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1. UuvOoD

Antioksidansi su tvari koje mogu odgoditi ili sprijeciti oksidaciju supstrata uzrokovanu slobod-
nim radikalima tako da im doniraju elektrone. Slobodni radikali mogu izazvati oste¢enja DNK
i staniéne membrane te uzrokovati razne bolesti kod ljudi $to je razlog povecéanog interesa za

istrazivanjem tvari i spojeva s antioksidativnim u€inkom (Gulcin i Alwasel, 2023).

Melissa officinalis L. ljekovita je biljka Cija etericna ulja i ekstrakti pokazuju razna bioloska i
farmakoloSka svojstva. Mnoga istrazivanja su pokazala da ekstrakti ove biljke smanjuju

oksidativni stres i oSte¢enja DNK (Petrisor i sur., 2022).

U ovom zavrdnom radu opisana je antioksidativna aktivnost ekstrakata biljke Melissa officina-
lis L. dobivenih mikrovalnom ekstrakcijom pri razli€itim uvjetima temperature i trajanja ekstrak-
cije uz upotrebu razli¢itin otapala. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je brza i djelo-
tvorna metoda koja se danas najcesSce koristi za ekstrakciju prirodnih spojeva iz biljnih mate-

rijala (Starmans i sur., 1996).

Nakon mikrovalne ekstrakcije, antioksidativni potencijal ekstrakata odreden je primjenom dvije
metode, DPPH i FRAP. DPPH se temelji na uklanjanju DPPH radikala $to rezultira promjenom
boje uzoraka. FRAP se temelji na prijenosu elektrona pri ¢emu takoder dolazi do promjene
obojenja. Obje metode su brze, efikasne i ekonomi¢ne te se mjerenja vre uz pomo¢ UV/Vis

spektroforometra.

Cilj rada bio je ispitati antioksidativnhu aktivnost ekstrakata te utvrditi utjecaj razli€itih nacina

provodenja mikrovalne ekstrakcije na njihov antioksidativni potencijal.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Melissa officinalis L.

Melissa officinalis L. ljekovita je biljka koja se koristi u tradicionalnoj medicini. Ljekovite bilike
imaju razna bioloSka svojstva i sadrze bioloSki aktivhe tvari koje se nalaze u razlicitim
dijelovima same biljke te se mogu ekstrahirati iz korijena, listova, plodova, kore ili cijele biljke.
Melisa je aromatiCna viSegodiSnja biljka koja raste u zapadnoj Aziji i u Europi, toCnije u
mediteranskoj regiji. Drugi nazivi za nju su limunski balzam, medni balzam, balzam mente ili
ljiekoviti matiCnjak. Pripada obitelji metvice Lamiaceae, jestiva je i doseze visinu od 60 do 100
cm. Eterino ulje i ekstrakti Melisse officinalis sadrze spojeve sa velikim farmakoloSkim
potencijalom za medicinsku upotrebu.

Kemijskom analizom sastava Mellise officinalis utvrdeno je da biljka sadrzi flavonoide, fenolne
kiseline, tanine, terpenoide i eteri¢na ulja. Glavni aktivni sastojci su hlapljivi spojevi, triterpeni,
fenolni spojevi i flavonoidi (slika 1). Kemijski sastav ekstrakata biljke razlikuje se ovisno o
nacinu provodenja ekstrakcije i ovisi o dijelu biljike koji se analizira, o podrijetlu biljke,
klimatskim i geografski uvjetima i vremenu berbe. Polifenolni spojevi su sekundarni metaboliti
u koje se svrstavaju flavonoidi i fenolne kiseline i vazni su bioaktivni sastojci Melissa officinalis.
Ti spojevi pokazuju jaka antioksidativna svojstva, a najzastupljeniji su ruzmarinska, kafeinska,
klorogenska i ferulinska kiselina. Ovisno o metodi ekstrakcije i upotrijeblienom otapalu mogu
se dobiti razliCiti sastavi ekstrakata Sto utjeCe na samu bioloSku aktivnost. Etericno ulje
dobiveno iz listova Melissa officinalis izdvaja se u malim koli¢inama i ima vazne farmakolosSke
znacajke. Glavne komponente eteriénog ulja osusenih listova ove biljke su hlapljivi spojevi
prikazani u Tablici 1. U raznim studijama koje su proucCavale ekstrakte listova Melisse
officinalis, identificirani su fenolni spojevi koji su povezani sa antivirusnim, antitumorskim,
antidepresivnim, anti-Alzheimerovim, antibakterijskim i neuroprotektivnim ucincima. Ekstrakti
melise pokazali su i dobar citotoksiCni u€inak na stanice raka dojke i raka debelog crijeva te
smanjenje oksidativnog stresa i oSte¢enja DNK. Sve vie se razvijaju sustavi dostave lijekova
koji sadrze prirodne aktivne tvari s ciliem poboljSanja stabilnosti, topljivosti i apsorpcije u tijelu.
Tehnologija nano-nosaca pokazala se kao tehnologija sa puno prednosti, a Melissa officinalis
je jedna od biljaka iz €ijih se dijelova izdvajaju biolo3ki aktivhe komponente koje se unose u

sustave kontroliranog otpustanja (Petrisor i sur., 2022).
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Slika 1. Sastav Melissa officinalis i njezini farmakoloski ucinci (prema Petrisor i sur., 2022)

Tablica 1. Udio vecinski komponenata u esecijalnom ulju ekstrahiranom iz susenih listova

Melissa officinalis (Petrisor i sur., 2022)

Komponenta Koncentracija komponenti esencijalnog ulja,
(%)
Kariofilen 1,06-6,8
Kariofilen oksid 1,3-43,55
Citronelal 0,4-20,3
Geranial (ciral A) 6,22-51,21
Geranil acetat 0,5-19,3
Neral (ciral B) 4,28-35,02
a-Kadinol 5,64
a-Kopaen 0,1-7,02
B-Kariofilen 1,3-29,14




2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Mikrovalovi su elektromagnetski valovi gradeni od dva osciliraju¢a okomita polja: elektricnog i
magnetskog. Podrucje mikrovalnog zraCenja (slika 2) se u elektromagnetskom spektru nalazi
izmedu radio valova i infracrvenih valova, s pripadajuéim valnim duljinama od 1 cm do 1 m

odnosno frekvencijama izmedu 1 i 300 GHz (Neral i sur., 2006).

INZANAVAA L

Radiation Type  Radio Microwave Infrared Visible Ultraviolet  X-ray Gamma ray
Wavelength (m) ~ 10° 1072 107° 0.5%x107® 10°® 1070 10712

t1t,
111/
il

10* 108 1012 10t 106 108 1070

Slika 2. Spektar elektromagnetskog zraenja (Helmenstine, 2023)

DielektriCno zagrijavanje pomoc¢u mikrovalova ovisi 0 sposobnosti materijala da apsorbira nji-
hovu energiju i pretvori je u toplinsku energiju. Mikrovalovima potpomognuto zagrijavanje po-
sljedica je rotacije polarnih molekula koje nastoje slijediti smjer izmjeni¢nog elektricnog polja,
pritom dolazi do ravnomjernog zagrijavanja otopine u cijelom volumenu (Zrinski i Eckert-Ma-
ksi¢, 2005.; Spar Eskilsson i Bjourklund, 2000.).

Mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija (slika 3) danas se najCesce koristi za ekstrakciju pri-
rodnih spojeva iz biljnih materijala zbog kratkog trajanja ekstrakcije, velike u€inkovitosti i sma-
njene upotrebe otapala, u usporedbi s klasi€énom toplinskom ekstrakcijom. Tretiranjem biljnog
materijala mikrovalovima pospjeSuje se ekstrakcija sekundarnih metabolita i aromatskih tvari.
Zagrijano otapalo uzrokuje pucanje stanicne membrane, a time i oslobadanje i difuziju sekun-

darnih metabolita koji se ve¢inom nalaze u membrani ili citoplazmi (Starmans i sur., 1996).


https://sciencenotes.org/author/azareal/
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Slika 3. Shematski prikaz ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (Farcas i sur., 2022)

Razlikujemo dvije vrste komercijalno dostupnih sustava za mikrovalnu ekstrakciju: ekstrakcija
u zatvorenim posudama s kontrolom temperature i tlaka te ekstrakcija u mikrovalnim pecni-
cama, pri atmosferskom tlaku (Kaufmann i Christen, 2002). Ekstrakcija u zatvorenoj posudi
koristi se kada su uvjeti ekstremni (visoka temperatura i tlak). Odabir parametara i njihovih
vrijednosti ovisi o topljivosti i stabilnosti ciljnih komponenti, a takoder o interakcijama s drugim
komponentama prisutnima u biljnom materijalu. Klju&ni parametri koji utje€u na proces eks-
trakcije su:

. Odabir otapala

Otapala koja se koriste u mikrovalnoj ekstrakciji obi¢no su ista kao i ona u tradicionalnoj. Nji-
hov odabir ovisi o topivosti ciljnih komponenti i interakcijama izmedu poCetnog materijala i
otapala te o dielektri¢noj konstanti otapala odnosno sposobnosti apsorpcije mikrovalova (De-
standau i sur., 2013). Naj¢es¢e koriStena otapala su metanol, etanol, voda, njihove smjese ili
smjesa heksana i etanola.

° Temperatura i tlak

Temperatura doprinosi povec¢anju prinosa ciljnih spojeva. Pri viSim temperaturama smanjuje
se viskoznost otapala i povrSinska napetost te povecava vlazenje matriksa. Tlak je vazan u-
koliko temperatura prelazi temperaturu vreliSta otapala Sto je bitno kod ekstrakcije termolabil-
nih spojeva jer se optimiranjem tlaka smanjuje mogucénost njihove degradacije (Hemwimon i
sur., 2007).



. Vrijeme ekstrakcije

Mikrovalna ekstrakcija u usporedbi s drugim metodama skracuje vrijeme ekstrakcije i traje
naj¢esce izmedu 30 sekundi i 5 minuta (Ballard i sur., 2010; Zhang i sur., 2008). Trajanje ovisi
o ucincima vremena zracenja na interakcije izmedu materijala i mikrovalova. Ukoliko se eks-
trahiraju termolabilne komponente valja imati na umu da dugotrajno zagrijavanje moze dovesti
do njihove degradacije. Prinos ekstrakcije moze se povecati ako se provodi visekratno u kra-
¢im ciklusima (Destandau i sur., 2013).

° Snaga mikrovalova

Snaga mora biti podeSena tako da se smaniji vrijeme potrebno za postizanje odredene tem-
perature uzorka, a pritom ne dode do pregrijavanja samog sustava i isparavanja otapala.
Snaga mikrovalova koja se najCeSce koristi je 600-1000 W za zatvoreni sustav i 250 W za
otvoreni sustav (Kaufman i Christen, 2002) iako i ona od 30 do 150 W pozitivho utjeCe na
prinose ekstrakcije (Mandal i sur, 2007).

. Svojstva uzorka

Prirodna prisutnost vode u uzorku je pozeljna jer voda ima veliki dipolni moment i snazno
apsorbira mikrovalove. Ukoliko se koristi suhi materijal nuzno ga je prije ekstrakcije rehidrirati
vodom. Sjemenke treba namakati u vodi prije same ekstrakcije. Preporuc¢ena veli€ina Cestica

bilinog materijala je 100 um-2 mm (Wang i Weller, 2006).

2.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Oksidacijske reakcije su neophodne za prezivljavanje stanica. Aerobna stani¢na respiracija
osigurava energiju iz organskih molekula, ali pri tome mogu nastati slobodni radikali koji 0s-
teéuju stani¢ne strukture. Slobodni radikali sadrze slobodne elektrone te su iznimno reaktivni.
Danas je poznato da su u organizmu slobodni radikali u velikoj mjeri povezani sa oksidativnim
stresom te su dio uzro€nika raznih bolesti poput akutnih upala, dijabetesa, Alzheimerovog i
Parkinsonovog poremecaja i drugih.

Antioksidansi su definirani kao tvari koje mogu odgoditi ili sprijeiti oksidaciju supstrata, ¢ak i
ako su prisutni u niskim koncentracijama. Doniraju elektrone slobodnim radikalima i na taj
nacin minimaliziraju oksidativna oStecenja. U€inkovitost antioksidansa ovisi o raznim parame-
trima sustava, a neki od najvaznijih su temperatura, strukturne osobine, koncentracija i fizicko
stanje sustava. Antioksidansi prirodnog podrijetla se koriste u vecoj mjeri u odnosu na sintet-

ske antioksidanse.



Jedna od najCesc¢ih metoda procjene antioksidativhog kapaciteta koristi radikal 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH-) koji su Goldschmidt i Renn otkrili 1922. godine (slika 4). .

Slika 4. Rezonancijske strukture radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH-) (Gulcin i Alwa-
sel, 2023)

Metoda se temelji na spektrofotometrijskim mjerenjima sposobnosti antioksidansa za uklanja-
nje DPPH radikala Cija je ljubiCasta boja izuzetno stabilna i intenzivna. Preuzimanjem atoma
vodika iz antioksidansa DPPH se reducira u odgovarajuci hidrazin i pritom iS€ezava ljubi¢asto
obojenje, a boja otopine prelazi u blijedozutu (slika 5). DPPH radikal maksimalno apsorbira
pri 517 nm, a smanjenje intenziteta ove vrpce, uslijed prisutnosti antioksidansa, prati se po-
mocu UV/Vis spektroskopije. Sposobnost uklanjanja DPPH radikala se ve¢inom odreduje u

organskim otapalima (metanol ili etanol), uz koncentracija radikala od 0,05 mM do 1,5 M.

Noz Q Noz Q
n H
OZNQN_N + A-H—»OZNQN—N + A
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]

LJUBICASTA ZUTA

Slika 5. Redukcija DPPH radikala i promjena boje iz ljubiCaste u zutu (Chimactiv, 2024.)

Ova se metoda koristi za odredivanje antioksidativne sposobnosti Cistih antioksidansa, ali i

smjesa fenolnih spojeva i biljnih ekstrakata (Gulcin i Alwasel, 2023).



2.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom

FRAP (eng. Ferric ion reducing antioxidant power) je metoda za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti koja se temelji na prijenosu elektrona. U prisutnosti antioksidansa dolazi do reduk-
cije zuto obojenog kompleksa kationa Zeljeza (Fe") i liganda 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) u intenzivno plavo obojeni kompleks Fe?* (slika 6). Antioksidacijska aktivnost se prati
spektrofotometrijski kao povecanje apsorbancije pri 593 nm, a provodi se u kiselim uvjetima
(pH = 3,6) kako bi se pospjesila topljivost Zeljeza i potaknuo transfer elektrona.

FRAP analiza je jednostavna, brza, ekonomicna i ne zahtijeva specijalnu opremu. Izvorno se
koristila za mjerenje redukcijske moci u plazmi, ali je primjena proSirena na odredivanje anti-
oksidativne aktivnosti. Buduci da se temelji na prijenosu elektrona i ne koristi slobodne radi-
kale sugerira se njeno koristenje u kombinaciji s drugim metodama kako bi se razlikovali do-
minanti mehanizmi aktivnosti raznih antioksidansa (Zhong i Shahidi, 2015). Kao standardni

antioksidans Cesto se upotrebljava askorbinska kiselina (Benzie i Strain, 1996).
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||I) N > N _ANTIOKSIDANS > \ ")/ ZN
/ / |
. | _
Fe(3+)-TPTZKOMPLEKS R

% ANTIOKSIDANS / |
V| ——

Slika 6. Reakcija redukcije Fe**-TPTZ kompleksa u Fe?*-TPTZ kompleks u prisutnosti antio-
ksidansa i promjena boje otopine (vlastita fotografija)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijali

Osus$ena i usitnjena bilika Melissa officinalis L., Suban d.o.0., Srbija (slika 7)

Slika 7. Uzorak bilike Melissa officinalis L. (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije
e deionizirana voda
e 30%, 70% i 96%-tna vodena otopina etanola
e 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil (Sigma-Aldrich)
e 37%-tna klorovodic¢na kiselina (Kemika)
o 2,4,6-tripiridil-s-triazin, TPTZ (Sigma-Aldrich)
e Zeljezov(lll) klorid heksahidrat (99%, Kemika)
e acetatni pufer (pH = 3,6)
e natrijev acetat trihidrat (99,5%, Lachner s.r.o.)
¢ glacijalna octena kiselina (Alkaloid Skoplje)

e askorbinska kiselina (Poljo-Evelin d.o.0.)



3.1.3. Aparatura i pribor

tehnic¢ka vaga

UV/Vis spektrofotometar Perkin EImer Lambda 25, Perkin Elmer, SAD (slika 8)

mikrovalni reaktor Milestone Start S, Milestone Srl, Italija (slika 9)

vortex mijeSalica MS2 minishaker, IKA, Njemacka
elektri¢ni usitnjivac

Buchnerov lijevak

filter papir

Falcon i staklene epruvete

laboratorijske Sprice

mikrofilter 0,2 um PTFE

automatske pipete volumena 100-1000 pL
kvarcne kivete, Perkin Elmer Instruments, SAD
laboratorijske ¢ase

graduirana pipeta i propipeta

tikvica sa okruglim dnom

hladnjak

vodena kupelj Bandelin sonorex digiplus, Njemacka

Spatula

10



Slika 9. Mikrovalni reaktor Milestone Start S (vlastita fotografija)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema uzorka

Pomocu elektricnog usitnjivaca osuSena biljka Melissa officinalis L. usitni se na $to manje

Cestice. U tikvicu s okruglim dnom izvaze se 2 grama usitnjenog biljnog materijala i otopi u

100 mL odredenog otapala (tablica 2) uz ruéno mijesanje.

Tablica 2. Uvjeti mikrovalnih ekstrakcija

40 °C, voda, 5 min.

60 °C, voda, 5 min.

80 °C, voda, 5 min.

40 °C, voda, 10 min.

60 °C, voda, 10 min.

80 °C, voda, 10 min.

40 °C, 30% etanol, 5 min.

60 °C, 30% etanol, 5 min.

80 °C, 30% etanol, 5 min.

40 °C, 30% etanol, 10 min.

60 °C, 30% etanol, 10 min.

80 °C, 30% etanol, 10 min.

40 °C, 70% etanol, 5 min.

60 °C, 70% etanol, 5 min.

80 °C, 70% etanol, 5 min.

40 °C, 70% etanol, 10 min.

60 °C, 70% etanol, 10 min.

80 °C, 70% etanol, 10 min.

40 °C, 96% etanol, 5 min.

60 °C, 96% etanol, 5 min.

80 °C, 96% etanol, 5 min.

40 °C, 96% etanol, 10 min.

60 °C, 96% etanol, 10 min.

80 °C, 96% etanol, 10 min.

3.2.2.

Mikrovalna ekstrakcija uzoraka

Tikvica s uzorkom, u koju je prethodno dodan magnetski mjeSa¢ postavi se u mikrovalni

reaktor (slike 9i 10). Snaga se fiksira na 400 W, a temperatura i vrijeme trajanja tretmana su

se mijenjali tijekom provodenja ekstrakcije (slika 11 i tablica 2)

7™

i
i .

Slika 10. Uzorak u mikrovalnom reaktoru (vlastita fotografija)
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Slika 11. PodeSavanje parametara eksperimenta (vlastita fotografija)

3.2.3. Filtracija uzoraka

Uzorci se nakon mikrovalne ekstrakcije profiltriraju pomoc¢u Bucherovog lijevka i filter papira,

te preliju u Falcon epruvete, oznace te pohrane u hladnjak (slika 12).

Slika 12. Profiltrirani i oznageni uzorci u hladnjaku (vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Otapanjem 5,92 mg DPPH u 100 mL 96%-tnog etanola pripravljena je 0,15 mM otopina DPPH,
Cija je apsorbancija pri 517 nm priblizno 1. Tikvica s otopinom DPPH oblozi se aluminijskom
folijom i Cuva u hladnjaku do mjerenja. Prije mjerenja uzorci su homogenizirani i uz pomo¢
Sprice filtrirani kroz PTFE mikrofiltre (0,2 um). Kao slijepa proba koristi se 2,5 mL 96% etanola,
a referenti uzorak ¢ine 2,5 mL otopine DPPH i 100 pl 96% etanola. Apsorbancija referentog
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uzorka i slijepe proba mjeri se svakog dana jer se s vr.emenom apsorbancija DPPH pri 517
nm mijenja. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzorka, u kivetu koja sadrzi 2,5 mL
otopine DPPH doda se 100 pl profiltriranog ekstrakta, kiveta se protrese i smjesa ostavi 30
minuta u tami. Potom se pomoc¢u UV/ViS spektrofotometra (slika 8) mjeri apsorbancija uzorka
pri 517 nm, za svaki uzorak tri puta. Ukoliko se apsorbancija pri 517 nm ocitava ispod 0,1,
uzorak je potrebno razrijediti. Jednadzba koja se koristi za izraCun antioksidacijske aktivnosti
je sljedeta:

Ac-As

Ac

% inhibicije DPPH = [ }xlOO%

gdje: Ac - apsorbancija referentnog uzorka pri A =517 nm; As - apsorbancija ispitiva-

nog uzorka pri A =517 nm

3.2.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom

Priprema reagenasa:

e otpipetirati 330 yl 37%-tne klorovodi¢ne kiseline u odmjernu tikvicu (100 mL) i nadopuniti
destiliranom vodom kako bi se pripravila 40 mM otopina HCI

e 0,0312 g TPTZ prenese se u odmjernu tikvicu (10 mL) i nadopuni do oznake s 40 mM HCI
kako bi se pripravila otopina TPTZ

o 0,541 g Zeljezovog(lll) klorid heksahidrata prenese se u tikvicu (100 mL) i nadopuni do
oznake destiliranom vodom kako bi se pripravila otopina Zeljezovog(lll) klorid

heksahidrata
¢ 3,1 g natrijevog acetata trihidrata prenese se u odmjernu tikvicu (1 L) u koju se doda 16 mL

glacijalne octene kiseline i hadopuni destiliranom vodom do oznake kako bi se pripravio
acetatni pufer (0,3 M, pH = 3,6)

¢ mijeSanjem acetatnog pufera, TPTZ reagensa te otopine Zeljezovog(lll) klorid heksahidrata
u omjeru 10:1:1 (25 mL+ 2,5 mL+ 2,5 mL) pripravljen je FRAP reagens

*Napomena: Prije poCetka rada sve reagense i standarde potrebno je inkubirati na 37 °C, 10

minuta

Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca pripravi se otopina askorbinske kiseline (100 mg L") od koje se
odpipetira 0,5, 1, 2 i 5 mL u odmjernu tikvicu (10 mL) i do oznake nadopuni destiliranom vodom
kako bi se priredile otopine koncentracije 5, 10, 20 i 50 mg L-'. Potom se u staklene epruvete

otpipetira 300 ul otopine standarda i 2250 pyl FRAP reagensa, promijeSa, termostatira 10
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minuta na 37 °C, prenese u kivete i mjeri apsorbancija pri 593 nm (slika 13). Za slijepu probu

koristi se 2550 pl destilirane vode.

1.4
c 12 y = 2,0068x + 0,1091
@ R?=0,9991
Te}
= 0.8
o
© 0.6
'C 0.4
8
3 0.2
o 0
(2]
< 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Molarna koncentracija askorbinske kiseline (mM)

Slika 13. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji askorbinske kiseline

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi :
y=2,0068x + 0,1091
R? =0,9991
Pri tome je : y = apsorbancija pri 593 nm

X= ekvivalent askorbinske kiseline (AAE) izrazen u mM

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka:
U staklene epruvete otpipetira se 300 pl ekstrakta i 2250 ul FRAP reagensa, dobro promijesa,
termostatira 10 minuta na 37 °C, prenese u kivete te mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa
proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje deionizirana voda. Ukoliko
izmjerena apsorbancija prelazi vrijednost 1,0, ekstrakt je potrebno razrijediti kako bi
apsorbancije bila izmedu 0,1 0,9.
Buduci da askorbinska kiselina moZe primiti dva elektrona, a za redukciju Zeljeza iz Fe?* u
Fe®* je dovoljan samo jedan, antioksidacijski potencijal se racuna pomocu izraza (Fegredo i
sur., 2009):

FRAP = Ekvivalenti askorbinske kiseline (AAE) x 2
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju su prikazani rezultati spektrofotometrijskog odredivanja antioksidativnih
svojstava ekstrakata bilike Melissa officinalis L. dobivenih metodom mikrovalne ekstrakcije.
Parametri koji su se mijenjali tijekom ekstrakcije su temperatura (40 °C, 60 °C i 80 °C), vrijeme
trajanja (5 i 10 min.) i polarnost otapala (voda i etanol te njihove smjese). Eksperimentalni
podatci su obradeni u MS Excel programu, te se usporedene antioksidativhe aktivnosti
odredene DPPH metodom i FRAP metodom.

4.1. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Rezultati mjerenja prikazani su u tablici 3. Mjerenja su provodena u 3 paralele, a

antioksidativna aktivnost odnosno % inhibicije DPPH je odredivan kao $to je opisano u 3.2.4.

Tablica 3. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata odredena DPPH metodom (A, B i C
oznacCavaju temperaturu od 40 °C, 60 °C i 80 °C, 5 i 10 je vrijeme trajanja ekstrakcije u

minutama, a 30 %, 70 % i 96 % volumni udjeli etanola)

Avoda5 | Bvoda5 | Cvoda5 | Avoda 10 B voda 10 C voda 10
% inibicije 77,86 75,79 83,84 75,53 75,93 81,33
S 77,55 75,94 83,89 75,11 75,19 82,48
77,74 75,49 83,62 75,27 75,88 81,34
ST. Vrij. 77,72 75,74 83,78 75,30 75,67 81,72
A30%5 | B30%5 | C30%5 | A30% 10 B 30% 10 C 30% 10
% inhibicie 88,45 88,83 88,51 87,29 88,75 88,57
DPPH 88,29 87,79 87,88 86,78 89,06 89,40
88,33 88,12 88,43 87,52 89,26 89,24
S vrij. 88,36 88,25 88,27 87,20 89,02 89,07
A70%5 | B70%5 | C70%5 | A70% 10 B 70% 10 C70% 10
% inhibicije 91,04 91,55 90,83 90,85 90,59 90,64
" 90,43 91,32 90,90 90,63 90,19 90,32
90,89 91,49 90,68 90,58 90,49 90,51
ST. Vrij. 90,79 91,45 90,80 90,69 90,42 90,59
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Tablica 3. Antioksidacijska aktivnosti ekstrakata odredena DPPH metodom (A, B i C
oznacCavaju temperaturu od 40 °C, 60 °C i 80 °C, 5 i 10 je vrijeme trajanja ekstrakcije u

minutama, a 30 %, 70 % i 96 % volumni udjeli etanola) - nastavak

A96% 5 B 96% 5 C9%6%5 | A9%% 10 | B96% 10 | C 96% 10
% 40,88 48,11 71,30 47,28 64,57 80,39
inhibicije 40,26 49,90 67,96 46,13 62,52 78,59
DPPH 38,38 49,11 71,95 47,69 64,26 82,25
Sr. vrij. 39,81 49,04 71,40 45,03 63,78 80,38

4.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom

U tablici 4 prikazani su rezultati mjerenja antioksidativne aktivnosti ekstrakata FRAP metodom

kao $to je opisano u 3.2.5.

Tablica 4. Antioksidacijska aktivnosti ekstrakata izraZzena kao AAE u mM odredena FRAP

metodom (A, B i C oznaCavaju temperaturu od 40 °C, 60 °C i 80 °C, 5i 10 je vrijeme trajanja

ekstrakcije u minutama, a 30 %, 70 % i 96 % volumni udjeli etanola)

Avoda 5 Bvoda5 | Cvoda5 | Avoda10 | Bvoda 10 | Cvoda 10

27,37 40,23 67,91 30,67 0,55 30,25

FRAP 26,44 39,13 76,44 31,75 3,26 44,59

28,47 39,45 67,79 33,17 1,4 21,83

S vrij. 27,43 39,60 70,71 31,86 1,74 32,22
A30% 5 B30%5 | C30%5 | A30% 10 | B30% 10 | C 30% 10

41,20 51,38 66,85 31,88 50,47 60,73

FRAP 41,73 56,97 66,16 34,75 48,71 59,47

41,60 51,68 66,55 35,57 49,25 65,86

ST. vrij. 41,51 53,34 66,52 34,07 49,48 62,02
A70% 5 B70%5 | C70%5 | A70% 10 | B70% 10 | C70% 10

31,74 58,69 77,14 33,53 47,57 52,75

FRAP 34,84 50,75 56,83 38,26 48,78 57,13

34,01 52,73 55,12 39,18 45,28 53,05

S vrij. 33,53 54,06 63,03 36,99 47,21 54,31
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Tablica 4. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata izrazena kao AAE u mM odredena FRAP

metodom (A, B i C oznaCavaju temperaturu od 40 °C, 60 °C i 80 °C, 5i 10 je vrijeme trajanja

ekstrakcije u minutama, a 30 %, 70 % i 96 % volumni udjeli etanola) - nastavak

A96% 5 B96%5 | C9%%5 | A9%% 10 | B96% 10 | C 96% 10
11,53 1,83 11,22 3,53 3,11 8,62
FRAP 0 1,79 9,36 0 1,65 9,85
0 1,69 9,47 0 2,08 10,68
Sr. vrij. 11,53 1,77 10,02 3,53 2,28 9,72

4.3. Graficki prikaz podataka

Kako bi se lak3e korelirali ekstrakcijski parametri sa antioksidacijskom aktivno$¢u ekstrakata,
srednje vrijednosti antioksidacijske aktivnost ekstrakata odredene DPPH i FRAP metodom

prikazane su na dijagramima u nastavku.

% Antioksidativne aktivnosti pri 40 °C (DPPH)

100 88.36 90.79
77.72 75 3

87.2 90.69
90

80
70
60
50
40
30
20
10

45.03

39.81

antioksidativna aktivnost (%)

Uzorci

mvoda 5 minuta mvoda 10 minuta = 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta

B 70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta ®96% etanol 5 minuta 96% etanol 10 minuta

Slika 13. Graficki prikaz % inhibicije DPPH ekstrakata dobivenih koriStenjem razlicitih otapala,
uz razlicito vrijeme ekstrakcije pri 40 °C.
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FRAP analiza pri 40 °C
45 41.51

36.99
34.07 33.53
11.53
. 3.53

Uzorci

35 31.86

H voda 5 minuta H voda 10 minuta 1 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta

30 27.43

B 70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta W 96% etanol 5 minuta M 96% etanol 10 minuta

Slika 14. Grafi¢ki prikaz FRAP vrijednosti ekstrakata dobivenih koristenjem razli€itih otapala,

uz razli€ito vrijeme ekstrakcije pri 40 °C.

% Antioksidativne aktivnosti pri 60 °C (DPPH)
100 8825 39.02 91.45 90.42

90
80 75.74 75.67
70
60
5
4
3
2
1
0

Uzorci
B voda 5 minuta H voda 10 minuta 1 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta

63.78

49.04

antioksidativna aktivnost (%)
o O O o

o

B 70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta B 96% etanol 5 minuta M 96% etanol 10 minuta

Slika 15. GrafiCki prikaz % inhibicije DPPH ekstrakata dobivenih koriStenjem razlicitih otapala,

uz razli€ito vrijeme ekstrakcije pri 60 °C.

19



FRAP analiza pri 60 °C

53.34 54.06
49.48

]
o

47.21

FRAP (%)
N w D (9]
o o o o

=
o

1.77 2.28

Uzroci
mvoda 5 minuta voda 10 minuta 2 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta
B 70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta ®96% etanol 5 minuta ® 96% etanol 10 minuta

Slika 16. Grafi¢ki prikaz FRAP vrijednosti ekstrakata dobivenih koristenjem razli€itih otapala,

uz razli€ito vrijeme ekstrakcije pri 60 °C.

% Antioksidativne aktivnosti pri 80 °C (DPPH)

s
S
~— 100 90.8 90.59
17 88.27 89.07
° 8378 8172 80.38
= 80 71.4
<
©
< 60
=
_g 40
[}
X
2 20
C
[y

0

Uzroci
Evoda 5 minuta voda 10 minuta = 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta
m 70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta  ®96% etanol 5 minuta = 96% etanol 10 minuta

Slika 17. GrafiCki prikaz % inhibicije DPPH ekstrakata dobivenih koristenjem razlicitih otapala,

uz razli€ito vrijeme ekstrakcije pri 80 °C.
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FRAP analiza pri 80 °C
80

70.71

66.52
70 62.02 63.03

60 54.31
50

40 32.22

FRAP (%)

30

20
10.01 9.72

mvoda 5 minuta voda 10 minuta 30% etanol 5 minuta 30% etanol 10 minuta
®70% etanol 5 minuta 70% etanol 10 minuta  ®96% etanol 5 minuta 96% etanol 10 minuta

10

Uzorci

Slika 18. Graficki prikaz FRAP vrijednosti ekstrakata dobivenih koristenjem razli€itih otapala,

uz razli¢ito vrijeme ekstrakcije pri 80 °C.

Postotak inhibicije DPPH radikala kre¢e se u rasponu 39,81% do 91,45%, a pritom najveci
postotak inhibicije (~90%) pokazuju uzorci ekstrahirani 70%-tnom vodenom otopinom etanola,
bez obzira na temperaturu provodenje MAE. Neznatno slabija inhibicijska aktivhost opazena
je kod uzoraka ekstrahiranih 30%-tnim etanolom, priblizno 89% pri svim temperaturama.
KorisStenje vode kao otapala za ekstrakciju rezultiralo je nesto slabijim postotkom inhibicije
DPPH radikala, u rasponu od ~75% do ~84%, ovisno o temperaturi ekstrakcije. Najmaniji
antioksidacijski kapacitet pokazali su uzorci ekstrahirani 96%-tnim etanolom, 40% do 80%.
Takoder, vrijeme trajanja MEA tretmana ne utjeCe znacajno na postotak inhibicije DPPH
radikala. FRAP analiza kao i u slu¢aju DPPH metode ukazuje kako u gotovo svim mjerenjima
i pri svim temperaturama pri kojima je MAE provodena najveci antioksidacijski potencijal imaju
uzorci ekstrahirani 30%-tnim i 70%-tnim etanolom, od ~33 do ~66 AAE. Iznimno, opaZena je
visoka antioksidacijska aktivnost uzorka ekstrahiranog vodom pri 80 °C, tijekom 5 minuta (70
AAE). Uzorci ekstrahirani 96%-tnim etanolom pokazuju najmaniji antioksidacijski kapacitet sto
je u skladu s rezultatima DPPH analize. Za razliku od % inhibicije DPPH radikala, redukcijska

moc¢ uzoraka znacajno ovisi o trajanju MAE tretmana.

21



5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata istrazivanja i provedene rasprave zaklju€ci su sljedeci:

1.

Pri odredivanju antioksidativne aktivhosti DPPH metodom uzoraka dobivenih mikro-
valnom ekstrakcijom pri 40 °C, 60 °C i 80 °C najve¢u antioksidativnu aktivnost poka-
zuju oni ekstrahirani 70%-tnim etanolom, a nesto manju oni gdje je kao otapalo koris-
ten 30%-tni etanol.

Trajanje ekstrakcije (5 i 10 minuta) nije znatno utjecalo na antioksidacijski potencijal
uzoraka ekstrahiranih vodom te 30% i 70%-tnim etanolom, a najvece razlike se ocita-
vaju kod uzoraka otopljenih u 96% etanolu.

Pri odredivanju antioksidativne aktivnosti ekstrakata FRAP metodom dobiveni rezultati
nisu, kao u slu¢aju DPPH, homogeni pri svim temperaturama.

Za uzorke kaoji su tretirani pri 40 °C, najbolje FRAP rezultate pokazuju oni ekstrahirani
30%-tnim etanolom, a trajanje ekstrakcije najviSe je utjecalo na one ekstrahirane 96%-
tnim etanolom.

Kod uzoraka tretiranih pri 60 °C najvecu FRAP aktivnosti pokazuju oni ekstrahirani
30% i 70%-tnim etanolom, a trajanje ekstrakcije je najviSe utjecalo na uzorke otopljene
u vodi.

Kod uzoraka tretiranih pri 80 °C, najvecu FRAP aktivnost pokazuju oni ekstrahirani
vodom tijekom 5 minuta. Najveci utjecaj vremena registriran je kod upotrebe vode kao
otapala za ekstrakciju.

Opazene su oCekivane razlike u antioksidacijskoj aktivnosti uzoraka jer prinosi antio-
ksidansa u ekstraktima ovise o trajanju i temperaturi ekstrakcije te koristenom otapalu.
Rezultati DPPH i FRAP analize razlikuju se stoga $to se metode temelje na razliitim

mehanizmima.
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Izjava o izvornosti

Ja Katarina Marevi¢ izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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