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1. UvOD

Sekundarni biljni metaboliti su proizvodi biljnih metabolizama koji nisu esencijalni za
njihovo prezivljavanje, ali pridonose zastiti od insekata, herbivora, mikroba i pomazu pri oporavku
od mehanickih ostecenja. Jedna vrsta sekundarnih biljnih metabolita su fenolni spojevi, a u ovom
istrazivanju su ekstrahirani njihovi ekstrakti iz vrsta Veronica persica L. i Veronica anagallis-
aquatica L., a u svrhu odredivanja optimalne tehnike ekstrakcije i samog otapala. Obje biljne vrste
pripadaju porodici Plantaginaceae, rodu Veronica i prije ekstrahiranja su osusene bez utjecaja
sunceve svijetlosti i usitnjene. Ekstrakcija je provedena pomocu razli¢itih metoda u tri otapala.
Metode ekstrakcije su: 1) Ekstrakcija pomoc¢u ultrazvuka pri 25 °C, 2) Ekstrakcija pomocu
ultrazvuka pri 40 °C, 3) Maceracija i 4) Infuzija. Usitnjeni biljni materijal je otapan u sljede¢im
otapalima: destilirana voda, 80%-tni etanol i metanol. Prinos suhog ekstrakta s fenolnim spojevima

izraCunat je nakon uparavanja na rotavaporu i liofilizacije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Porodica Plantaginaceae

Porodica Plantaginaceae ili trpucevke spada u red Lamiales. Glavni predstavnik ove
porodice je trputac po kojem je dobila ime. Rod Veronica spada pod porodicu Plantaginaceae s jos
preko 100 drugih rodova. Glavno svojstvo trpucevki je ljekovitost, to su kozmopolitske biljke koje
uspijevaju na umjerenoj klimi. Porodica je iznimno raznovrsna, obuhvaca zeljaste biljke, grmove
i nekoliko vodenih biljaka s korijenom. Najbrojniji rod je rod Veronica s oko 450 vrsta (Berry,
2021).

2.1.1. Rod Veronica

Rod Veronica, odnosno ¢estoslavica spada pod porodicu Plantaginaceae. Prepoznatljiv je
po tome Sto cvjetovi izgledaju kao da imaju o¢i. Zbog toga su nazvani ,,verum icon* §to znaci
prava slika (Anon., 2021). Rod broji oko 500 vrsta zeljastih jednogodisnjih biljaka ili trajnica. U
Hrvatskoj raste tridesetak vrsta roda Veronica (Anon., 2022). Stabljike biljnih vrsta ovog roda su
najcesce polegnute. Listovi su smjesteni nasuprotno, a ponekad mogu biti skupljeni u dnu stabljike
poput rozete. Cvjetovi rastu iz pazusca listova u obliku grozdastih ili klasastih cvatova, a plod je

tobolac (Anon., 2022). Rod ¢estoslavica je neotrovan.

2.1.1.1. Veronica persica L.

Perzijska Cestoslavica, latinski naziv Veronica persica L., jednogodi$nja je zeljasta biljka
iz porodice Plantaginaceae (Slika 1). Stabljika moze biti razgranata ili jednostavna, polegnuta uz
tlo ili malo uzdignuta. Niskog je rasta, najvise naraste do 60 centimetara te je prekrivena kovrc¢avim
dlacicama. Donji listovi su naizmjeni¢ni i s kratkim stapkama, a srednji i gornji su nasuprotni i
sjedeci. Cvjetovi su pojedinacni, rastu do jednog centimetra (plantea, 2020). Blijedoplave su boje,

imaju plave zile i 4 latice, a plava boja prelazi u bijelu u blizini zutog sredista (Suncica, 2021).

Porijeklom je iz jugozapadne Azije, a danas se moZe pronaci u €itavom svijetu. ProSirila
se tako Sto je pobjegla iz botanickih vrtova. U Hrvatskoj je prvi put primijec¢ena u Splitu 1847.
2



godine (Suncica, 2021). Raste na prozra¢nim, blago kiselim tlima s osrednjom koli¢inom humusa.
Nalazimo je na livadama, paSnjacima, u vrtovima, na Sumskim c¢istinama i travnjacima, raste od

razine mora pa sve do 1800 metara nadmorske visine (plantea, 2020).

Slika 1. Veronica persica L.

(https://www.missouriplants.com/Veronica_persica_page.html, Pristupljeno: 10.6.2023.)

2.1.1.2. Veronica anagallis-aquatica L.

Poznata pod nazivom Vodena Cestoslavica, svrstana je u porodicu Plantaginaceae. To je
zeljasta trajnica koja naraste do 100 centimetara, stabljika joj je Suplja, razgranata, debela i na
povrsini glatka. Gornji listovi su sjedeci, a ostali su nasuprotni, lancetasti i fino nazubljeni.
Cvjetovi imaju 4 svijetloplave latice s ljubicastim Zilama (Slika 2), rastu u pazuscima gornjih
listova i gusto su skupljeni u grozdasti cvat (plantea, 2020). Porijeklo je nepoznato, a pretpostavlja
se da je potekla iz Europe i Azije. Ova vrsta je rasprostranjena na svim kontinentima. Raste na
blago kiselim i vlaznim tlima. Moze se na¢i u potocima i plitkim dijelovima rijeka i jezera. Obitava

na sunc¢anim ili polusjenovitim stanistima (Walsh, 2021).


https://www.missouriplants.com/Veronica_persica_page.html

Slika 2. Veronica anagallis-aquatica L.

(https://identify.plantnet.org/sr/the-plant-list/species/Veronica%20anagallis-aquatica%?20L../data,
Pristupljeno: 10.6.2023.)

2.2. Sekundarni biljni metaboliti

Sekundarni biljni metaboliti su organski spojevi bez uloge u primarnom metabolizmu
biljaka. Za razliku od primarnih metabolita (klorofila, aminokiselina, nukleotida i ugljikohidrata),
sekundarni produkti nemaju ulogu u procesima fotosinteze, disanja, primanja hranjivih tvari,
prijenosa otopljenih tvari te rasta i razvoja (Pevalek-Kozlina, 2003). lako nemaju ulogu u
primarnom metabolizmu, sekundarni metaboliti biljkama pomazu pri obrani od herbivora, stite ih
od kukaca i mikroba. Osim u obrani, sekundarni biljni metaboliti pomazu biljkama privuéi
oprasivace, zasluzni su za boju cvjetova ili miris koji ¢e privuéi kukce (Guerriero, 2018). S
obzirom na mjesto i na¢in sinteze sekundarne biljne metabolite dijelimo na tri skupine: terpeni,
fenolni spojevi i spojevi koji sadrze dusik. Terpeni se sintetiziraju iz acetil-CoA putem mevalonske

kiseline, a spojevi koji sadrze dusik se sintetiziraju iz aminokiselina (Pevalek-Kozlina, 2003).


https://identify.plantnet.org/sr/the-plant-list/species/Veronica%20anagallis-aquatica%20L./data

2.2.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su mnogobrojni i pripadaju sekundarnim biljnim metabolitima. Na
aromatskom prstenu imaju fenolnu skupinu. Nalaze se u vakuoli otopljeni u obliku glikozida ili
kao esteri Secera (Gali¢, 2020). Biljni fenoli su heterogena smjesa spojeva, mogu biti topljivi u
vodi, organskim otapalima ili netopljivi polimeri. PomaZzu biljci u obrani od biljojeda, sluze kao
mehanicka potpora, privlace kukce, odnosno oprasivace i rasprostranjivace plodova (Pevalek-

Kozlina, 2003).

Fenolni spojevi se biosintetiziraju putem jabucéne ili Sikiminske kiseline (Slika 3). Put
Sikiminske kiseline je zasluzan za sintezu vecine biljnih fenola, dok je put jabucne kiseline vazniji
za sintezu fenolnih spojeva kod gljiva 1 bakterija. Kod visih biljaka vecina fenolnih spojeva nastaje
iz fenilalanina i tirozina. Eritroza-4-fosfat i fosfoenolpiruvat koji u putu Sikiminske kiseline sluze
za sintezu aromatskih aminokiselina dolaze iz ciklusa pentoza-fosfata i glikolize. Klju¢ni korak
sinteze fenolnih spojeva je pretvorba fenilalanina u cimetnu kiselinu uklanjanjem jedne molekule
amonijaka (Gali¢, 2020).

Eritroza-4-fosfat
(iz puta pentoza -fosfata)

_ Fosfoenolpiruvat
(iz glikolize)

PLE Sikiminske
kiseline l
I ‘ @e\ c Put jabuéne
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v . e =
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| ' R ‘
Tanini koji se [€o-cs] [Co-c] [0 cs<Co)] Fenol
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Lignin

Slika 3. Sinteza fenolni

[Co- e ~Col,

Kondenzirani tanini

h spojeva

(Fiziologija bilja, Pevalek-Kozlina, 2003)



U jednostavne fenolne spojeve se ubrajaju: 1) jednostavni fenilpropani (trans-cimetna,
kavina i ferulinska kiselina), 2) fenilpropanski laktoni ili kumarini (umbeliferon i psoralen) i 3)

derivati benzojeve kiseline (Pevalek-Kozlina, 2003).

Lignin je visoko razgranat polimer fenilpropanskih skupina, nakon celuloze to je
najzastupljenija organska tvar u biljkama. Nastaje dehidratacijskom polimerizacijom tri
fenilpropanska alkohola (koniferila, kumarila i sinapila) koji se sintetiziraju iz cimetne kiseline.
Kompleksna struktura lignina nije do kraja istraZzena zbog toga Sto je kovalentno vezan za celulozu
u stani¢noj stijenki. Lignin je prisutan u stani¢nim stijenkama provodnih i mehanickih tkiva, a
0sobito u trahejama i traheidama. NajéeSc¢e se odlaze u zadebljanja sekundarne stani¢ne stijenke,
ali moze biti 1 u primarnoj. Njegova Cvrsta struktura daje tvrdocu biljkama i pomaze pri obrani od

herbivora, lignifikacija je odgovor na oSteéenja ili infekcije biljaka (Gali¢, 2020).

Flavonoidi su heterogena skupina polifenolnih spojeva niske molekulske mase. Postoji
preko 6400 opisanih vrsta flavonoida i to ih ¢ini najve¢om skupinom biljnih fenola. Sastoje se od
15 ugljikovih atoma rasporedenih u dva aromatska prstena povezana s alifatskim mostom od 3
ugljikova atoma. Ako je kisik vezan na tu strukturu moze do¢i do zatvaranja i stvaranja treceg
prstena (leksikografski zavod Miroslav Krleza, 2021). Flavonoidi se sintetiziraju spajanjem
produkata putem Sikiminske i jabucne kiseline. S obzirom na stupanj oksidacije mosta dijele se
na: flavone, flavonole i izoflavone (Pevalek-Kozlina, 2003). Flavonoidi u biljkama imaju razlicite
uloge: daju boju cvjetovima i plodovima, izoflavonoidi mogu imati antiestrogenu i insekticidnu
aktivnost (Galic¢, 2020).

Tanini su polifenoli s obrambenim svojstvima. Oni na sebe vezu zivotinjske kolagene
proteine te tako povecavaju otpornost na toplinu, vodu i mikrobe. Postoje dvije kategorije tanina:
kondenzirani tanini i tanini koji se mogu hidrolizirati (Pevalek-Kozlina, 2003). Topljivi su u vodi,
imaju kiseli okus 1 izazivaju opor osjecaj u ustima nakon konzumacije. Tanini se nalaze u liS¢u,
sjemenkama, korijenu, izdancima, stabljikama te plodovima i SiSkama (Antunovié, 2022).
Kondenzirani tanini nastaju vezanjem flavonoidnih jedinica, a tanini koji se mogu hidrolizirati su
heterogeni polimeri s fenolnim kiselinama (galna kiselina) i jednostavnim Secerima. Tanini su
veéinom otrovi koji znacajno reduciraju rast herbivora ako im se dodaju u hranu (Pevalek-Kozlina,

2003).



2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je ravnotezno odvajanje jedne ili vise tvari iz krute ili tekuce smjese. Odvajanje
se provodi uz pomo¢ drugog otapala koji se ne¢e mijesati s prvim otapalom, ili druge sastavnice
nisu u njemu topljive. Ekstrakcijom se ne dobiva ¢ista tvar nego nova smjesa tvari. Primjenjuje se
u laboratorijima, hidrometalurgiji, biotehnologiji, zastiti okoliSa i drugim istraziva¢kim poslovima

(Anon., 2007).

2.3.1. Tehnike ekstrakcije

2.3.1.1. Ultrazvucna ekstrakcija
Ova tehnika se koristi za izolaciju bioloski aktivnih spojeva iz biljaka. Sonikacijom se postize
potpuna ekstrakcija i time se Stedi energija i vrijeme potrebno za ekstrakciju, a dobiveni ekstrakt,
odnosno izolat je visoke kvalitete. Ultrazvu¢na ekstrakcija se zasniva na temelju ultrazvucne
kavitacije 1 predstavlja mehanicki tretman zbog djelovanja zvucnih valova. Niske frekvencije
zvuka putuju preko kupelji do posude u kojoj se nalazi smjesa za ekstrakciju. Ti valovi uzrokuju
pomicanje vode i otapala te se stvaraju mjehuri¢i. Mjehuri¢i dostizu kriti¢nu to¢ku na kojoj dolazi
do njihove implozije te se tako mehanicki pomicu otopljene tvari 1 potice ekstrakcija zeljenog spoja

(Anon., 2022).

2.3.1.2. Maceracija
Maceracija je jednostavna metoda ekstrakcije gdje se suhi biljni materijal otapa u otapalima kao
Sto su voda, etanol, metanol ili aceton. Ovo je popularna, jednostavna i jeftina metoda ekstrakcije
bioloski aktivnih spojeva u biljkama. Proces maceracije zapoc€inje usitnjavanjem biljnog materijala
kako bi se povecala dodirna povrSina s otapalom 1 time povecala topljivost. Provodi se na sobnoj
temperaturi gdje otopljeni materijal stoji od 3 do 7 dana u otapalu i nekoliko puta dnevno se
promijesa staklenim $tapi¢em. Bitno je da posuda u kojoj se radi maceracija bude zatvorena kako

bi se sprijecilo isparavanje hlapljivih otapala kao $to je metanol (Farooq & Mir, 2022).



2.3.1.3. Infuzija
Infuzijom se iz biljaka ekstrahiraju kemijski spojevi u otapalima kao $to su ulje, voda ili alkohol.
Koristi se najcesce suho bilje za proces ekstrakcije i prelije ga se vru¢im otapalom, recimo
prokuhanom vodom. Tako preliven suhi, mljeveni biljni materijal mora odstajati neko vrijeme uz
mijesanje kako bi otpustio bioloski aktivne tvari u otapalo. Nakon odredenog vremena otopina se
profiltrira kako bi biljni materijal ostao na filter papiru, a dobiveni filtrat se spremi u posudu s

¢epom kako bi se mogao skladistiti na hladnom (Hamlin, 1997).

2.4. Upotreba rotavapora i liofilizatora

Rotavapor je uredaj koji se u laboratorijima koristi za uc¢inkovito i jednostavno uklanjanje
otapala iz uzoraka isparavanjem. Rotavapor se sastoji od motora koji okrece tikvicu s uzorkom,
parnu cijev, vakumski sustav koji snizava tlak, vodenu kupelj koja se grije na potrebnu

temperaturu, kondenzator sa zavojnicom te tikvicu za skupljanje kondenzata (Hardwood, 1989).

Liofilizator provodi postupak uklanjanja otapala iz uzorka u tri koraka, prvo se uzorak
zamrzne teku¢im duSikom, zatim se smanji tlak i podizanjem temperature otapalo iz uzorka
sublimira (Anon., 2020). Liofilizator se koristi za suSenje uzoraka i materijala osjetljivih na visoku
temperaturu. Ovakvim nacinom isu$ivanja se ¢uva aktivnost bioloSkih molekula i ostalih bitnih

komponenti (Anon., 2021).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Biljni materijal

Za ekstrakciju fenolnih spojeva su koristene biljke iz porodice Plantaginaceae: Veronica
persica L. i Veronica anagallis-aquatica L. Obje biljke su ubrane i na sobnoj temperaturi susene
kako bi se mogle skladistiti. V. persica je ubrana na Hvaru, a V. anagallis-aquatica na Dujmovaci
2021. godine (Slika 4).

Slika 4. Suhi biljni materijal: V. persica (desno) i V.
anagallis-aquatica (lijevo)

(Vlastita fotografija, slikano 15.3.2023.)



3.1.2. Materijali

Za provedbu ovog istrazivanja koristeni su sljede¢i materijali:
Kemikalije:

e 80% etanol-pripremljen u laboratoriju od 96% etanola (GRAM-MOL.d.0.0., Zagreb,
Hrvatska)

e Metanol - 99,8+% (BDH PROLABO, Ru-Ve d.o.0., Sv. Nedjelja, Hrvatska)

e Destilirana voda

e Tekuci dusik (Fox life, Omis, Hrvatska)

Uredaji:

e Mlinac za kavu (Kaufland Stitfung & Co. KG, Njemacka)

e Tehnicka vaga - Mettler toledo (Columbus, Ohio, SAD)

e Ultrazvucna kupelj - Bandelin sonorex (Meckenheim, Njemacka)

e Centrifuga- Hettich, universal 32 R (Kirchlengen, Njemacka)

e Rotavapor- Biichi rotavapor R-200 (Flawil, Svicarska)

e Liofilizator- Christ, Alpha 1-4 LSCplus (Osterode am Harz, Njemacka)

Za pocetak istrazivanja osuSeni biljni materijal je usitnjen mlincem za kavu (25 grama V.
persica te isto toliko V. anagallis-aquatica). Mljeveni materijal se iz mlinca za kavu prebacivao u
Falcon epruvetu (Slika 4) i vagan je na tehni¢koj vagi. Ovako pripremljen biljni materijal je

spreman za provedbu istrazivanja i analize, ali i skladiStenje do trenutka kada ¢e zatrebati.

3.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Ekstrakcija pomocu ultrazvucne kupelji (UAE) se radila pri dvije razli¢ite temperature i u
tri vrste otapala. Prethodno pripremljeni biljni materijal se na tehnickoj vagi odvaze i prebaci u
novu Falcon epruvetu s ¢epom. Vaze se 0,5 grama usitnjenog biljnog materijala i dodaje 25 ml
otapala. Koriste se destilirana voda, 80% etanol i metanol. U Sest Falcon epruveta je izvagano 0,5

grama V. persica i V. anagallis-aquatica (tri za svaku vrstu). Nakon toga, u prve dvije Falcon
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epruvete (s razli¢itim biljnim materijalima) je dodano 25 ml destilirane vode, u sljedeée dvije je

dodano isto toliko 80%-tnog etanola i u zadnje dvije metanol.

Slika 5. Otapanje biljnih materijala u: A- destiliranoj vodi, B- 80%-tnom etanolu i C- metanolu

(Vlastita fotografija, slikano 15.3.2023.)

Pripremljene otopine su promijesane, zac¢epljene cepom preko kojeg je nalijepljen parafilm
kako ne bi doslo do isparavanja ili kontaminacije sadrzaja. Otapanje biljnog materijala prikazano

je naslici 5.

Prvih Sest uzoraka je stavljeno u ultrazvuénu kupelj 60 minuta pri temperaturi od 25 °C.
Nakon ekstrakcije ultrazvukom, Falcon epruvete s uzorcima se vade van i stavljaju na
centrifugiranje u trajanju od 5 minuta na 4 000 rpm (Slika 6 A). Kada se talog u centrifugi slegne
na dno Falcon epruveta, uzorci se filtriraju (Slika 6 B). Za filtraciju se koristi filter papir, lijevci i
stalak za lijevke. Dobiveni filtrat prebacuje se u nove Falcon epruvete. Nakon filtriranja, uzorci se

zatvaraju ¢epom i dodatno zasti¢uju parafilmom te se skladiste u hladnjaku do daljnje analize.
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Slika 6. A- uzorci nakon centrifugiranja; B- uzorci nakon filtriranja

(Vlastita fotografija, slikano 15.3.2023.)

Ponavlja se postupak otapanja V. persica i V. anagallis-aquatica u istim otapalima, ali
ekstrakcija se vrsi tako $to su uzorci stavljani 60 minuta u ultrazvuc¢nu kupelj na 40 °C kao §to je
prikazano na slici 7. Poslije ekstrakcije ultrazvukom, uzorci su centrifugirani na isti nacin kao i

prethodni te su profiltrirani i skladiSteni u Falcon epruvetama do daljnje analize.

BANDELIN
SONOREX

Slika 7. Ultrazvuéna kupelj na 40°C

(Vlastita fotografija, slikano: 21.3.2023.)
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3.3. Maceracija

Za ekstrakciju maceracijom potrebno je staviti vrste V. persica i V. anagallis-aquatica u
destiliranu vodu, 80%-tni etanol i metanol. U svaku Falcon epruvetu dodaje se 0,5 grama
usitnjenog biljnog materijala i 25 ml otapala. Tri falcon epruvete sadrze otopine od V. persica, a
tri sadrze otopine V. anagallis-aquatica. Maceracija se vrsila pri sobnoj temperaturi gdje su
pripremljene otopine stajale tri dana te povremeno mijesane staklenim Stapi¢em kako bi maceracija

bila $to uspjesnija (Slika 8 A).

Nakon tri dana Falcon epruvete se stavljaju na centrifugiranje 5 minuta na 4000 rpm-a.
Centrifugiranjem se talog biljnog materijala slijeze na dno i olaksava filtriranje. Uzorci se filtriraju
isto kao i u prethodnoj metodi ekstrakcije (Slika 8 B i C). Spremaju se u prethodno oznacenim

Falcon epruvetama, ¢epovi se oblazu parafilmom i sve se skladisti u hladnjaku do daljnje analize.

Slika 8. A- uzorci pripremljeni za maceraciju; B- centrifugiranje; C- filtriranje uzoraka nakon
maceracije

(Vlastite fotografije, slikane 21.3.2023. i 24.3.2023.)
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3.4. Infuzija

Za infuziju se od otapala Kkoristila destilirana voda koju je prethodno bilo potrebno
prokuhati. U jednu ¢asu je stavljeno 0,5 grama prethodno usitnjene V. persica, a u drugu ¢asu isto
toliko V. anagallis-aquatica. Biljni materijal je preliven prokuhalom destiliranom vodom i 20
minuta je mijeSan staklenim $tapi¢em kako bi se biljni materijal §to bolje otopio i dao najbolji
prinos fenolnih spojeva (Slika 9). Potrebno je pricekati 20 minuta da se otopina ohladi kako bi se
mogla filtrirati. Kada je sve profiltrirano Falcon epruvete se zatvaraju i preko Cepa se stavlja

parafilm kako ne bi doslo do isparavanja filtrata.

Slika 9. Ekstrakcija infuzija

(Vlastita fotografija, slikano 30.3.2023.)

3.5. Uparavanje rotavaporom i liofilizacija

Kako bi se izdvojili Cisti fenolni spojevi potrebno je ukloniti otapalo iz svih uzoraka koji
su dobiveni. S obzirom da su kori$tena razliCita otapala, potrebne su i razli¢ite tehnike uklanjanja
otapala. Za metanolne i etanolne uzorke koriSten je rotavapor, a za vodene i za uzorke gdje je
zaostala voda nakon uparenog etanola liofilizator.
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3.5.1. Uparavanje pomocu rotavapora

Svi uzorci koji su otopljeni u metanolu se prebacuju u tikvice s okruglim dnom, prije
prebacivanja tikvice su vagane na tehnickoj vagi i njihova masa je zapisana. Nakon vaganja i
prebacivanja uzoraka u tikvice uzorci su upareni. Uparavanje se odvija pod tlakom (200 mbar u
vremenu od ca 5min ), a vodena kupelj u koju je uronjena tikvica mora biti oko 40°C kako bi
otapalo moglo ispariti. Kroz nekoliko minuta na rotavaporu metanol i etanol ispare i na stijenki
tikvice ostaje suhi ekstrakt koji sadrzi fenolne spojeve (Slika 10). Tikvicu je nakon toga ponovno
potrebno izvagati i zabiljeziti masu. Razlika u masama tikvica je masa suhog ekstrakta koji sadrzi

fenolne spojeve.

Slika 10. A- uparavanje na rotavaporu; B- tikvica s fenolnim spojevima
nakon uparavanja

(Vlastita fotografija, slikano 21.4.2023.)

3.5.2. Liofilizacija

Uzorci otopljeni u destiliranoj vodi i zaostaloj vodi nakon uparenog etanola idu na
liofilizator. Tikvice s okruglim dnom su vagane i1 uzorci su prebaceni u njih. Tekuéi dusik je prvo

potrebno uliti u stiropornu posudu, nakon toga se jedna po jedna tikvica s uzorkom uranja u tekuci
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dusik i brzim pokretima vrti kako bi zamrznuli otapalo u tikvici. Nakon zamrzavanja se tikvica
stavlja na liofilizator koji je pod tlakom od 1,00 mbar-a i pri temperaturi od -55 C. Kada su sve
tikvice postavljene krece proces isuSivanja.

Nakon isuSivanja u tikvicama ostaje osuseni ekstrakt koji sadrzi fenolne spojeve, a otapala
su se pretvorila u paru (Slika 11). Tikvice se potom vazu i razlika u masi predstavlja dobivenu

koli¢inu suhog ekstrakta s fenolnim spojevima.

Slika 11. Suhi ekstrakt s fenolnim spojevima
nakon liofilizacije

(Vlastita fotografija, slikano 27.4.2023)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Rezultati nakon uparavanja na rotavaporu i liofilizacije su dobiveni oduzimanjem mase
prazne tikvice od mase tikvice u kojoj se nalazi suhi ekstrakt s fenolnim spojevima. Koristene su
dvije biljne vrste, tri metode ekstrakcije, od toga jedna na dvije razli¢ite temperature 1 tri vrste
otapala. Tablice 1 i 2 prikazuju prinose suhih ekstrakata s fenolnim spojevima u miligramima za
V. persica i V. anagallis-aquatica. U prvom retku su navedene metode ekstrakcija onim redom
kako su izvodene u laboratoriju, a u prvom stupcu su napisana otapala. U stupcu koji navodi
prinose za ekstrakciju infuzijom se masa nalazi samo u prvom retku jer je za otapalo koriStena

jedino destilirana voda.

Tablica 1. Prinosi fenolnih spojeva (mg) za vrstu V. persica L.

Otapalo UAE (25°C) UAE (40°C) Maceracija Infuzija
d. H20 110 mg 80 mg 50 mg 90 mg
80%-tni etanol 100 mg 130 mg 90 mg

Metanol 80 mg 80 mg 90 mg

Tablica 2. Prinosi fenolnih spojeva (mg) za vrstu V. anagallis-aquatica L.

UAE (25°C) UAE (40°C) Maceracija Infuzija
d. H20 80 mg 60 mg 40 mg 110 mg
80%-tni etanol 100 mg 140 mg 160 mg
Metanol 120 mg 140 mg 130 mg

Vrste V. persica i V. anagallis-aquatica su davale razli¢ite prinose fenolnih spojeva ovisno
o metodi ekstrakcije i otapalu, ali usporedbom tablice 1 i 2 mozemo vidjeti da je generalno V.
persica davala vise suhog eckstrakta koji sadrzi fenolne spojeve u 80%-tnom etanolu nakon
ekstrakcije ultrazvukom pri 40°C, a V. anagallis-aquatica je ve¢i prinos imala kada su za otapala
koristeni i 80%-tni etanol i metanol koriStenje tehnika ekstrakcije ultrazvukom pri 40°C i

maceracije. Najveci prinosi dobiveni ekstrakcijom u 80%-tnom etanolu se poklapaju s rezultatima
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Brejzan (2021). Ona je istrazivala utjecaj koncentracije etanola u otapalu na prinos fenolnih
spojeva iz lista lovora. U 70%-tnom etanolu je imala znatno veéi prinos fenolnih spojeva nego u

50%-tnom etanolu (Brezjan, 2021).

Iskoristenje se racuna prema formuli n= % %X 100. Prikazuje se u formi postotka, my je
2

masa suhog ekstrakta s fenolnim spojevima, a m. je masa otopljenog biljnog materijala.
Iskoristenje prikazuje koliki je postotak suhog ekstrakta s fenolnim spojevima u otopljenom
materijalu. Sto je m1 veéa to e i iskoriStenje biti veée jer je prinos bolji. Graf 1 prikazuje usporedbu
izraCunatog iskoriStenja za ekstrakciju ultrazvukom pri 25 °C za sva tri otapala. V. persica najvece
iskoriStenje ima kada je suhi biljni materijal otopljen u destiliranoj vodi, a V. anagalis-aquatica
najvece iskoristenje ima otopljena u metanolu. S obzirom da je voda polarno otapalo, za V. persica
to predstavlja najpogodnije otapalo za bioloski aktivne fenolne spojeve (Butorac, 2018). Kada su
V. persica i V. anagalis-aquatica otopljene u 80%-tnom etanolu iskoriStenje je jednako S$to

pokazuje da je i prinos fenolnih spojeva u miligramima bio isti.

Iskoristenje za ultrazvucnu ekstrakciju pri 25°C

30%

25%

20%

15%

10%
5
0%

d. H20 20% etanol metanal

ES

EV.persica WV.anagallis-aguatica

Graf 1. Iskori$tenje za ultrazvu¢nu ekstrakciju

Na grafu 2 je prikazana usporedba iskoriStenja za ultrazvucnu ekstrakciju pri 40°C 1
maceraciju pri sobnoj temperaturi. Kod V. persice opcenito prinosi suhih ekstrakata s fenolnim
spojevima su bolji nakon ultrazvucne ekstrakcije pri 40 °C, pogotovo u 80%-tnom etanolu. Najveci

prinos suhog ekstrakta s fenolnim spojevima je kod V. anagalllis-aquatica, ekstrahirano tehnikom
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maceracije u 80%-tnom etanolu, dok je iskoriStenje nakon ultrazvu¢ne ekstrakcije pri 40°C

neznatno slabije u istom otapalu.

Usporedba iskoristenja UAE i maceracije

35%
30%
25%
20%
15%
10%

: I HAR »

0%

V. persica V. anagallis-aquatica V. persica V. anagallis-aquatica
UAE 40°C Maceracija

Ed.HZO M 30%-tni etanol M metanol

Graf 2. Usporedba iskoriStenja ultrazvucne ekstrakcije pri 40 °C i maceracije

Graf 3 prikazuje iskoriStenje za ekstrakciju infuzijom koja je radena samo u destiliranoj

vodi. Obje biljne vrste daju relativno visok prinos fenolnih spojeva.

Infuzija

0% 5% 10% 15% 20% 25%

Graf 3. Prikaz iskoristenja za ekstrakciju infuzijom
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Graf 4 prikazuje usporedbu najmanjeg i najveceg iskoriStenja. Broj 1 oznafava najmanje
iskoristenje, a broj 2 najvece iskoriStenje.. Kod V. persica najmanje iskoristenje iznosi 10%. To
iskoriStenje je dobiveno otapanjem biljnog materijala u destiliranoj vodi i ekstrahiranjem
maceracijom. Najmanje iskoriStenje V. anagallis-aquatica iznosi 8%, a pojavljuje se kod
ekstrakcije u istom otapalu te istom metodom. Ukupno gledano najmanje iskoristenje s najmanjim
prinosom se pojavljuje kod V. anagallis-aquatica otopljenoj u destiliranoj vodi, a najvec¢i prinos
sveukupno ima takoder V. anagallis-aquatica otopljena u 80%-tnom etanolu. Razlika najveceg

iskoriStenja V. persica i V. anagallis-aquatica iznosi 6% odnosno 30 miligrama.

Najmanje i najvece iskoristenje
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5% -
0%

1 2

V. persica WV.anagallis-aquatica

Graf 4. Usporedba najmanjeg i najveéeg iskoristenja

V. persica najvece iskori$tenje ima kada se ekstrakcija provodi pomocu ultrazvuéne kupelji
na 40 °C i kada je otopljena u 80% etanolu. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Drmi¢ i Rezek
Jambrak (2010). Istrazivale su koliki utjecaj imaju duljina i temperatura ultrazvucne ekstrakcije u
tri razlicita otapala (Drmi¢ & Jambrak, 2010). Najveci prinos fenolnih spojeva iz V. anagallis-
aquatica se dobiva otapanjem u 80%-tnom etanolu i tehnikama ultrazvuéne ekstrakcije pri 40°C i
maceracijom. Prinosi fenolnih spojeva iz V. persica idu od 50 mg do 130 mg, a kod V. anagalis-

aquatica od 40 mg sve do 160 mg. Infuzija se takoder pokazala dobrom tehnikom §to se tice
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prinosa kod obje vrste i s obzirom da je voda ekoloski najprihvatljivije otapalo. Masa ekstrahiranih

fenolnih spojeva varira ovisno o koriStenom otapalu kao i o metodi ekstrakcije.

Ekoloski najprihvatljivija metoda ekstrakcije fenolnih spojeva je maceracija, no ne znaci
da ¢e zbog ekoloske prihvatljivosti biti najbolja s koli¢inom prinosa fenolnih spojeva. Destilirana
voda je ekoloski najprihvatljivije otapalo 1 u nekim sluc¢ajevima daje vrlo visok prinos fenolnih
spojeva zbog svoje polarnosti. Metanol i 80%-tni etanol daju vece prinose fenolnih spojeva, ali

zbog toksi¢nosti metanola prednost se daje etanolu kao otapalu (Dadi¢, 2016).

21



5. ZAKLJUCAK

Detaljnom analizom dobivenih rezultata moze se vidjeti da ¢e obje biljne vrste najveci
prinos fenolnih spojeva imati kada je ekstrakcija provedena u 80%-tnom etanolu. Koristenjem
80%-tnog etanola mase suhih ekstrakata s fenolnim spojevima su preko 100 miligrama ili malo
manje $to ovo otapalo ¢ini najoptimalnijim za koriStenje. S obzirom da su najmanji prinosi
dobiveni maceracijom u destiliranoj vodi ta metoda, iako je najjeftinija i najlaksa nije najbolja $to
se tiCe prinosa suhog eckstrakta s fenolnim spojevima. Infuzija se takoder pokazala dobrom
tehnikom $to se ti¢e prinosa i s obzirom da je voda ekoloski najprihvatljivije otapalo.Voda i dalje
ostaje kao ekoloski najprihvatljivije 1 najjeftinije otapalo dok je metanol zbog svoje toksicnosti
ekoloski neprihvatljiv. Za izolaciju suhog ekstrakta s fenolnim spojevima iz vrste V. persica
najbolje je otopiti ju u 80%-tnom etanolu i ekstrakciju provesti pomocu ultrazvuéne kupelji na 40
°C jer ¢e tada prinos biti najveéi. Najbolja metoda ekstrakcije fenolnih spojeva za V. anagallis-
aquatica je maceracija i ultrazvuéna ekstrakcija pri 40°C u 80%-tnom etanolu. Glavna razlika u
dobivenim fenolnim spojevima izmedu dvije biljne vrste je ta Sto ¢e V. persica imati manje prinose
kada je otopljena u metanolu, a V. anagallis- aquatica ¢e manje prinose imati otopljena u

destiliranoj vodi.

Kako bi rezultati bili vjerodostojniji istrazivanje bi trebalo ponoviti viSe puta u svim
otapalima i usporediti sve rezultate. S obzirom da su mjerenja provedena samo jednom, postoji
mogucnost da je negdje doslo do kontaminacije uzorka i1 da prinos nije onoliki koliki bi mogao
biti. Ovo istrazivanje se moze smatrati preliminarnim koje omogucuje pregled koje otapalo i koja

metoda ekstrakcije ¢e dati najvise ekstrakta koji sadrzi fenolne spojeve.
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