zatim nemijesljivost primarnog i sekundarnog

otapala, jednostavna regeneracija, velika razlika gustoca, siguran rad i nereaktivnost s biljnim



sastavnicama. Takoder, ono ne smije nagrizati materijal strojeva, treba biti neskodljiv za
ljudsko zdravlje, dostupan i jeftin (Skevin, 2018). Etanol i voda kao otapala u odnosu na aceton,
metanol i druga organska otapala smatraju se sigurnijim i pogodnijim za primjenu u

prehrambenoj industriji (Oktay i sur., 2003).

2.4.1. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (eng. accelerated solvent extraction, ASE)
je potpuno automatizirana tehnika brze ekstrakcije, uvedena 1995. godine od strane ameri¢ke
tvrtke Dionex (Ganisur., 1999). U ASE sustavu postupak se provodi pri temperaturama visim
od tocke vrelista otapala (50-200 °C) sto podrazumijeva da se tlak unutar ekstrakcijske celije
mora drzati visoko (10-15 MPa) kako bi se otapalo odrzalo u tekué¢em stanju. Uredaj se sastoji
od spremnika za otapalo, pumpe, pe¢nice koja sadrzi ekstrakcijsku celiju, razli¢itih ventila i
restriktora te boca za sakupljanje (slika 3). S obzirom da se koriste visoka temperatura i tlak,
materijal mora biti otporan na koroziju (Alvarez-Rivera i sur., 2020), a svaki korak ovisi 0
mnogim ¢imbenicima koji se mogu mijenjati promjenom temperature i tlaka (Giergielewicz-
Mozajska, 2001).

N\ ® Ekstrakeijska celija

M ,/"f

Pumpa ]
Staticki ventil
Spremnik za
otapalo P4 ¢
; Ispusni ventil T ®
Pecnica
Dusik ~ Boca za sakupljanje

Slika 3. Shema ASE aparature (Richter i sur., 1996)



Temperatura koja se koristi tijekom postupka utjece na svojstva otapala i jedan je od najvaznijih
parametara za ovu vrstu ekstrakcije. Visa temperatura znaci ujedno i veci prinos, ali to treba
pazljivo ispitati, jer je opéepoznato da su neki bioaktivni spojevi termolabilni i visoke
temperature mogu negativno utjecati na njihovu bioaktivnost. Isto tako, odredene kemijske
reakcije mogu se dogoditi kod visih temperatura i reakcije mogu stvoriti otrovne ili nezeljene
spojeve (Alvarez i Rivera, 2020). Visoka temperatura uzrokuje povecanje topljivosti analita
(npr. u rasponu temperatura od 50 do 150 °C, topljivost antracena u idealnoj otopini procjenjuje
se da se povecava za faktor 13), povecanje brzine difuzije (npr. u rasponu temperatura od 25 do
150 °C procjenjuje se da ¢e se brzina difuzije povecati 2 do 10 puta), slabljenje i naruSavanje
jakih interakcija izmedu analita i komponenata matrice, odnosno van der Waalsovih sila (dipol-
dipol, dipolom inducirani dipol i disperzivne) i vodikovih veza, smanjenje viskoznosti i
povrsinske napetosti otapala, $to ujedno i dopusta bolji prodor u pore i izmedu Eestice matrice

i poboljsava prijenos mase (Giergielewicz-Mozajska, 2001).

Uz temperaturu ekstrakcije, vazan faktor je izbor ekstrakcijskog otapala. Veéina ASE sustava
u literaturi koristi organska otapala koja se obi¢no koriste u konvencionalnim tehnikama, npr.
metanol, u kojem su mnogi organski spojevi vrlo topljivi (Shams, 2015), a mogu se koristiti ¢ak
i ona otapala koja nisu ucinkovita u uobicajenim metodama, osim onih koji su samozapaljivi
pri temperaturama od 40 do 200 °C (npr. uglji¢ni disulfid, dietil eter i 1,4-dioksan). Opéenito,
jake baze i kiseline treba izbjegavati kao otapala jer su korozivne. Iako ASE omoguduje
upotrebu otapala koja se ne koriste u konvencionalnim tehnikama, to moze rezultirati otapanjem
komponenata matriksa, koje bi inace ostale netopljive u uvjetima konvencionalne ekstrakcije,
zbog Cega je selektivnost Cesto tesko posti¢i kada se analiziraju uzorci iz okolisa. Slozeniji je
zadatak ekstrakcija krutih uzoraka iz okolisa, koji se sastoje od slozenih smjesa razliCite vrste
u razli¢itim koncentracijama. Pri povisenoj temperaturi i tlaku postupak ekstrakcije odvija se
brze, ali se smanjuje Selektivnost te se slozenost ovog analitickog postupka povecava s
povecanjem broja organskih spojeva prisutnih u uzorku (Giergielewicz-Mozajska, 2001).
Smjesa hidroetanola (EtOH > 50 %), zakiseljena ili ne, pozeljno je otapalo za ekstrakciju

polifenola ovom metodom (Alvarez-Rivera i sur., 2020).

Vazni parametri za ekstrakciju su i staticko vrijeme ekstrakcije te broj ciklusa ekstrakcije.
Odredeni uzorci mogu zadrzati analite unutar pora pa povecavanje statiCkog vremena pri
povisenoj temperaturi moze dopustiti tim spojevina da difundiraju u ekstrakcijsko otapalo.
Svrha stati¢kog ciklusa je uvodenje svjezeg otapala tijekom postupka ekstrakcije Sto pomaze u

odrzavanju povoljne ravnoteze ekstrakcije. Staticko vrijeme moze se prilagoditi kako bi se
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smanjilo ukupno vrijeme ekstrakcije. Na primjer, mogu se koristiti tri staticka ciklusa od 3 min

umjesto jednog stati¢nog ciklusa od 10 min (Mottaleb i Sarker, 2012).

Veliku ulogu u ekstrakciji ima i veli¢ina ¢estica. Opcenito, uéinkovitost ekstrakcije raste sa
smanjenjem veli¢ine Cestica (Li i sur., 2006). Uglavnom je potrebno da veli¢ina Cestica bude
manja od 1 mm (Mottaleb i Sarker, 2012) i zbog toga se uzorak obi¢no prvo susi, homogenizira
i prosijava. Ako uzorak nije dovoljno suh ili ako se koristi nepolarano otapalo, onda uzorak
treba pomijesati sa sredstvom za suSenje (npr. bezvodnim natrijevim sulfatom ili dijatomejskom
zemljom). Ako su Cestice uzorka okruzene tankim slojem vode onda analiti vezani za matriks
nemaju mogucnost do¢i u kontakt s otapalom. Drugi razlozi za dodatak sredstva za suSenje je
smanjenje volumena celije (Giergielewicz-Mozajska, 2001) i kako ne bi doslo do zacepljenja
¢elije uzorkom (Mottaleb i Sarker, 2012). U slucaju ekstrakcije vlaznih ili sedimentiranih
uzorka, kako bi se uklonio negativni u¢inak koji je prethodno opisan, preporucljivo je Koristiti
mjeSavinu polarnog 1 nepolarnog otapala (npr. aceton s heksanom ili heptanom ili
diklormetanom). Ponekad se u ¢elije uz uzorak dodaje i bakar u svrhu uklanjanja sumpora

(Giergielewicz-Mozajska, 2001).

Postoji nekoliko vrsta ekstrakcijskih ¢elija s razlic¢itim volumenima (11, 22 ili 33 ml) koje se
mogu Koristiti u sustavu ASE i one mogu raditi u rezimu predgrijavanja ili predpunjenja. Nac¢in
predpunjenja omogucuje uklanjanje intersticijalnog zraka i sprjeCava razgradnju lako
oksidiraju¢ih spojeva. Iz istog razloga preporucuje se otplinjavanje otapala prije ekstrakcije

(Giergielewicz-Mozajska, 2001).

Postupak ekstrakcije moze se provesti na staticki ili dinamicki nacin. Kod dinami¢kog nacina,
otapalo kontinuirano tece kroz uzorak, dok se kod statiCkog nac¢ina rada, uzorak i otapalo
odrzavaju odredeno vrijeme pri konstantnoj temperaturi i tlaku (Alvarez i Rivera, 2020). lako
dinamicka varijacija ekstrakcije poboljsava prijenos mase, ova vrsta ekstrakcije se rijetko
koristi, uglavnom zbog vece potro$nje otapala u usporedbi sa statickim postupkom

(Giergielewicz-Mozajska, 2001).

Na kraju ekstrakcije uzorak se obic¢no ispire dijelovima svjezeg otapala. Zatim se Citav sustav
prociscuje dusikom. Ova dva koraka imaju za cilj uklanjanje ostataka uzorka iz ASE sustava

radi poboljsanja prinosa analita i za pripremu sustava za sljedec¢i postupak ekstrakcije.

Prednosti ASE sustava su te $to je jednostavan za uporabu, sama ekstrakcija kratko traje (obi¢no
oko 15 min), mala je potrosnja otapala u koraku ekstrakcije (oko 15-25 mL), moguce je

upotrijebiti gotovo bilo koju vrstu otapala, osim jakih kiselina i baza ili otapala s temperaturom
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vrelista od 40 do 200 °C, mogu se koristiti pojedina¢na otapala ili smjesa otapala i otapala
opcenito nije potrebno odzracivati (iznimka je ako analit od interesa ima lako oksidirajuca
svojstva). Nadalje, priprema uzorka je brza i jednostavna, omoguceno je ekstrahiranje 24
uzorka u jednom ciklusu i potpuno automatizirani sustav kontrolira postupak te to rezultira
velikom ponovljivoséu parametra ekstrakcije (temperatura, tlak, staticko vrijeme, volumen

ispiranja).

Negativne strane ovog sustava su vrlo visoka cijena opreme (aparata i rezervnih dijelova),
ekstrakcijske ¢elije sastoje se od 11 komada, Sto postupak pranja ¢ini vrlo slozenim 1 uzrokuje
znacajno povecanje potroSnje otapala, zatim procis¢avanje ekstrakta je obi¢no potrebno prije
konacne analize jer se osjetljivost i razlu¢ivost kromatografske analize brzo pogorSava kada se
ekstrakti ne prociste prije analize, opcenito ekstrakcija nije selektivna i ponekad jedan ciklus
postupka ekstrakcije daje razli¢ite koli¢ine ekstrakta (to je vjerojatno posljedica poremecaja

rada stati¢kog ventila) (Giergielewicz-Mozajska, 2001).

Bursa¢-Kovacevié¢ i sur. (2018) optimirali su razli¢ite parametre ASE, kao $to su vrijeme
ekstrakcije, temperatura i broj ciklusa ekstrakcije za ekstrakciju terpenoidnih spojeva, poput
steviol glikozida i karotenoida, i drugih bioaktivnih spojeva iz Stevia rebaudiana Bertoni.
Optimalni uvjeti za ekstrakciju terpenoida bili su 160 °C i 30 min uz ciklus od 10 min, §to
pokazuje da ASE moze biti u¢inkovito koriStena za ekstrakciju termicki labilnih i nepolarnih

do polarnih komponenata u liS¢u stevije.

U radu Montera i sur. (2018) ASE je koristen za ekstrakciju karotenoida i klorofila iz mikroalgi
Chlamydomonas sp. U ovom slucaju glavni karotenoid identificiran u ekstraktu Kkoriste¢i
najselektivnije uvjete (100 %-tni etanol, 40 °C tijekom 20 min) bio je lutein, iako je ovaj

ekstrakt takoder bio bogat klorofilom feofitinom.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje ekstrakcijskih uvjeta ASE (temperatura, staticko
vrijeme ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije) za izolaciju fenolnih spojeva i klorofila iz
liofiliziranog ploda pasjeg trna. U dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski su odredeni

ukupni fenoli, klorofili i antioksidacijski kapacitet.

3.1. MATERUAL

3.1.1. Plod pasjeg trna

Za izolaciju bioloski aktivnih spojeva iz ploda pasjeg trna koristen je uzorak ploda pasjeg trna
uzgojen u kontinentalnoj Hrvatskoj (Hrvatsko zagorje) tijekom 2020. godine. Nakon branja,
uzorci ploda dopremljeni su u laboratorij te pohranjeni pri -18 °C. Prije liofilizacije, uzorci
ploda su pohranjeni pri -80 °C tijekom 24 h , nakon ¢ega se provela liofilizacija pri -55 °C u
vremenu 5 dana. Liofilizirani plodovi su zapakirani u polipropilenske vreéice, hermeticki
zatvoreni te pohranjeni pri sobnoj temperaturi do provodenja ekstrakcije. Neposredno prije

ekstrakcije, liofilizirani uzorci ploda usitnjeni su pomocu Stapnog miksera (slika 4).

Slika 4. OsusSeni i usitnjeni plod pasjeg trna (vlastita fotografija)
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3.1.2. Kemikalije i standardi

Dijatomejska zemlja, 6/60 mesh, 26033 (Restek Corporation, Bellefonte, SAD)

Etanol, 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

Etanol, 70 %-tni, odzraceni

Priprema: kako bi se dobilo 2000 mL 70 %-tnog etanola, 1458 mL 96 %-tnog etanola
stavi se u odmjernu tikvicu i ista se do oznake nadopuni sa vodom, dio se prebaci u
staklenu bocu i odzrac¢uje 45 min.

Destilirana voda

Folin-Ciocalteu reagens (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)

Natrijev karbonat, anhidrid (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

Zasiéena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina

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

Galna kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), 5 mg mL™*

Priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasticnoj ladici te se pomoc¢u 10 mL 96 %-
tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom
volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Sigma Aldrich, St.
Louis, SAD), 2 mM

Priprema: odvaze se 0,0501 g Troloxa i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba)

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: otpipetira se 330 uL 37 %-tne klorovodic¢ne kiseline 1 nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Zeljezo (II)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20) (Gram-Mol)

Zeljezo (II)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), 20 mM otopina
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Priprema: odvaze se 0,541 g zeljezo (IlI)-klorida heksahidrata u plasticnoj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake s destiliranom vodom.

Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba)

Natrij-acetat trihidrat (CH3COONa x 3H.0) (Kemika)

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3.6

Priprema: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u nju se
potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom do
oznake.

FRAP reagens

Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pomijesSa se 20 mL acetatnog pufera (0,3 M),

2 mL TPTZ reagensa i 2 mL zeljezo (I1I)-klorida u omjeru 10:1:1.

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Liofilizator Alpha 1-4 LSCPIlus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode
am Harz, Njemacka)

Analizator vlage (Ohaus MB25, Parsippany , New Jersey)

Stapni mikser (Philips, Promix 650W, Amsterdam, Nizozemska)

ASE ekstraktor, ThermoScientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific,
Sunnyvale, SAD)

Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Ultrazvuéna kupelj (Bandelin Sonorex Digitec DT 514, Bandelin electronic GmbH & Co.,
Berlin, Njemacka)

Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, Radnor,
SAD)

Vortex mijeSalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

Pribor:

Ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg celika (Thermo Scientific, 34 mL)
Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
Odmjerne tikvice (5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 1000 mL)

Plasti¢na ladica za vaganje
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= Plasti¢ne epruvete (Falcon) (50 mL)

= Stakleni lijevci

= Staklene boce za ekstrakciju (Thermo Scientific) (250 mL)
= Staklene kivete

=  Mikropipete Eppendorf (100 pL, 1000 puL, 5 mL)
= Staklene epruvete,

= Stalak za epruvete

= Staklene kivete

= Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL, 250mL)

= Spatula

=  Menzura (50 mL, 150 mL)

3.2. METODE
3.2.1. ASE

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz ploda pasjeg trna provedena je primjenom ASE uz upotrebu
70 %-tne vodene otopine etanola (odzraceni) kao ekstrakcijskog otapala. ASE je provedena na
uredaju ASE 350™ (slika 5). U svrhu definiranja ekstrakcijskih uvjeta pri kojima se postizu
najvisi prinosi fenolnih spojeva i pigmenta varirani su temperatura (80, 100 i 120 °C), staticko

vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) i broj ciklusa ekstrakcije (1, 2 i 3) (tablica 1).

Slika 5. ASE 350™ ekstraktor (vlastita fotografija)
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Tablica 1. Eksperimentalni dizajn

UzORAK | TEMPERATURA SJRAE]IECJS BROJ
°C) . CIKLUSA
(min)
1 80 5 1
2 80 5 2
3 80 5 3
4 80 10 1
5 80 10 2
6 80 10 3
7 80 15 1
8 80 15 2
9 80 15 3
10 100 5 1
11 100 5 2
12 100 5 3
13 100 10 1
14 100 10 2
15 100 10 3
16 100 15 1
17 100 15 2
18 100 15 3
19 120 5 1
20 120 5 2
21 120 5 3
22 120 10 1
23 120 10 2
24 120 10 3
25 120 15 1
26 120 15 2
27 120 15 3

Postupak:

Na analitickoj vagi odvaze se u plasti¢noj CaSici priblizno 1 £+ 0,001 g uzorka liofiliziranog i
usitnjenog ploda pasjeg trna te se promijesa s jednom mjericom dijatomejske zemlje i prebaci
u ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg celika veli¢ine 34 mL na ¢ije su dno prethodno postavljena
2 celulozna filtera. U ¢elije se zatim dodatno dodaje dijatomejska zemlja do ispunjenja gotovo
cijelog volumena éelije. Celija se potom oéisti od ostataka dijatomejske zemlje i ruéno zatvara.
Zatvorena celija postavlja se na predvideno mjesto u ASE ekstraktor i ekstrakcije se provode
variranjem uvjeta temperature, statickog vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije pri
¢emu su fiksni uvjeti: tlak 10,34 MPa, volumen ispiranja 30 %, a vrijeme propuhivanja dusikom

30 s. Dobiveni ekstrakti sakupljaju se u staklene boce koje se nalaze u donjem dijelu uredaja i
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prenose u odmjernu tikvicu od 50 mL (slika 6) koja se nadopuni do oznake ekstrakcijskim
otapalom. Pripremljeni ekstrakti prebace se u plasti¢ne epruvete i skladiste pri +4 °C do daljnje

analize.

Slika 6. Ekstrakti ploda pasjeg trna (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje suhe tvari

Suha tvar ploda pasjeg trna odredena je pomocu analizatora vlage. Kako bi vrijeme susenja bilo
kratko potrebno je odabrati malu koli¢inu uzorka, ali dovoljnu da bi se odrzala potrebna tocnost
mjerenja. Uzorci moraju uvijek biti jednoliko rasporedeni (tj. treba se izbjegavati
nagomilavanje) kako bi se dobili to¢ni i ponovljivi rezultati. Prethodno liofiliziran i usitnjen

plod pasjeg trna mase 2,9995g susio se otprilike 30 min te odredena suha tvar iznosi 90,98 %.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodi se u ekstraktu uzorka primjenom

spektrofotometrijske metode. Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji izmedu Folin-
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Ciocalteu reagensa 1 reducirajueg reagensa, polifenola. Nastali plavo obojeni kompleks
intenzivniji je Sto je veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim spojevima.

Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu redom se otpipetira 100 pL ekstrakta, 200 puLL Folin-Ciocalteu reagensa i
2 mL destilirane vode. Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (1 mL) dodaje se nakon 3 minute.
Nakon toga slijedi mijeSanje (pomoc¢u Vortexa) i termostatiranje pripremljenih uzoraka 25
minuta pri 50 °C. Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nacin pripremi se i

slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima ekstrakcijsko otapalo (70 %-tni etanol).

Izrada bazdarnog pravca i izraun:

Od pripremljene otopine galne kiseline (5 mg mL™) rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama
od 100 mL tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 51 10 mL alikvota standardne otopine galne
kiseline u svaku tikvicu i potom nadopuni do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg L. Iz svake tikvice otpipetira se
100 pL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 200 pL Folin-Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa (pomocu Vortexa), a uzorci se potom termostatiraju 25
minuta pri 50 °C. Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni
pravac pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu se na apscisu nanose koncentracije galne
kiseline (mg L), a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija

ukupnih fenola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca [1]:
Y =0,0035 x X (R?=0,9998) [1]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg L)

R? — koeficijent determinacije
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Koncentracije ukupnih fenola izrazene su u mg GAE 100 g suhe tvari (mg GAE 100 g s.t.)

kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila

Princip odredivanja:

Odredivanje biljnih pigmenata (klorofila a i klorofila b) bazira se na principu da svaki
fotosintetski pigment ima svoj jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim maksimumima
pri odredenim valnim duljinama. Spektrofotometrijsko mjerenje provodi se u ekstraktu pri
valnim duljinama 648,6 i 664,1 nm (u skladu s koriStenim ekstrakcijskim otapalom)
(Lichtenthaler i Buschmann, 2001).

Postupak odredivanja:

Kvantitativno odredivanje biljnih pigmenata provodi se spektrofotometrijski pri valnim
duljinama 648,6 i 664,1 za klorofil a i b (u skladu s koristenim ekstrakcijskim otapalom,
etanolom). Kao slijepa proba koristi se otapalo koje je koriSteno za ekstrakciju (70 %-tni
etanol). Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka, a tako dobivena

vrijednost koristi se za izraCunavanje kona¢nog rezultata.

Izracun:

Udjeli klorofila a i b racunaju se prema sljede¢im jednadzbama (Lichtenthaler i Buschmann,
2001) [2-3]:

Etanol:
Ca (ug mL™1) = 13,36 Asss1 — 5,19 Agags [2]
Co (ug mLY) = 27,43 Assgs — 8,12 Aces [3]
gdje je:

A = apsorbancija
ca = klorofil a
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cp = klorofil b

Koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnih klorofila (ca+ cy) izraZzene su u mg 100 g? s.t.

kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip odredivanja:

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda temelji se na reakciji redukcije Zuto
obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u kiselom mediju pri ¢emu
nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593
nm (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996). FRAP vrijednosti najce$ée se izrazavaju preko

FeSOs, askorbinske kiseline ili trolox ekvivalenta (Benzie i Strain, 1996).

Postupak odredivanja:

U staklene epruvete redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 puL uzorka i 2080 uL. FRAP
reagensa, dobro se promijeSa (pomocu Vortexa) te termostatira 5 min pri 37 °C. Nakon toga
mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, gdje se umjesto

uzorka dodaje ekstrakcijsko otapalo (70 %-tni etanol).

Izrada bazdarnog pravca i izracun:

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) tako da se odvaze 0,0501 g Troloxa i kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom. Od
pripremljene otopine Troloxa rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se
redom otpipetira 0,125, 0,5, 0,625, 1,25, 2,51 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa u svaku
tikvicu. Odmjerne tikvice potom se nadopune do oznake 96 %-tnim etanolom. Koncentracije
Troloxa u tim tikvicama iznose: 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 umol L. Nakon toga, u staklene
epruvete redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 puL otopine standarda iz prethodno

pripremljenih razrjedenja i 2080 uL FRAP reagensa. Potom slijedi mijeSanje (pomoc¢u Vortexa)
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1 termostatiranje pri 37 °C. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim
uzorka, gdje se umjesto uzorka dodaje 70 %-tni etanol. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija
nacrta se bazdarni pravac pomocéu programa Microsoft Excel pri ¢emu se na apscisu nanose
koncentracije Troloxa (umol L), a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 593 nm.
Antioksidacijski kapacitet uzorka odreden FRAP metodom izracuna se prema dobivenoj

jednadzbi pravca [4]:
Y =0,0013 x X (R?=0,9995) [4]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol L?)

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u mmol TE 100 g* s.t. kao srednja vrijednost dvaju

mjerenja.

3.2.6. Statisti¢ka analiza

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statisti¢ku obradu podataka koriSten je programski sustav
Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperiment je dizajniran kao puni faktorijalni
dizajn. Za statisticku analizu primijenjena je multifaktorska analiza varijance (MANOVA) uz
Tukey HSD test, pri ¢emu je statisticki znacajna razlika razmatrana na razini p < 0,05 (95 %-

tni interval pouzdanosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje uvjeta ASE za izolaciju bioaktivnih spojeva
(fenolni spojevi i klorofili) iz osuSenog ploda pasjeg trna. Kao ekstrakcijsko otapalo koristen je

70 %-tni odzraceni etanol.

Tijekom optimiranja uvjeta ASE, varirani su parametri ekstrakcije: temperatura (80, 100 i 120
°C), staticko vrijeme ekstrakcije (5, 10 i 15 min) te broj ciklusa (1, 2 i 3 ciklusa). U dobivenim
ekstraktima provedena je spektrofotometrijska analiza te je odreden udio ukupnih fenola,

klorofila a i b, ukupnih Kklorofila i antioksidacijski kapacitet.

Dobiveni rezultati obradeni su primjenom MS Excel programa te graficki prikazani kao srednja
vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + standardna devijacija (slike 7, 8, 9, 10 i 11). Takoder,
dobiveni rezultati statisticki su obradeni, a rezultati statisticke analize prikazani su kao srednja

vrijednost + standardna pogreska (tablica 2).
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4.1. UTJECAJ PARAMETARA ASE NA UDIO UKUPNIH FENOLA U PLODU PASJEG
TRNA

Maseni udio ukupnih fenola u plodu pasjeg trna nakon provedene ASE odreden je u rasponu
vrijednosti od 220,27 mg GAE 100gs.t. do 688,27 mg GAE 100 g s.t. (slika 7) s prosje¢nom
vrijedno$éu 463,77 mg GAE 100 g!s.t. (tablica 2). Najnizi maseni udio ukupnih fenola odreden
je u uzorku 10 koji je dobiven pri temperaturi 100 °C, statiCkom vremenu 5 min uz 1 ciklus
ekstrakcije, a najvisi maseni udio ukupnih fenola odreden je u uzorku 27 koji je dobiven pri

temperaturi 120 °C, statickom vremenu 15 min uz 3 ciklusa ekstrakcije (slika 7).
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Slika 7. Maseni udio ukupnih fenola izoliranih iz ploda pasjeg trna primjenom ASE
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Tablica 2. Utjecaj parametara ASE na udio ukupnih fenola, klorofila i antioksidacijski

kapacitet ploda pasjeg trna

. Ukupni Ukupni Antioksidacijski

Parametri ) .. ]

ekstrakciie fenoli klorofili kapacitet
) (mg GAE 100 g!s.t.) (mg 100 g*s.t) (mmol TE 100 g*'s.t.)
Tem?fg‘t“ra p < 0,01* p < 0,01* p<0,01*
80 439,00+3,072 33,85+0,06° 1,75+0,022
100 440,94+3,072 46,01+0,06° 1,76+0,022
120 511,37+3,07° 74,16+0,06° 2,35+0,02°
Staticko vrijeme
. <0,01* <0,01* <0,01*
(min) p p p

5 390,12+3,072 42,98+0,062 1,63+0,022
10 487,51+3,07° 54,43+0,06" 1,99+0,02°
15 513,68+3,07° 56,61+0,06° 2,2340,02¢
Broj ciklusa p <0,01* p <0,01* p <0,01*
1 387,57+3,072 39,27+0,06? 1,58+0,022
2 485,49+3,07° 53,75+0,06" 2,03+0,02°
3 518,25+3,07¢ 61,01+0,06° 2,25+0,02¢

Prosjecna 463,77 51.34 1,95

vrijednost

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p < 0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima
medusobno se statisticki razlikuju na p <0,05.

Périno-Issartier 1 sur. (2010) koriste¢i mikrovalnu ekstrakciju bez koriStenja otapala 1
konvencionalnu ekstrakciju metanolom dobili su prosje¢nu vrijednost ukupnih fenola u
ekstraktu ploda pasjeg trna 1147+11,9 mg GAE 100 g's.t., odnosno 741,9+7,6 mg GAE 100
gls.t. Objema metodama dobiven je visi maseni udio ukupnih fenola u odnosu na rezultate
ovog rada, cemu razlog moze biti razli¢ito geografsko porijeklo uzorka (pasji trn u njihovom
istrazivanju uzgojen je u Francuskoj) ili pak izbor ekstrakcijskog otapala. Medutim, Wani i sur.
(2016) u ektraktu ploda pasjeg trna odredili su ukupne fenole izolirane maceracijom u
vrijednosti od 28,35 mg GAE 100 g*s.t, primjenom Soxhleta u rasponu od 43,77 do 77,85 mg
GAE 100 g!s.t, a ekstrakcijom vodom u subkriticnom stanju u rasponu od 60,22 do 86,70 mg
GAE 100 g*s.t. Usporedbom tih rezultata s rezultatima ovog rada moZe se pretpostaviti kako
je ASE ucinkovitija metoda ekstakcije. U svom istrazivanju Dragovi¢-Uzelac i sur. (2016) dosli

su do zakljucka da je najvisa koncentracija ukupnih fenola u sorti grozda Merlot postignuta
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upravo primjenom ASE kao ekstrakcijske tehnike u odnosu na druge primijenjene inovativne
tehnike. Michel i sur. (2012) takoder su upotrijebili ASE na plodu pasjeg trna pri temperaturi
od 60 °C, 5 min stati¢kog vremena, pod tlakom od 100 bara i brojem ciklusa 5. Dobiveni
prosjecni udio ukupnih fenola u ekstraktu plodu pasjeg trna koriste¢i etanol kao ekstrakcijsko
otapalo iznosio je 120+14 mg GAE 100 g™s.t., §to je nize u odnosu na vrijednosti dobivene u
ovom istrazivanju. Ipak treba naglasiti da je u thovom istrazivanju ASE provedena pri nizoj

temperaturi.

U uzorcima ploda pasjeg trna ovog rada 1-9 primijenjena je temperatura ekstrakcije 80 °C te je
prosjeéna vrijednost masenog udjela ukupnih fenola iznosila 439,00+3,07 mg GAE 100 g s.t.
Nadalje, u uzorcima 10-18 primijenjena je temperatura ekstrakcije od 100 °C te je prosje¢na
vrijednost masenog udjela ukupnih fenola 440,94+3,07 mg GAE 100 g s.t., a uz primijenjenu
temperaturu ekstrakcije od 120 °C prosje¢na vrijednost masenog udjela ukupnih fenola bila je
511,37+3,07 mg GAE 100 g* s.t. Prema rezultatima statisticke analize, temperatura kao
parametar ekstrakcije ima statisticki znacajan utjecaj (p < 0,01) na maseni udio ukupnih fenola
u plodu pasjeg trna. Iz dobivenih rezultata vidljivo je kako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
u udjelu ukupnih fenola dobivenih pri 80 i 100 °C, dok je prosje¢na vrijednost udjela ukupnih
fenola dobivena pri 120 °C signifikantno visa u odnosu na vrijednosti dobivenih pri nizim
temperaturama (tablica 2) te je prinos ukupnih fenola visi za 14 % u odnosu na prinose dobivene
pri nizim temperaturama, budué¢i da se kinetika prijenosa mase pri viSim temperaturama
znacajno poboljsava (Lou i sur., 1997). To se moze potkrijepiti i rezultatima rada Repajic i sur.
(2020a) u kojem je maseni udio ukupnih fenola u ekstraktu sjemenki komorac¢a nakon
provedene ASE bio gotovo 45 % veéi u ekstrakciji pri 110 °C u usporedbi s ekstrakcijom

provedenom pri 80 °C.

Isto tako vidljivo je kako se maseni udjeli ukupnih fenola statisticki znac¢ajno razlikuju (p <
0,01) i ovise o primijenjenom statickom vremenu ekstrakcije (5, 10 i 15 min). U uzorcima 1-3
(80 °C), 10-12 (100 °C) 1 19-21 (120 °C) primijenjeno je staticko vrijeme ekstrakcije u trajanju
od 5 min, gdje je prosjec¢na vrijednost masenog udjela ukupnih fenola bila 390,12+3,07 mg
GAE 100 g* s.t. U uzorcima 4-6 (80 °C), 13-15 (110 °C) i 22-24 (120 °C) je primijenjeno
staticko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 10 min s prosjecnom vrijednoS¢u masenog udjela
ukupnih fenola od 487,51+3,07 mg GAE 100 g*s.t. Zatim u uzorcima 7-9 (80 °C), 16-18 (100
°C) 1 25-27 (120 °C) primijenjeno je statiCko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 15 min s
prosjeénom vrijedno$éu masenog udjela ukupnih fenola od 513,68+3,07 mg GAE 100 gs.t.

(tablica 2). Moze se zakljuciti kako su najvisi prinosi ukupnih fenola postignuti pri statickom
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vremenu od 15 min, jer povecanje statiCkog vrijeme ekstrakcije na poviSenim temperaturama

takoder potice difuzija analita u ekstrakcijsko otapalo (Mottaleb i1 Sarker, 2012).

StatistiCkom analizom dokazano je kako broj ciklusa takoder statisti¢ki znacajno utjece (p <
0,01) na maseni udio ukupnih fenola te je najvi$i maseni udio ukupnih fenola u ovom
istrazivanju zabiljezen upravo pri najvecem broju ciklusa. Prosjec¢na vrijednost masenog udjela
ukupnih fenola pri 3 ekstrakcijska ciklusa iznosi 518,25+3,07 mg GAE 100 g* s.t., dok su
prosjecne vrijednosti masenog udjela ukupnih fenola dobivene pri manjem broju ciklusa nize
(1 ciklus 387,57+3,07 mg GAE 100 g s.t., 2 ciklusa 485,49+3,07 mg GAE 100 g s.t.) 3to je
nize za 25 odnosno 6 % u odnosu na 3 ciklusa (tablica 2). Isti trend primjetili su Repaji¢ i sur.
(2020b) pri primjeni ASE na listu koprive gdje je najveci prinos ukupnih fenola postignut pri
najvecem broju ciklusa (4 ciklusa). Svrha povecéanja broja ciklusa ekstrakcije je uvodenje
svjezeg otapala tijekom ekstrakcije s ciljem odrzavanja povoljne ekstrakcijske ravnoteze

(Mottaleb i Sarker, 2012).

U radu Barros i sur. (2013) ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku koristena je za
ekstrakciju fenolnih spojeva iz zrna sirka pri temperaturama 60, 120 i 150 °C. Pri temperaturi
od 120 1 150 °C koristeé¢i 50 i 70 %-tno otapalo etanol/voda (v/v) doslo je do gotovo jednake
ekstrakcije fenolnih spojeva i do 12 % vise antioksidanasa u usporedi s tradicionalnim
metodama gdje se kao otapalo koristi aceton i metanol (Barros i sur., 2013). Rajha i sur. (2014)
takoder su odredivali fenolne spojeve primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom
tlaku i to u komini grozda te su dobili najvisi prinos fenola koriste¢i najvisu temperaturu

istrazivanja (140 °C) i 70 %-tnu vodenu otopinu etanola.

Iz svega navedenog moze se zakljuéiti da sva tri ekstrakcijska parametra znacajno utje¢u na
masene udjele ukupnih fenola u ekstraktima liofiliziranih plodova pasjeg trna, pri ¢emu se bolje
iskoriStenje procesa ostvaruje pri vi$oj temperaturi, duZem statiCkom vremenu te ve¢em broju

ciklusa ekstrakcije odnosno pri 120 °C, 15 min i 3 ciklusa.
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4.2. UTJIECAJ PARAMETARA ASE NA UDIO KLOROFILA U PLODU PASJEG TRNA

Maseni udio ukupnih klorofila (klorofil a + klorofil b) u plodu pasjeg trna nakon provedene
ASE odreden je u rasponu vrijednosti od 18,35 mg 100 g s.t. do 99,59 mg 100 g s.t. (slika 8)
s prosje¢nom vrijednoséu 51,34 mg 100 g s.t. (tablica 2). Najnizi maseni udio ukupnih
klorofila u plodu pasjeg trna odreden je u uzorku 10 pri temperaturi 100 °C, statickom vremenu
5 min uz 1 ciklus ekstrakcije, dok je najvisi maseni udio ukupnih klorofila odreden u uzorku 24

pri temperaturi 120 °C, statickom vremenu 10 min uz 3 ciklusa ekstrakcije.
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Slika 8. Maseni udio ukupnih klorofila izoliranih iz ploda pasjeg trna primjenom ASE

Rezultati statisticke analize (tablica 2) su pokazali da temperatura kao parametar ekstrakcije
ima statisti¢ki znacajan utjecaj (p < 0,01) na maseni udio ukupnih klorofila u plodu pasjeg trna.
U uzorcima 1-9 primijenjena je temperatura ekstrakcije 80 °C te je prosjecna vrijednost

masenog udjela ukupnih klorofila iznosila 33,85+0,06 mg 100 g s.t., nadalje u uzorcima 10-
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18 primijenjena je temperatura ekstrakcije od 100 °C te je prosjecna vrijednost masenog udjela
ukupnih klorofila 46,01+0,06 mg 100 g s.t., a uz primijenjenu temperaturu ekstrakcije od 120
°C prosje¢na vrijednost masenog udjela ukupnih klorofila bila je 74,16+0,06 mg 100 g s.t.

Visoka temperatura moze dovesti do izomerizacije i razgradnje termolabilnih spojeva kao §to
su pigmenti pa je zbog toga je vazno precizno definirati najvisu temperaturu ekstrakcije koja
omogucava brzu ekstrakciju s visokim prinosima, ali bez naruSavanja termolabilnih pigmenata
(Pasquet i sur. 2011). U istrazivanju Cha i sur. (2010) na mikroalgi Chlorella vulgaris doslo je
do znacajnijeg povecanja uéinkovitosti procesa ekstrakcije klorofila pri vi§im temperaturama,
u odnosu na kemijske reakcije degradacije. Maksimalni prinosi ekstrakcije klorofila a i klorofila
b ostvareni su pri najvis$im temperaturama od 150 do 160 °C. Cha i sur. (2010) navode da se
akumuliranje velike koli¢ine klorofila odvija u kloroplastima koji su okruzeni debelom
stanicnom stjenkom S§to moze otezati njihovu ekstrakciju. Velika energija pri visokim
temperaturama ASE smanjuje tu zastitnu barijeru te povecava ucinkovitost procesa. Takoder u
radu Cha i sur. (2010) 90 %-tni etanol pokazao se kao najucinkovitije otapalo za ekstrakciju

klorofila od &etiri testiranih.

Nadalje, vidljivo je kako se maseni udjeli ukupnih klorofila statisticki znacajno razlikuju (p <
0,01) ovisno i o primijenjenom statiCkom vremenu ekstrakcije (5, 10 i 15 min). U uzorcima 1-
3(80°C), 10-12 (100 °C)119-21 (120 °C) primijenjeno je staticko vrijeme ekstrakcije u trajanju
od 5 min, gdje je prosjecna vrijednost masenog udjela ukupnih klorofila bila 42,98+0,06 mg
100 g s.t. U uzorcima 4-6 (80 °C), 13-15 (110 °C) i 22-24 (120 °C) je primijenjeno stati¢ko
vrijeme ekstrakcije u trajanju od 10 min s prosje¢nom vrijedno$¢u masenog udjela ukupnih
klorofila od 54,43+0,06 mg 100 g*s.t. Zatim u uzorcima 7-9 (80 °C), 16-18 (100 °C) i 25-27
(120 °C) primijenjeno je statiCko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 15 min s prosjecnom

vrijedno$éu masenog udjela ukupnih klorofila od 56,61+0,06 mg 100 g*s.t.

Statistickom analizom dokazano je kako i broj ciklusa statisticki znac¢ajno (p < 0,01) utjece na
maseni udio ukupnih Kklorofila. Pri ve¢em broju ciklusa maseni udio ukupnih klorofila bio je
visi. Tako je prosje¢no pri 3 ciklusa izolirano 61,01+0,06 mg 100 g s.t. ukupnih klorofila, §to
je vise za ¢ak 36 % u odnosu na 1 ciklus (39,27+0,06 mg 100 gs.t.) odnosno za 12 % u odnosu
na 2 ciklusa (53,75+0,06 mg 100 g*s.t.).

Prema tome vidljivo je da sva tri ekstrakcijska parametra znacajno utje¢u na masene udjele
ukupnih klorofila u ekstraktima liofiliziranih plodova pasjeg trna, pri ¢emu se bolje iskoristenje

procesa ostvaruje pri viSoj temperaturi, duzem statickom vremenu te vecem broju ciklusa
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ekstrakcije odnosno pri 120 °C, 10 min i 3 ciklusa pri ¢emu je prinos za samo 1 % veci u odnosu

na najvise uvjete istrazivanja (120 °C, 15 min i 3 ciklusa).

1z grafi¢kog prikaza (slike 9 1 10) vidljivo je kako plod pasjeg trna koriSten u ovom istrazivanju
sadrzi vi$i maseni udio klorofila b (prosje¢na vrijednost 36,37 mg 100 g s.t.) u odnosu na

maseni udio klorofila a (prosje¢na vrijednost 14,97 mg 100 g s.t).

Maseni udio klorofila a u plodu pasjeg trna odreden je u rasponu vrijednosti od 5,33 mg 100 g°
1s.t. do 28,24 mg 100 g's.t., dok se maseni udio klorofila b kretao od 13,02 do 71,35 mg 100 g
15.t. Najnizi maseni udio klorofila a i b odreden je u uzorku 10 pri temperaturi 100 °C, statickom
vremenu 5 min uz 1 ciklus ekstrakcije. Najvisi maseni udio klorofila a i b odreden je u uzorku

24 pri temperaturi 120 °C, statickom vremenu 10 min uz 3 ciklusa ekstrakcije.

Uglavnom se maseni udio klorofila a i b povecava s porastom temperature, statickog vremena
I broja ciklusa ekstrakcije, izuzetak su uzorci 4 i 10 gdje je doslo do smanjenja udjela klorofila
a i klorofila b, sto je moguée zbog kratkog vremena ekstrakcije koje nije bilo dovoljno za

toplinsku razgradnju klorofila.
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Slika 9. Maseni udio klorofila a izoliranog iz ploda pasjeg trna primjenom ASE
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Slika 10. Maseni udio klorofila b izoliranog iz ploda pasjeg trna primjenom ASE
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4.3. UTJECAJ PARAMETARA ASE NA ANTIOKSIDACISKI KAPACITET
EKSTRAKATA PLODA PASJEG TRNA

Antioksidacijski kapacitet u ekstraktima ploda pasjeg trna nakon provedene ASE odreden je u
rasponu vrijednosti 1,07 do 3,24 mmol TE 100 g s.t. (slika 11) s prosje¢nom vrijednoséu 1,95
mmol TE 100 g s.t (tablica 2). Najniza vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredena je u
uzorku 10 koji je dobiven pri temperaturi 100 °C, statickom vremenu 5 min uz 1 ciklus
ekstrakcije, a najvisa u uzorku 27 koji je dobiven pri temperaturi 120 °C, statickom vremenu

15 min uz 3 ciklusa ekstrakcije.
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet ekstrakata ploda pasjeg trna dobivenih primjenom ASE

Rezultati statisticke analize pokazali su da temperatura ima statisticki znacajan utjecaj (p <
0,01) na antioksidacijski kapacitet ekstrakata ploda pasjeg trna dobivenih primjenom ASE.

Ekstrakti dobiveni pri temepraturama 80 i1 100 °C medusobno se nisu statisticki razlikovali
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obzirom na prosje¢nu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (1,75+0,02 i 1,76+0,02 mmol TE
100 g1 s.t.), dok je u odnosu na njih u ekstraktu dobivenom pri 120 °C odredena signifikantno
vi$a prosjecna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (2,35+0,02 mmol TE 100 g s.t.) (tablica
2).

Nadalje, statisticka analiza pokazala je da statisticko vrijeme kao parametar ekstrakcije ima
statisti¢ki znac¢ajan (p < 0,01) utjecaj na antioksidacijski kapacitet ekstrakata ploda pasjeg trna.
U uzorcima 1-3 (80 °C), 10-12 (100 °C) i 19-21 (120 °C) primijenjeno je staticko vrijeme
ekstrakcije u trajanju od 5 min, gdje je prosjecna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta bila
1,63+0,02 mmol TE 100 g* s.t. U uzorcima 4-6 (80 °C), 13-15 (110 °C) i 22-24 (120 °C) je
primijenjeno statiCko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 10 min s prosje¢nom vrijednos¢u
antioksidacijskog kapaciteta od 1,99+0,02 mmol TE 100 g s.t. Zatim, u uzorcima 7-9 (80 °C),
16-18 (100 °C) i 25-27 (120 °C) primijenjeno je stati¢ko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 15
min s prosjeénom vrijednos¢u antioksidacijskog kapaciteta od 2,23+0,02 mmol TE 100 g s.t.
(tablica 2).

Takoder, dokazano je kako i broj ciklusa statisticki znacajno utjece (p < 0,01) na
antioksidacijski kapacitet (tablica 2). Kod primjene 1 ciklusa ekstrakcije prosjecna vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta iznosila je 1,58+0,02 mmol TE 100 g s.t., kod primjene 2 ciklusa
bio je 2,03+0,02 mmol TE 100 g s.t., a kod 3 ciklusa 2,25+0,02 mmol TE 100 g* s.t.

Sukladno svemu navedenom, vidljivo je da se antioksidacijski kapacitet ekstrakata ploda pasjeg
trna povecava s porastom temperature, statickog vremena i broja ciklusa ekstrakcije, gdje se
najvisa vrijednost postize pri 120 °C, 15 min uz 3 ciklusa ekstrakcije. 1zuzetak je uzorak 10 u
kojem je doslo do smanjenja antioksidacijskog kapaciteta. U radu Jaime i sur. (2005) na
mikroalgi Spirulina platensis takoder se doslo do zakljucka da pri viSoj temperaturi ASE i
duzim vremenom ekstrakcije dobiva se ekstrakt viseg antioksidacijskog kapaciteta. Korekar i
sur. (2011) pronasli su znacajnu korelaciju izmedu antioksidativnog djelovanja i sadrzaja
fenola, $to ukazuje da bi fenolni spojevi mogli biti glavni doprinosi antioksidacijskoj aktivnosti.
Ujedno su i Thaipong i sur. (2006) u svom radu koriste¢ci FRAP metodu odredili najvecu
korelaciju izmedu askorbinske kiseline i ukupnih fenola u plodu guave u odnosu na druge
tehnike te su stoga zakljucili da je FRAP odgovarajuca tehnika za ispitivanje antioksidacijskog
kapaciteta, a izmedu ostalog pokazala je visoku ponovljivost, bila je jednostavna i brzo

izvedena.
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U radu Dienaite i sur. (2020) dokazalo se da je plod pasjeg trna dobar izvor bioaktivnih spojeva
s antioksidacijskim kapacitetom. Primjenom ekstrakcije superkriticnim CO2 dosSlo se do
rezultata kako vodeni ekstrakt pasjeg trna ima visi antioksidacijski kapacitet u odnosu na
primjenu etanola kao ekstrakcijskog otapala. To se moze objasniti viSom koncentracijom nekih
polarnih hidrofilnih antioksidansa koji su odgovorni za antioksidativna svojstva razli¢itog voca
i povréa (Dienaite i sur. 2020). Nadalje, u istrazivanju Herrero i sur. (2005) na mikroalgi
Spirulina platensis primjenom ASE kao metode ekstrakcije doslo se do zakljucka da ekstrakti
etanola imaju samo nesto malo nizi antioksidacijski kapacitet u odnosu na upotrebu heksana i
naftnog etera kao ekstrakcijskog otapala, Sto je dodatna prednost za etanol budu¢i da on ima

GRAS status 1 moze se koristiti kao sigurno otapalo za prehrambenu industriju.

34



5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuditi sljedece:

1. Prema dobivenim rezultatima maseni udio ukupnih fenola u liofiliziranom plodu pasjeg
trna odreden je u rasponu vrijednosti od 220,27 do 688,27 mg GAE 100 g s.t., ukupnih
klorofila od 18,35 do 99,59 mg 100 g* s.t, klorofila a od 5,33 do 28,24 mg 100 g s.t,
klorofila b od 13,02 do 71,35 mg 100 g s.t, dok se antioksidacijski kapacitet kretao od
1,07 do 3,24 mmol TE 100 g? s.t..

2. Rezultati pokazuju kako plod pasjeg trna koriSten u ovom istraZivanju sadrzi vi$i maseni
udio klorofila b (prosje¢na vrijednost 36,37 mg 100 g* s.t.) u odnosu na maseni udio
klorofila a (prosje¢na vrijednost 14,97 mg 100 g s.t).

3. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE) uz 70 %-tni etanol kao
otapalo pokazala se kao ucinkovita metoda za uspjesnu ekstrakciju bioaktivnih spojeva
iz liofiliziranog ploda pasjeg trna. Ucinkovitost ekstrakcijskog procesa i prinosi tih
spojeva znacajno ovise o temperaturi statickom, vremenu ekstrakcije i broju ciklusa
ekstrakcije, a ta tri ispitana parametra ekstrakcije imali su statisticki znacajan utjecaj (p
< 0,01) na udio ukupnih fenola, ukupnih klorofila i antioksidacijski kapacitet u
ekstraktima ploda pasjeg trna dobivenim primjenom ASE.

4. Sukladno rezultatima statisticke analize, parametri pri kojima je ASE pokazala najvisu
ucinkovitost u izolaciji svih analiziranih bioaktivnih spojeva te je dobivena najvisa
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta su 120 °C, staticko vrijeme ekstrakcije 15 min i

3 ciklusa ekstrakcije.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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