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1. UvOD

Fitokemikalije su vrsta kemikalija proizvedena u biljkama. To su ujedno i bioaktivne komponente
medu koje ubrajamo i fenolne spojeve. Fenolni spojevi su raznovrsna skupina kemijskih spojeva
¢ija se struktura temelji na hidroksilnoj skupini vezanoj na aromatski prsten. Nalaze se otopljeni u
stani¢noj organeli biljke, vakuoli. Dva glavna nacina biosinteze fenolnih spojeva u biljkama su put
Sikiminske kiseline te put jabucne kiseline. U ovu grupu spojeva spadaju stilbeni, lignin, tanini,
flavonoidi, fenolne kiseline te mnogi drugi. Produkti su sekundarnog biljnog metabolizma koji ima
vaznu ulogu u obrani biljke protiv biljojeda, patogena, UV ostecenja te drugim oblicima zastite
klju¢nih za prezivljavanje biljnog organizma. Putem konzumiranja voca i povréa, covjek u svoj
organizam unosi odredene fenolne spojeve. Dokazano je da veliki broj predstavnika iz fenolne
grupe spojeva ima pozitivni u¢inak na ljudsko zdravlje §to se ocituje u izuzetno dobrom
antimikrobnom, antikancerogenom te antioksidacijskom djelovanju. Kako bi se fenolni spojevi
izolirali te primijenili dalje u ljekovite svrhe, potrebno ih je ekstrahirati iz biljnog materijala.
Ekstrakcija je postupak odvajanja odredenih tvari iz uzorka pomocu otapala u kojem su te iste tvari
dobro topljive. Tehnike ekstrakcije dijelimo na klasi¢ne i napredne. U klasi¢ne spadaju: vodena
destilcija, destilacija vodenom parom, ekstrakcija tekuce-tekuce, infuzija, dekokcija, maceracija i
dr. Medu naprednim tehnikama ekstrakcije ubrajaju se ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija superkriticnim fluidima, ekstrakcija potpomognuta
pulsiraju¢im elektri¢nim poljem.

Za ovo istrazivanje u svrhu izrade diplomskog rada kao biljni materijal koriStene su Cetiri vrste
roda Veronica gdje je svaka vrsta usitnjena i otopljena u tri razli¢ita otapala: destilirana voda, 80%-
tni etanol 1 Cisti metanol. Provedene su dvije metode ekstrahiranja fenolnih spojeva iz biljnog
materijala, a to su maceracija i ultrazvuc¢na ekstrakcija pri dvjema temperaturama: 25 °C 1 40 °C.
Metanolni i etanolni uzorci upareni su pomocu rotavapor uredaja dok su vodeni ekstrakti upareni

liofilizatorom. Nakon svake tehnike ekstrakcije izracunat je prinos fenolnih spojeva u uzorcima.



2. OPCIDIO

2.1. Porodica Plantaginaceae

Porodica Plantaginaceae zvana jos i porodica trpuc¢evki pripada redu Lamiales. Porodica se sastoji
od 90 rodova i oko 1900 vrsta biljaka. Gotovo su kozmopolitski rasprostranjene, iako vecina vrsta
obitava u podruc¢jima umjerene klime. Pojedine vrste su izrazite gospodarske vaznosti kao ukrasno
bilje, korovi ili izvori lijekova (web 1).

Vrste iz porodice trpucevki najcesce su jednogodisnje ili visSegodiSnje zeljaste biljke, a ukljucuju
kopnene vrste te korijenaste vodene vrste. Vecina biljaka je zigomorfna, ali neki rodovi su
aktinomorfni (web 2).

Listovi su cjeloviti, ponekad rasperani, u prizemnim rozetama te nemaju palistice. Cvjetovi su
dvospolni te najcesée imaju Cetiri prasnika i nadraslu plodnicu gradenu od jednog plodnog lista.
Plod je tobolac (Domac, 2002).

Razna istrazivanja su pokazala da vrste iz roda Plantago sadrzavaju vazne kemijske spojeve poput
glikozida, iridoida, triterpena, fenilpropanoida, flavonoida i fenolnih kiselina. Rod Plantago je
medicinski znacajan i zbog polisaharida koji se mogu izolirati iz sjemenaka, a primjenu mogu
imati i u uklanjanju toksina (Gongalves i Romano 2016).

Neki znacajniji rodovi porodice Plantaginaceae su: Antirrhinum, Cymbalaria, Littorella, Plantago,

Digitalis, Veronica (web 2).



Slika 1. Plantago lanceolata L., znacajni predstavnik porodice Plantaginaceae (izvor:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:lllustration_Plantago_major0_clean.jpg)

2.1.1. Rod Veronica

Podrijetlom iz Europe i istoéne Azije, vrste iz roda Veronica ili ¢estoslavice su se u povijesti
koristile kao izvor hrane ili u ljekovite svrhe. Rod Veronica obuhvaca vise od 500 vrsta cvjetnih
visegodisnjih i jednogodisnjih biljaka. Vrste ovog roda karakteriziraju cvjetovi raznih boja kao $to
su: plava, ljubicasta, ruziasta, lila i bijela. Stabljika Veronice prekrivena je cjevastim, malim
cvjetovima koji su skupljeni u grozdove. Cvjetovi se otvaraju od podnozja prema gore te stvaraju
grozd koji nalikuje na klas (web 3). Listovi su smjeSteni nasuprotno te pri dnu stabljike najcéesce
tvore rozetu. Plod je tobolac. Smatra se da je latinsko ime Veronica dano po svetici Svetoj Veroniki
(15.st.) ili da je izmijenjen nacin pisanja od Betonica koji prema Pliniju Starijem potjece od

keltskog naroda Betonaca (web 4).



U Hrvatskoj raste oko tridesetak vrsta roda Veronica (¢estoslavice), a kao naljekovitija smatra se
Veronica officinalis, ljekovita Cestoslavica ili puzava Cestoslavica. Spominje se kao jedna od
biljaka koja pomaze u lijeenju kuge. Mladi listovi se mogu dodati salatama i varivima dok se
cvjetovi koriste za aromatiziranje vina i likera. Nadzemni dio biljke u cvatu, ali bez drvenastih
dijelova, koristi se u ljekovite svrhe. SuSenje prikupljenih dijelova mora biti na mjestu koje je
zaklonjeno od direktnog sun¢evog zracenja. OsusSeni dijelovi, prethodno usitnjeni, pohranjuju se
u papirnatim vre¢ama te ¢uvaju na tamnom i suhom mjestu. Od kemijski aktivnih tvari biljka je
obogacena eteri¢nim uljem, glikozidima, trjeslovinama, flavonoidima, vitaminima i mineralima.
Cestoslavica se sama ili u kombinaciji s drugim biljkama koristi u sprjeavanju visokog
kolesterola, upale crijeva i Zeluca. pluénih bolesti, bolesti jetre i guSteraCe, upale bubrega i
mokraénog mjehura, depresije, reume, gihta, vrtoglavice, koznih bolesti te kod zarastanja rana.
Primjerice, vrste Veronica oficinallis L., V. beccabunga L. i V. spicata su u tradicionalnoj medicini
Balkana koriStene za lijeCenje: slezene, bubrega, jetre, uboda zmije, ekcema. Navedene vrste
koriStene su jo$ i1 kao ekspektorant za kaSalj 1 ispiranje grla (Vrca i sur., 2023). Od osuSene,
usitnjene biljke mogu se naciniti razni ljekoviti pripravci kao Sto su: Cajevi, kapi, kupke 1 sokovi.

Upotrebljavaju se i druge Cestoslavice (web 5).

2.1.1.1. Veronica anagallis-aquatica L.

Vodena Cestoslavica (Veronica anagallis-aquatica L.) je zeljasta trajna biljka razgranate Suplje
stabljike visoke do 100 cm. Listovi su nasuprotni i fino nazubljeni. Dvospolni cvjetovi imaju 4
svijetloplave latice te dva prasnika. Cvjetovi nastaju u pazuScima gornjih listova te su gusto
skupljeni u grozdaste cvatove. Vrijeme cvatnje je od svibnja do rujna. Raste na podrucjima Europe
I Azije, ali je rasirena i po drugim kontinentima. Obitava na vlaznim mjestima, a moze se naci i u

plitkim vodama, potocima i rijekama. Raste na umjereno kiselim tlima (web 6).



Slika 2. V. anagallis-aquatica L. (izvor: https://species.wikimedia.org/wiki/Veronica_anagallis-
aquatica)

2.1.1.2. Veronica persica Poir.

Veronica persica potjece iz Azije i dijelova Europe. Listovi su nasuprotni, jajoliki te se izmjenjuju
na gornjem dijelu stabljike. Na krajevima razgranatih stabljika nalaze se izduzeni grozdovi
cvjetova. Cvjetovi su cjevasti, s 4 svijetloplave do plavoljubicaste latice, bijeli pri dnu te obrubljeni
tamnim prugama. Cvijet se sastoji od 2 prasnika i plodnice gradene od jednog plodnog lista (web
7). Prema istrazivanjima, dokazano je antibakterijsko, skolicidno i antifugalno djelovanje
ekstrakata V. persica koja se pokazala kao djelotvorna biljka protiv herpes simplex virusa (HSV).
Frakcija ekstrakta u 80%-tnom metanolu ima potencijal protiv herpes simplex virusnih infekcija
(Sharifi-Rad i sur., 2018).


https://species.wikimedia.org/wiki/Veronica_anagallis-aquatica
https://species.wikimedia.org/wiki/Veronica_anagallis-aquatica

Slika 3. V. persica Poir. (izvor: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/veronica-persica/)

2.1.1.3. Veronica polita Fr.

Veronica polita ili siva poljska vrtnica zeljasta je biljka ¢ija je stabljika polegnuta ili se uzdize.
Listovi su jajoliki i nazubljeni. Cvjetovi su svijetloplave boje. Na biljci se nalaze pojedinacne
aksilarne peteljke koje su krace ili malo duze od listova. Euroazijskog je porijekla ukljucujuci
zapadnu Aziju, sjevernu Afriku, Britansko otocje i Sjevernu Ameriku, ali je diljem svijeta unesena

u odgovarajuca stanista kao korov za uzgoj (web 8).


https://plants.ces.ncsu.edu/plants/veronica-persica/

Slika 4. V. polita Fr. (izvor: https://delawarewildflowers.org/plant.php?id=2295)

2.1.1.4. Veronica hederifolia L.

Veronica hederifolia L. ili brsljanasta Cestoslavica je jednogodiS$nja biljka sa penjaju¢om
stabljikom. Stabljike su okrugle s nasuprotnim listovima. Pojedina¢ni cvjetovi rastu u pazuscima
listova. Cvijet se sastoji od 4-5 blijedoljubicastih latica s tamnijim zilama. Dva su prasnika.
Porijeklom je iz Euroazije, sjeverne Afrike i zapadne Azije dok je na drugim lokalitetima prisutna

kao unesena vrsta i korov (web 9).

Slika 5. V. hederifolia L. (izvor: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/veronica-hederifolia/)


https://delawarewildflowers.org/plant.php?id=2295
https://plants.ces.ncsu.edu/plants/veronica-hederifolia/

2.2. Specijalizirani biljni metaboliti

Ugljikohidrati, bjelancevine, masti i nukleinske kiseline ubrajaju se u neizostavne molekule
metabolizma svih zivih organizama naseg planeta. Ove molekule proizvod su primarnog
metabolizma i zato se nazivaju primarni metaboliti. Bez obzira na velike razlike medu
organizmima, putevi sinteze ovih kemijskih spojeva kod svih organizama su gotovo jednaki. Bez
produkata primarnog metabolizma Zivot na Zemlji bio bi nezamisliv (web 10). Isto tako i1 kod
biljaka, primarni metaboliti ukljueni su u njihov rast, razvoj i razmnozavanje. Medutim, biljke
proizvode i razli¢ite kemijske spojeve koji nisu direktno ukljuceni u primarni metabolizam, a
nazivaju se specijalizirani metaboliti. Neke od glavnih uloga specijaliziranih metabolita u biljkama
su obrana od predatora i patogena, mehanicka potpora te privlacenje zivotinja koje oprasuju biljke,
ali i onih koji rasprostranjuju sjemenke. Nadalje, smatra se da pokazuju i poveéanu toleranciju na
niske temperature, vodni stres i teSke metale. Djeluju i fotoprotektivno, a pojedini spojevi Stite
biljke od UV zracenja (Burcul, 2012).

Sekundarni metabolizam u biljaka izuzetno je sloZzen proces. Enzimi, ukljuceni u mehanizme,
naj¢esce su pod utjecajem okolnih ¢imbenika. Regulacije ovih enzima vrlo su vazne u podrué¢jima
znanstvenih istrazivanja zbog velike primjene produkata specijaliziranih metabolita u
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. S obzirom na kemijsku podjelu, u specijalizirane biljne
metabolite ubrajaju se: fenolni spojevi (fenolni glikozidi, lignani, tanini, fenolne Kkiseline,
kumarini, ksantoni, kinoni), terpeni (monoterpeni, diterpeni, triterpeni, seskviterpeni, politerpeni,
giberelini, karotenoidi), iridoidi, steroidni spojevi, alkaloidi, hlapiva ulja te mnogi drugi spojevi.
Neki od ovih spojeva isti¢u se po antibiotskom djelovanju na mnoge vrste mikroorganizama sto je
potvrdeno znanstvenim ispitivanjima. Primjerice, karvakrol i timol, spojevi unutar fenolne grupe
sekundarnih biljnih metabolita i sastojci eteri¢nih ulja aromatskih biljaka (origano, maj¢ina dusica,
timijan...) pokazuju antimikrobno djelovanje. Takoderi i kvercetin, spoj iz grupe flavonoida kojim
je bogat crveni luk, ima dobro antimikrobno djelovanje. Pozitivni utjecaj na zdravlje ovjeka 1
sposobnost unistavanja velikog broja mikroorganizama pokazuju i katehini, spojevi koji se nalaze
u ¢ajevima. Dakle, produkti sekundarnog biljnog metabolizma djelotvorni su protiv mnogobrojnih
mikroorganizama kao i protiv velikog broja patogena iz hrane (Clostridium, Listeria, Salmonella,
Escherichia, Shigella, Vibrio). Navedeni spojevi samo su neki u mno$tvu spojeva nastalih
sekundarnim biljnim metabolizmom ¢iji se broj svakodnevno povecava zahvaljujuéi raznolikim

znanstvenim istrazivanjima (web 10). Specijalizirani biljni metaboliti razvili su se kao posljedica



nasljednih mutacija, prirodne selekcije 1 evolucijskih promjena. Njihov sadrzaj u pojedinim
stanicama, tkivima 1 biljnim organima mijenja se tijekom razvitka, starenja ili godi$njih doba na
Sto utjece raspolozivost hranjivih tvari i stresni uvjeti. Kod biljaka postoje i prilagodbe koje sluze

kao zastita od njihovih vlastitih obrambenih tvari (Burcul, 2012).

2.2.1. Hlapljivi spojevi u biljkama

Hlapljivi spojevi smatraju se zasluznim za mirisna i aromati¢na svojstva biljaka. Etericna ulja
dobivena iz listova ili cvjetova aromati¢nog bilja procesom destilacije spadaju u hlapljive spojeve.
Nadalje, postoje i pripravci koji se nazivaju konkretima, apsolutima i tinkturama koji predstavljaju
smjesu hlapljivih spojeva. Dobivaju se postupkom ekstrakcije aromati¢nih biljaka. Izolacija
hlapljivih spojeva iz biljaka korisna je zbog Siroke primjene spomenutih pripravaka. Izolati se
koriste u proizvodnji lijekova, kozmetike i parfema. Metode koje se najc¢esce koriste pri izolaciji
hlapljivih spojeva ili njihovih smjesa su destilacija, ekstrakcija s organskim otapalima i presanje.
Kromatografske metode primjenjuju se za identifikaciju izoliranih spojeva. Eteri¢na ulja su bistre,
blago obojene tekucine. Slabo se otapaju u vodi, a dobro u organskim otapalima. Kemijski sastav
eteri¢nih ulja 1 udio pojedinih sastojaka utjeCe na njihov miris. U eteri¢nim uljima prisutni su
alifatski, ciklicki, aciklic¢ki, zasi¢eni 1 nezasi¢eni ugljikovodici, ali i derivati ugljikovodika s
kisikom medu kojima se najviSe isticu fenoli, alkoholi, ketoni, esteri 1 karboksilne kiseline. Neka
eteri¢na ulja sadrZavaju i organske spojeve s dusikom ili sumporom. Veéinom svi dijelovi biljaka,
poput listova, cvjetova, plodova, podanaka 1 korijenja sadrZzavaju etericna ulja. Manja
koncentracija etericnog ulja prisutna je u drvenastim dijelovima biljaka, kori 1 stabljici. Etericna
ulja stite biljku od mikroorganizama, Zivotinja te nepovoljnih klimatoloskih uvjeta. Takoder,
pomazu i za vrijeme oplodnje jer mirisi eteriénih ulja privlade kukce koji te biljke oprasuju (Zili¢,
2019).

2.2.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi produkti su sekundarnog biljnog metabolizma. Za ovu skupinu spojeva znacajna
je fenolna odnosno hidroksilna skupina na aromatskom prstenu. Nalazimo ih u stani¢nom organelu
biljke, vakuoli, otopljene u obliku glikozida ili estera Secera. U biljne fenole ubrajaju se mnogi
kemijski spojevi od kojih su neki topljivi samo u organskim otapalima, neki u vodi, a neki su

netopivi polimeri (Gali¢, 2020). Neki od znacajnijih fenolnih spojeva u biljkama su lignin,



flavonoidi, karotenoidi, salicilna kiselina i tanin. Fenolni spojevi su prisutni u svim biljkama dok
njihov sastav i koli¢ina ovisi 0 unutarnjim i vanjskim faktorima. Koli¢ina fenolnih spojeva ovisi o
vanjskim uvjetima rasta s obzirom da sudjeluju u komunikaciji biljke s okolinom. Dokazano je da
lokacija rasta biljke utje¢e na razinu fenolnih spojeva. Udio polifenolnih komponenata povecava
se za vrijeme stresnih uvjeta u biljkama (Valenti¢, 2023). Fenolni spojevi povezani su s
obrambenom ulogom u biljkama, medutim vazni su i u drugim procesima poput ubrzavanja
oprasivanja, bojenja za kamuflazu biljke te kao zastita od herbivora (Derong i sur., 2016).
Primjerice, u biljkama su otkriveni fenolni spojevi koji djeluju protiv gljivica. Pojedini metaboliti
sintetiziraju se pri infekciji biljke (fitoaleksini) dok drugi djeluju kao infektivni inhibitori
(fitoantocipini) (Valenti¢, 2023). Poznati su razli¢iti na¢ini nastajanja fenolnih spojeva u biljkama.
Dva najvaznija su put Sikiminske kiseline 1 put jabucne kiseline. Put Sikiminske kiseline prisutan
je u biosintezi vecine biljnih fenola dok je put jabucne kiseline ¢es¢i kod gljiva i bakterija. Putem
Sikiminske kiseline, aromatske aminokiseline nastaju iz ugljikohidratnih prekursora u ciklusu
pentoza-fosfata 1 glikolize. Put Sikiminske kiseline pojavljuje se u biljkama, bakterijama i
gljivama, ali ne i kod Zivotinja. Zivotinje nemaju put za sintezu aromatskih kiselina kao $to su
fenilalanin, triptofan i tirozin (Gali¢, 2020). Fenolni spojevi povezani su s pozitivnim u¢incima na
ljudski organizam. Vocée i povrée glavni su izvor ovih spojeva u prehrani ¢ovjeka. Na temelju
raznih izvjesca, fenolni spojevi su pokazali svoju vaznu ulogu u suzbijanju raznih ljudskih bolesti.
Istrazivanja su pokazala da fenolni spojevi djeluju u sredstvima protiv starenja, antioksidativnim,
antiproliferativnim te protuupalnim sredstvima. Biljni polifenoli reguliraju metabolizam
ugljikohidrata, ublazavaju hiperglikemiju, poboljSavaju metabolizam masnog tkiva, ublazavaju
oksidativni stres i1 upalne procese. Nadalje, mnoga istrazivanja su pokazala da ekstrakti bogati
polifenolima povoljno utjecu na hipertenziju s ciljem normalizacije krvnog tlaka (Derong i sur.,

2016).
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Slika 6. Put jabuc¢ne i Sikiminske kiseline (izvor: Gali¢, 2020, Pevalek-Kozlina, 2003).

2.2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najve¢a skupina medu fenolnim spojevima. Poznato je oko 10 000 flavonoida.
Njihova grada se sastoji od 15 ugljikovih atoma rasporedenih u 2 aromatska prstena povezana
piranskim prstenom. U prirodi postoje u slobodnoj formi ili formi glikozida. Flavonoidi se dijele
na: flavanole, flavonole, flavone, izoflavone, antocijanidine i flavanone. Na polarnost odredenog
spoja utjeCu supstituenti vezani na prsten stoga se mogu podijeliti na hidrofilne 1 lipofilne.
Flavanoni, flavonoli, izoflavoni i flavoni metilirani su aglikoni te pokazuju manju polarnost, a
ekstrahiraju se otopinom benzena, kloroforma, diklormetana, etil acetata ili dietil etera. Nesto
polarnije vrste poput flavonoid glikozida i nekih aglikona uglavnom se izoliraju iz biljaka
ekstrakcijom s alkoholima, acetonom, vodom (Renko, 2020). U biljkama se pojavljuju kao
signalne molekule, imaju ulogu obrane od mikroorganizama i patogenih gljivica, poticu klijanje
spora i sjemenki, stite od UV zracenja. Takoder, sluze kao prilagodba na visoke i niske temperature,
susu 1 promjenu saliniteta. S obzirom da zive boje biljaka privlace opraSivace, flavonoidi time
pomazu 1 u procesu reprodukcije (Valenti¢, 2023). Flavonoidi pokazuju pozitivni utjecaj na
zdravlje Covjeka posebno u smanjenja upalnih procesa u organizmu (web 11). Skupina flavonola
takoder pokazuje citoprotektivni ucinak $to znaci da Stite stanice, a isto tako i neurone. Studije

pokazuju da je konzumiranjem flavonola, to¢nije voca, povrca ili ¢ajeva koji ih sadrze, moguce
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usporiti brzinu gubitka pamcenja. Takoder, pokazuju antioksidativna svojstva pridonoseci tako

boljem funkcioniranju kardiovaskularnog sustava pri ¢emu je smanjena moguénost mozdanog

udara (web 12).
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Slika 7. Flavonoidi (izvor: https://www.mdpi.com/2076-3921/9/12/1263)

2.2.2.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline ubrajaju se u raznoliku skupinu fitokemikalija-fenola. Glavna struktura fenolnih
kiselina je benzenski prsten povezan s karboksilnom skupinom po ¢emu se razlikuju dvije skupine
fenolnih kiselina: hidroksibenzojeva i hidroksicimetna Kkiselina. Broj atoma ugljika u
hidroksibenzojevoj kiselini je 7, dok hidroksicimetna kiselina sadrzi 9 atoma ugljika. Fenolne
kiseline razlikuju se po poloZaju i broju supstituenata, metoksilnih i1 hidroksilnih skupina na

aromatskom prstenu. U hidroksibenzojeve kiseline spadaju: salicilna kiselina, galna kiselina,
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protokatehui¢na kiselina, elagi¢na kiselina i1 vanilinska kiselina. Hidroksicimetne kiseline
ukljucuju: kavenu kiselinu, feruli¢nu kiselinu, p-kumarinsku kiselinu, Kininsku kiselinu i dr. U
biljkama hidroksibenzojeve kiseline konjugiraju se sa organskim kiselinama ili Se¢erima. Biljke
sintetiziraju manju koncentraciju hidroksibenzojevih kiselina. Izuzeci su crveno voce, crna rotkva
i luk gdje su koncentracije kiselina nesto vece. U prirodi su zastupljenije hidroksicimetne kiseline,
a javljaju se u obliku estera. Fenolne Kiseline sintetiziraju se fenilpropanoidnim putem i putem
Sikiminske kiseline. Vecina fenola u bakterijama, gljivicama i biljkama proizvodi se putem
Sikiminske kiseline pretvaranjem jednostavnih molekula ugljikohidrata u fenilalanin i triptofan
(Bumba, 2021).

OH
R; OH
Hidroksibenzojeva Hidroksicimetna
kiselina kiselina

Slika 8. Kemijska struktura hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (izvor: Lisica, 2016)

2.2.2.2.1. Salicilna kiselina

Salicilna kiselina ili o-hidroksibenzojeva kiselina ubraja se u skupinu fenolnih spojeva koji se
sintetiziraju u biljkama. Derivat je cimetne kiseline, a nastaje putem sikiminske Kiseline (Jakovac,
2017). Istrazivanje termogeneze (zagrijavanje biljnih organa) dokazalo je da salicilna kiselina ima
hormonsko djelovanje kod biljaka. Prilikom cvatnje u nekih biljnih vrsta dolazi do zagrijavanja.
Temperatura cvatova naraste i za 10 °C zbog cega isparavaju tvari koje privlace kukce oprasivace.
Za vrijeme tog procesa, koncentracija salicilne kiseline povec¢a se do 100 puta. Toplinska energija
se oslobada radi cijanid-rezistentnog disanja u mitohondriju kojeg izaziva salicilna kiselina.
Nadalje, salicilna kiselina sudjeluje i u prijenosu signala pri kontaktu s patogenim oraganizmima.
Njezina uloga je da regulira otpornost na biotrofne organizme. Sintetizira se u kloroplastima, a

potom prelazi u citoplazmu gdje izaziva imunosnu reakciju. Salicilna kiselina poveéava otpornost
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1 na abiotske stresne uvjete: smrzavanje, suSa, UV radijacija, osmotski stres, izlozenost teskim
metalima. U nekim uvjetima salicilna kiselina ima utjecaj i na razvojne biljne procese kao Sto je
klijanje sjemena, vegetativni rast, cvatnja, senescencija, disanje, fotosinteza, glikoliza. Ovakvi
procesi mogu biti potaknuti ili inhibirani $to ovisi o koncentraciji salicilne kiseline. Niske
koncentracije salicilne kiseline poticu nakupljanje niskih koncentracija reaktivnih oblika kisika
koji u tom slucaju djeluju kao signalne molekule i1 sudjeluju u raznim biokemijskim procesima.
Visoke koncentracije salicilne kiseline utjeCu na nakupljanje visokih koncentracija ROS-a §to za

posljedicu ima oksidativni stres i smrt biljne stanice (Lazarevi¢ i Poljak, 2019).

2.2.2.3. Lignin

Lignin je jedan od glavnih sastavnica stani¢ne stijenke u biljaka. Fenolni je polimer slozene
strukture te velike molekularne mase. Proizvodi se u biljnim stanicama metaboliCkim putem
fenilalanin/tirozin. Lignin je drugi najzastupljeniji biopolimer jer sa¢injava 30% organskog ugljika
u biosferi. Ima vaznu ulogu u rastu i razvoju biljaka. PoboljSava transport minerala u biljci,
povecava krutost stani¢ne stijenke i hidrofobna svojstva. Lignin takoder $titi biljni organizam od
patogena. Koristi se kao energent ili za razvoj materijala, primjerice karbonskih vlakana zbog
fenolnih hidroksilnih skupina i alifatskih hidroksilnih skupina u njegovoj strukturi. Lignin se dijeli
u tri kategorije s obzirom na razlicite biljne vrste: lignin tvrdog drveta, lignin mekog drveta i lignin
trava. Primjerice, laneni 1 kukuruzni lignin sadrZe visoku koncentraciju alifatskih OH skupina to
jest nemetoksilatnih fenolinih skupina koje sluze u proizvodnji fenolnih smola u cilju proizvodnje

poliuretana. Smatra se da lignin ima i antitumorsku aktivnost (Liu i sur., 2018).

2.2.2.4. Tanin

Tanini u biljkama spadaju u skupinu polifenolnih spojeva. Nalaze se uglavnom u vakuolama ili u
povrsinskom vosku na biljkama gdje ne ometaju biljni metabolizam. Tek nakon smrti biljne stanice
mogu utjecati na metaboli¢ke puteve. Nastaju putem Sikiminske kiseline koji je poznat jo§ kao 1
fenilpropanoidni put. Sadrzi ih voce (grozde, borovnica), povrée, ¢okolada, Cajevi. Za oporan okus
koji osje¢amo kada pijemo vino ili jedemo voce koje nije potpuno zrelo, odgovorni su upravo
tanini. Takoder su zasluzni za boju cvijeca i jesenskog lis¢a. Tanini vezu i taloze proteine, a mogu
stvarati komplekse i s celulozom, skrobom i mineralima. Kod biljaka, tanini se nalaze u razli¢itim

biljnim tkivima primjerice u pupovima, listovima, korijenju, sjemenkama i stabljikama. Neke od
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uloga tanina u biljkama su: zaStita od smrzavanja, zaStita od grabeZzljivaca 1 patogena, ihibicija
mikrobne aktivnosti. Tanini utjecu na nutritivnu vrijednost raznih namirnica u ljudskoj prehrani,
ali i na sto¢nu hranu za zivotinje. Dokazano je da tanini imaju veé¢inom negativni ucinak na

probavljivost hrane kod Zivotinja (web 13).

2.3. Bioloska aktivnost specijaliziranih biljnih metabolita

Bioloski aktivne tvari iz prirode mogu imati pozitivan u¢inak na zdravlje. Specijalizirani metaboliti
biljaka, poput polifenola, glukozinolata, karotenoida i alkaloida upotrebljvavaju se kao lijekovi i
arome. Polifenoli su istrazivani zbog njihovih antioksidacijskih ucinaka i moguénosti
sprjeCavanja kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i raka. Djeluju
antiinflamatorno, antikancerogeno, antioksidacijski i neuroprotektivno. lako su se dugo koristili u

medicini, njihovi mehanizmi djelovanja nisu potpuno razjasnjeni (Mileti¢, 2022).

2.3.1. Citotoksi¢no djelovanje specijaliziranih biljnih metabolita

Citotoksic¢nost je sposobnost odredenih kemikalija ili posrednickih stanica da uniste druge Zive
stanice (Celik, 2018). Djelovanje antikancerogenih biljnih derivata inducira apoptotsku stani¢nu
smrt koja je ovisna o kaspazi ili p53 putu. IstraZivanja pokazuju da polifenolni spojevi inhibiraju
kljuéne signalne puteve koji pomaZzu u proliferaciji stanica karcinoma. Za metnolne 1 vodene
ekstrakte vrsta Veronica persica i Veronica polita dokazana je citotoksi¢na aktivnost na stanice
mi$jeg melanoma (Vrca 1 sur., 2023). Nazli¢ 1 sur. (2021) su u istrazivanju potvrdili citotoksi¢ni
ucinak hidrolata vrsta Veronica saturejoide subsp. saturejoides i Veronica officinalis. Dokazali su
kako hidrolati ovih dviju vrsta inhibiraju rast pojedinih stani¢nih linija karcinoma. Najve¢i uspjeh

inhibicije dokazan je na stanicama raka debelog crijeva.

2.3.2. Antibakterijsko djelovanje specijaliziranih biljnih metabolita

Polifenolni spojevi imaju mnogobrojne pozitivne ucinke medu kojima se ubraja i njihovo
antibakterijsko djelovanje. Svojom funkcijom inhibiraju enzime i ionske kanale te tako sprjecavaju
nastanak i Sirenje bolesti uzrokovane bakterijskim toksinima. Naime, bakterijama nedostaje cCAMP
fosfodiesteraza i lipoksigenaza odnosno eukariotski enzimi za koje se smatra da su mjesta vrlo
znacajna kod djelovanja flavonoida (Valenti¢, 2023). Antimikrobni u¢inak protiv Gram-negativnih

i Gram-pozitivnih bakterija pokazuje spoj oleuropein. Onemogucava rast i razvoj Escherichiae
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coli, Klebsiellae pneumoniae, Bacilli cerei, Salmonellae enteritidis. Dokazano je inhibicijsko

djelovanje na enterotoksin B kojeg sintetizira Staphylococcus aureus (Suman, 2017).

2.3.3. Antioksidativno djelovanje specijaliziranih biljnih metabolita

Oksidacijski stres neuravnotezeno je stanje gdje prekomjerne koncentracije reaktivnih kisikovih
vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS), reaktivnih dusikovih vrsta (engl. reactive nitrogen
species, RNS), ali i vodikovog peroksida, hidroksilnih radikala, superoksidnih radikala, singletnog
kisika, peroksilnog radikala, peroksinitrita i dusi¢nog oksida premasuju antioksidacijski kapacitet
Sto za posljedicu ima oksidaciju razli¢itih makromolekula poput proteina, DNA, lipida i enzima.
Oksidacijski stres takoder moze dovesti do procesa poput upalne reakcije, proliferacije stanica te
apoptoze. U humanim stanicama, antioksidacijski u¢inak mogu imati i razni bioaktivni spojevi
poput fenolnih fitokemikalija (flavonoidi, glikozidi, alkaloidi). Najvece oksidacijsko djelovanje
pokazuju polifenolni spojevi. U organizmu, ovi spojevi djeluju kroz nekoliko mehanizama:
unistavanje slobodnih radikala, zastita ostalih antioksidansa (npr. vitamina E) te vezanje na

oksidiraju¢e metalne ione inhibiraju¢i time njihovu apsorpciju (Mileti¢,2022).

2.4. Pripreme biljnog materijala i tehnike izolacije fenolnih spojeva

2.4.1. Susenje i Cuvanje ljekovitog bilja

U biljci ljekovite tvari nisu svugdje jednako rasporedene. Vanjski faktori okoliSa i razvojni stadij
biljke utjeCu na koncentraciju njenih djelatnih tvari. Prije suSenja biljke nadzemni dijelovi
(cvjetovi, listovi, stabljika) se ne peru. Nakon branja biljke se istresu na ¢iste papire. Danas veliki
sakupljaci bilja suSenje obavljaju pri standardiziranim uvjetima (temperatura, vlaga). Isto tako,
kod domacinstava je vazno da se suSenje odvija na prozra¢nom, sjenovitom i toplom mjestu kako
bi se vlaga sto prije isusila. Vece koli¢ine biljnog materijala pohranjuju se u viseslojnim papirnatim
vrecama ili papirnatim kutijama na zra¢nom i suhom mjestu. Vrece i kutije moraju biti zatvorene.
Vlaga je glavni uzrok oStecenja biljnog materijala jer vecina biljaka ima sposobnost navlac¢enja

vlage iz zraka Sto potice razvoj plijesni (web 14).

16



2.4.2. Ekstrakcija

Prvi postupak kod izloliranja bioloski aktivnih tvari iz biljaka je ekstrakcija. Prije ekstrakcije
potrebna je obrada biljnog materijala i priprava uzorka (npr. usitnjavanje osusene biljke, filtracija).
Svrha ekstrakcije je koncentriranje bioloski aktivnih tvari odnosno odvajanje tih tvari od drugih,
manje vaznih tvari za ljekovito djelovanje. Ekstrakcija je proces prijenosa odgovarajuce tvari iz
tekuce ili krute faze u drugu fazu u kojoj je ta tvar topljivija nego u pocetnoj fazi. Tvar koja se zeli
izdvojiti mora biti topljivija u drugoj fazi (otapalu) nego u poc¢etnom uzorku iz kojeg se ekstrahira.
Razli¢ita topljivost tvari u pojedinim fazama omogucéava odvajanje tvari. Pri ekstrakciji tekuce-
tekuce tvar se raspodjeljuje izmedu dvije tekuce faze (otapala) koje se ne mijesaju. Ekstrakcija
cvrsto-tekuce za posljedicu ima prelazak tvari iz ¢vrste faze u tekucu fazu ili obrnuto. Efikasnost
ekstrakcije ve¢inom ovisi o polarnosti otapala ili smjese otapala. Organski spojevi se puno bolje
otapaju u organskim otapalima nego u vodi tako da se takvi spojevi uspjesno ekstrahiraju iz
vodenih otopina u organsku fazu. Koja ¢e se ekstrakcijska tehnika primijeniti uvelike ovisi o
polarnosti, topljivosti i strukturi tvari koja se Zeli odvojiti. Napredne tehnike ekstrakcije doprinose

ubrzavanju postupka, povecanju produktivnosti postupka te smanjenja cijene (PriS§¢an, 2021).

2.4.2.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

2.4.2.1.1. Destilacija vodenom parom

Destilacija vodenom parom koristi se za destilaciju biljnog materijala obogaéenog eteri¢nim uljem
koje ima termostabilne spojeve. Termostabilne komponente se ne mijesaju s vodom. Postupak se
temelji na propustanju vodene pare kroz biljni materijal nakon €ega se eteri¢no ulje zajedno sa

parom kondenzira, prikuplja te dekantira (Poljanec, 2017).

2.4.2.1.2. Vodena destilacija ili hidrodestilacija

Smatra se naj¢eS¢om 1 najstarijjom metodom za izolaciju hlapljivih spojeva u laboratoriju. Za
provodenje ove tehnike potreban je atmosferski tlak 1 temperature od 100°C. Usitnjeni biljni
materijal uranja se u vodu koja se direktno zagrijava do tocke vrelista ili se zagrijava spiralna cijev.
Voda isparava zajedno s biljnim komponentama, potom se kondenzira u hladilu te nakon toga

sakuplja u sredi$njem dijelu aparature (Baranovi¢, 2022).
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2.4.2.1.3. Ekstrakcija tekuce-tekuce

U ovom postupku ekstrakcije postoje dvije tekuée faze, a to je otopina koja sadrzi tvar koju se
treba izolirati te otapalo u teku¢em stanju. Da bi se Zeljena tvar izdvojila iz otopine, jedna faza se
mora rasprsiti u drugoj. Ovaj nacin ekstrakcije najcesce se koristi kod termolabilnih sastojaka ili

azeotropnih smjesa kada je koriStenje postupka destilacije nemoguce (Butorac, 2018).

2.4.2.1.4. Maceracija

Proces maceracije metoda je dobivanja ekstrakata tehnikom ekstrakcije ¢vrsto-tekuce. Usitnjeni
biljni materijal stavi se u zaCepljeni spremnik s otapalom. Zatim se smjesa ostavi na sobnoj
temperaturi uz ¢esto mijeSanje, najces¢e sedam dana. Nakon toga se otopina profiltrira, a talog
presa. Tekudina istisnuta iz taloga se pomijesa s dobivenim filtratom te se ponovo profiltrira. Za
vrijeme postupka maceracije otapalo sporo difundira kroz stani¢nu stijenku gdje otapa tvari u
stanici pa je zato potrebno povremeno mijeSanje ili blago zagrijavanje. Takoder, mijesanje
doprinosi ubrzavanju difuzije otapala koje mora dospijeti na povrsinu biljke. Kako bi se sprijecilo
isparavanje otapala i hlapljivih produkata iz biljnog materijala, potrebno je koristiti zatvoreni
spremnik. Najpoznatiji macerati su dobiveni od nevena, kantariona, smilja, lavande. Maceracija
hladnom vodom preko no¢i koristila se za pripremu cajeva i to od lista breze, koprive, maline,
preslice i slicno. Ljekovito bilje se potopi u vodu i ostavi stajati od 30 minuta do dva sata. Medutim,
aktivne tvari nekih biljaka se ne mogu ekstrahirati u vodi, a to su primjerice list ginka i plod
sikavice. Maceracija biljnog materijala moze se provoditi i na poviSenoj temperaturi koja
pospjesuje topljivost stvari u otapalu, a primjer za to bi bila priprava infuzija (¢ajeva). Ljekovito
bilje se prelije vru¢om vodom 1 ostavi stajati 5-15 minuta nakon ¢ega se smjesa profiltrira. Za
infuziju se upotrebljavaju listovi (breza, kadulja...), cvjetovi (kamilica) te plodovi (bijeli 1 crveni
glog, sipak). Takoder, postoji i druga vrsta maceracije, a to je dekokcija. Provodi se pri ekstrakciji
termicki stabilnih aktivnih spojeva koji su topljivi u vodi. Veéinom su to tvari iz tvrdih dijelova
biljke kao S$to su kora i korijen. Biljka se kuha u kipucoj vodi (obi¢no 5-15 minuta), a potom se
hladi, cijedi ili filtrira. Maceracija se moze provesti i viSe puta da bi se povecala koncentracija

zeljenih aktivnih tvari (Pri§¢an, 2021).
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2.4.2.2. Napredne tehnike ekstrakcije

2.4.2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuéna ekstrakcija ili UAE (Ultrasound-assisted extraction) koristi ultrazvuéne valove od 20
kHz do 2000 kHz. Navedena metoda ekstrakcije se temelji na mehaniCkom efektu akusticne
kavitacije ultrazvucnog vala pri ¢emu se dodirna povrsina izmedu uzorka i otapala povecava, a
staniCna stijenka postaje permeabilnija (Poljanec, 2017). Prilikom utjecaja ultrazvuka kavitacije
poticu bubrenje stanica i probijanje stani¢nih stijenki Sto za posljedicu ima veliku brzinu difuzije
kroz stani¢nu stijenku te lakse ispiranje komponenti stanice. Osim temperature, otapala i tlaka, za
proces ultrazvucne ekstrakcije nuzno je ispravno namjestiti faktore poput vremena tretiranja,
frekvencije, snage ultrazvuka te distribucije zvucnih valova. Kako bi se postigla maksimalna
koncentracija zeljenog bioaktivnog spoja, treba se optimizirati temperatura, snaga ultrazvuka te

izbor otapala (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).
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Slika 9. Princip ultrazvuéne ekstrakcije (UAE) (izvor: Simi¢, 2015)

2.4.2.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalno zagrijavanje hrane ima mnoge pozitivne strane poput brzeg grijanja, smanjenja

vremena zagrijavanja, boljeg energetskog ucinka itd. U posljednje vrijeme mikrovalno

zagrijavanje ima veliku vaznost u podru¢jima analiti¢ke i organske kemije. Osim §to je jako

ucinkovita, ovo je metoda koja i ne oneciséuje okolis. U novije vrijeme mikrovalna ekstrakcija
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smatra se alternativnom metodom prema standardnim metodama za ekstrakciju. Mikrovalovi
spadaju u dio elektromagnetskog zracenja Cija frekvencija iznosi oko 2450 MHz. Znacajna je
primjena radiovalova u mobitelima, satelitskoj televiziji te u radarskoj tehnici. KoriStenje
mikrovalova pri dielektricnom zagrijavanju, zapocelo je u laboratorijima kasnih 70-ih godina. Da
bi dielektricno zagrijavanje bilo moguce, materijal mora apsorbirati mikrovalnu energiju i1
pretvoriti je u toplinu. Zagrijavanjem cijelog volumena uzorka mikrovalovima oStecuju se
vodikove veze inicirajuci rotaciju dipola. Tako kretanje iona u otopini omoguc¢ava penetraciju
otapala u matriks te se tako ostvaruje otapanje. U komercijalno dostupnim sustavima razlikuju se
dvije vrste ekstrakcija, a to je ekstrakcija u mikrovalnim peénicama pri atmosferskom tlaku te
ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i temperature. Jedan od vaznih faktora
u procesu mikrovalne ekstrakcije je izbor otapala. Odabrano otapalo mora dobro upijati energiju
mikrovalova te imati visoku dielektri¢nu konstantu. Otapala kao §to su voda, metanol i1 etanol
mogu se zagrijati mikrovalnom energijom zbog svoje polarnosti. Nadalje, $to je temperatura visa
to je ekstrakcijski ucinak bolji. Kod ekstrakcije termo-labilnih spojeva, poviSene temperature
mogu razgraditi ekstrakte. Snaga mikrovalova tijekom procesa ekstrakcije mora biti ispravno
odredena kako bi se izbjegla razgradnja termoosjetljivih supstanci koju uzrokuje prekoracenje
temperature. Mikrovalna ekstrakcija znacajna je u ekstrakciji fenola, pesticida, metala, jestivih
ulja, masti itd. Takva ekstrakcija moze potrajati 1 do samo nekoliko minuta pri ¢emu se mogu
upotrijebiti manji volumeni otapala. Mogu se primijeniti i polarna i nepolarna otapala. U
metodama ekstrakcije moguce je kombinirati ultrazvuk 1 mikrovalove zajedno radi smanjenja
koli¢ine reagensa, smanjenja onecis¢enja, Smanjenja potrebnog vremena za razgradnju itd. (Blekic¢
i sur., 2011).
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Slika 10. Mikrovalna ekstrakcija (izvor: Blekic¢ i sur., 2011)

2.4.2.2.3. Ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Uporaba pulsirajuceg elektri¢énog polja provodi se tako $to uzorak prolazi izmedu dvije elektrode
gdje se stvaraju pulsevi visokih napona (Gotal, 2020). Da bi se ekstrakcija uspjesno provela,
potrebno je namjestiti odredene parametre kao $to su napon, puls i vrijeme tretmana (Kalci¢, 2022).
Ova metoda zasniva se na punjenju kondenzatora izvorom istosmjerne struje nakon cega se
kondenzatori prazne pri ¢emu nastaju pulsevi. Tehniku je moguce provoditi na razne nacine,
primjerice eksponencijalno padaju¢im valovima ili bipolarnim pulsevima. Pulsevi djeluju na
stani¢nu stijenku i stani¢nu membranu. Pomocu pulseva visokog napona moguce je destabilizirati
lipidno-proteinski sloj stani¢ne stijenke sto za posljedicu ima bubrenje i pucanje stani¢ne stijenke.
Propustanjem kemijskih spojeva koje inace ne prolaze kroz lipidno-proteinski sloj, stani¢na
stijenka puca, a proces se zove elektroporacija (Gotal, 2020). Istrazivanja su pokazala da je mjesto
djelovanja elektricnog polja zapravo lipidni dio stani¢ne membrane. Pri poveéanju temperature i
povecane fluidnosti membrane fosfolipidni dvosloj membrane stanice prelazi iz gelaste strukutre

u tekuce stanje te se tako olakSava elektroporacija (Kal¢i¢, 2022).

21



prije pulsa tijekom puls’a' ' nakon pulsa

- -
- . ) Le=g
L twp L= 2] o ;
= .
- 4 4 ; P

stanicna membrana se
vraca u svoje pocetno
stanje

stani¢na memembrana elektri¢no polje stvara pore
na stani¢noj membrani

[ 4]

# Unutarstanicne komponente

Slika 11. Proces ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im elektri¢nim poljem (izvor:
https://juniperpublishers.com/napdd/images/NAPDD.MS.ID.555657.G001.png)

2.4.3. Filtracija

Filtriranje je tehnika koja se koristi kako bi se ¢vrste tvari odvojile od tekucina ili plinova pomoc¢u
filtarskog medija koji je propusan za tekucinu, ali ne i za krutinu. Filtrat je tekucina koja prolazi
kroz filtar. Filtracija, osim u laboratoriju, prisutna je i u svakodnevnom zivotu. Primjerice kuhanje
kave bazira se na propustanju tople vode kroz mljevenu kavu i filter. Nadalje, bubrezi su “bioloski
filter” jer filtriraju krv uz pomo¢ glomerula, a vazne molekule se reapsorbiraju natrag u krv. Postoji
vise vrsta filtracija. Op¢a filtracija je osnovni oblik filtracije gdje je sila teZze zna¢ajna za filtriranje
smjese. Smjesa se odozgo izlijeva na filtarski medij (najcesce je to filter papir), a gravitacija
tekué¢inu vuée prema dolje. Cvrsta tvar se skuplja te ostaje na filteru. Neke druge vrste filtracije

su: hladna filtracija, vakuumska filtracija, vruca filtracija (web 15).
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Slika 12. Filtracija (izvor: https://edutorij-admin-api.carnet.hr/storage/extracted/4874fe79-8302-
4ea2-b516-4657ea249026/kemija-7/m01/kazalo-multimedije/index.html)

2.4.4. Centrifugiranje

Kod postupka centrifugiranja cestice ili molekule koje se nalaze u otopini rotiraju se u uredaju
zvanom centrifuga. To rezultira odvajanjem tvari od okolnog medija zbog taloZenja razlicitim
brzinama. Proces se bazira na sedimentaciji Gestica. Cestice veée gustoce ée se istaloziti dok ostale
tvari medija ostaju suspendirane. Theodor Svedberg dobio je Nobelovu nagradu 1926. za
utvrdivanje da &estice razligitih veli¢ina imaju drugacije koeficijente sedimentacije. Cestice imaju
specifi¢ne brzine taloZenja. Razlicite ¢estice Se ne ponasaju jednako pod djelovanjem centrifugalne
sile koja moZe biti izraZena u okretajima po minuti (rpm) ili kao funkcija polumjera rotora

(relativna centrifugalna sila, g.) (web 16).

2.4.5. Tehnike uparavanja

2.4.5.1. Uparavanje rotavaporom

Rotacijski isparivaci (rotavapori) uredaji su koji se upotrebljavaju za uspjes$no uklanjanje otapala
1z otopine putem procesa isparavanja. Rotavapori koriste za kristalizaciju, suSenje, odvajanje 1

obnavljanje otapala uz kontinuiranu destilaciju hlapljivih otapala. Uredaj je najcesce koriSten u
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kemijskoj, farmaceutskoj i1 biotehnoloskoj industriji. Rad rotacijskih isparivaa temelji se na
smanjivanju tocke vreliSta otapala primjenjivanjem snizenog tlaka. Odgovaraju¢om brzinom,
tikvica za isparavanje se rotira gdje na unutarnjoj stijenci tikvice otapala tvore veliko podrucje
tankog filma. Tikvica se zagrijava ravnomjerno pri ¢emu otapala s nizim vreliStem isparavaju. U
prihvatnoj tikvici, nakon hladenja pomocu kondenzatora, otapalo se reciklira. Hladenje
kondenzatora se provodi pomoc¢u vode iz slavine ili suhog leda. Prednost koriStenja rotavapora je

da korisnici mogu ukloniti otapalo u¢inkovitije i brze od isparavanja pod atmosferskim tlakom
(web 17).
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Slika 13. Rotacijski isparivac (izvor: https://www.asynt.com/blog/what-is-a-rotary-evaporator/)

2.4.5.2. Liofilizacija
Susenje smrzavanjem ili liofilizacija proces je uklanjanja vode iz odredenog uzorka. Cesto se

primjenjuje u prehrambenoj industriji za produljenje roka trajanja hrane te o¢uvanje pokvarljivih
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materijala. Proces liofilizacije bazira se na smrzavanju materijala, smanjenjem tlaka i dovodenjem
topline kako bi zamrznuta voda u uzorku sublimirala. Postoje tri faze liofilizacije, a najkriti¢nija
je prva faza, faza zamrzavanja. Hladenje uzorka provodi se ispod njegove trojne tocke kako bi
doslo do sublimacije, a ne taljenja. Tako se zadrzava fizcki oblik odredene tvari. Druga faza
odnosno faza primarnog susenja (sublimacije) provodi se snizavanjem tlaka i dodavanjem topline
uzorku kako bi voda mogla ispariti. Sublimaciju ubrzava vakuum. U drugoj fazi uklanja se oko 95
% vode i1z uzorka. Zavr$na faza procesa je sekundarno susenje ili apsorpcija. Tijekom ove faze
uklanjaju se ionski vezne molekule vode. Temperatura se podize vise nego u primarnoj fazi susenja

pri ¢emu se kidaju veze izmedu molekula vode 1 materijala (web 18).
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Slika 14. Proces liofilizacije (izvor:
https://www.cytivalifesciences.com/en/us/solutions/genomics/knowledge-center/advantages-of-

lyophilization)
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3. MATERIJALI | METODE

Za vrijeme provedbe prakticnog rada u laboratoriju koriSteni su sljedeé¢i biljni materijali,

kemikalije te uredaji:

Biljni materijal:

Cetiri vrste roda Veronica:
Veronica anagalis-aquatica L. (lokalitet i vrijeme branja: Podevcevo 2021.)
Veronica hederifolia L. (lokalitet i vrijeme branja: Botanicki vrt, 2021.)
Veronica persica Poir. (lokalitet i vrijeme branja: Caporice, 2021.)

Veronica polita Fr. (lokalitet i vrijeme branja: Kastel zegarski, 2021.)

Kemikalije:
destilirana voda
metanol 99,8+ % (BDH PROLABO, Ru-Ve d.0.0., Sv. Nedjelja, Hrvatska)
80 % etanol razrijeden od 96 % etanola (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
ultra ¢ista voda (MiliQ water)
tekuci dusik (Fox life, Omis, Hrvatska)

Uredaji:
mlinac za kavu (Kaufland Stitfung & Co. KG, Njemacka)
tehnicka vaga (Mettler toledo, Columbus, Ohio, SAD)
ultrazvuéna kupelj (Bandelin sonorex, Meckenheim, Njemacka)
centrifuga (Hettich, universal 32 R, Kirchlengen, Njemacka)
liofilizator (Christ, Alpha 1-4 LSC plus, Osterode am Harz, Njemacka)
rotavapor (Buchi rotavapor R-200, Flawil, Svicarska)

3.1. Priprema biljnog materijala

Prije pocetka prakticnog rada biljni materijal je pohranjen u kartonskim vrec¢icama pri sobnoj

temperaturi, zaklonjen od sunca. Tako se skladisteni biljni materijal adekvatno osusio. Na pocetku
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prakti¢nog rada je na tehnickoj vagi odvagano 20 grama svake od 4 prethodno osusene vrste biljke
roda Veronica: V. anagalis-aquatica, V. hederifolia, V. persica, V. polita. Osuseni biljni materijal
usitnjavan je mlincem za kavu 2-3 minute te je svaka podvrsta zasebno pohranjena na sobnoj
temperaturi u 4 prethodno oznacene Falcon epruvete. Biljni materijal je spreman za primjenu u

istraZivanju.

Slika 15. Usitnjeni biljni materijal 4 vrste roda Veronica: V. hederifolia, V. anagallis-aquatica, V.
persica, V. polita (foto: Katarina Baci¢)
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3.2. Maceracija

Za tehniku ekstrakcije maceracijom treba otopiti biljni materijal odbrane 4 vrste u 80 %-tnom
etanolu, destiliranoj vodi i metanolu. Odvaze se 0,5 grama V. anagallis-aquatica, V. hederifolia, V.
polita i V. persica. Zatim se u svaku Falcon epruvetu doda 25 mL destilirane vode. Isti postupak
se ponovi za otapalo 80%-tnog etanola te otapalo metanola. Falcon epruvete su se zaepljene
pohranile u kutiji gdje su stajale 3 dana pri sobnoj temperaturi. Sadrzaj u epruvetama je bilo
potrebno povremeno promijesati staklenim stapi¢em kako bi se maceracija ispravno odvila. Poslije
3 dana sve Falcon epruvete centrifugiraju se 5 minuta na 4000 rpm-a. Centrifugiranje se provodi
kako bi se biljni materijal istaloZzio na dno Falcon epruveta. Ovim postupkom omoguceno je
efikasnije filtriranje uzoraka. Filtracija je process odvajanja Cvrste tvari (taloga) od otopine
pomocu lijevka, filter papira te stalka za lijevke. Filtrati se pohranjuju u novim, ¢istim Falcon
epruvetama te se zatvaraju ¢epom preko kojeg se stavlja parafilm. Parafilm je koristan zbog zastite

uzoraka od moguce kontaminacije. Uzorci se spremaju u hladnjak za daljnje istraZivanje.

Slika 16. Maceracija (foto: Katarina Bacic)
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Slika 17. Centrifuga (foto: Katarina Baci¢)

Slika 18. Filtracija (foto: Katarina Bacic)
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3.3. Ekstrakcija ultrazvukom

Za ekstrakciju ultrazvukom odvaze se 0,5 grama biljnog materijala svake od 4 vrste te se prebaci
u Cistu Falcon epruvetu. U sve 4 Falcon epruvete dodaje se 25 mL destilirane vode. Cijeli se
postupak ponovi isto za otapalo 80% etanola i otapalo metanola. Epruvete se zacepe te preko ¢epa
zaStite parafilmom. Kada su uzorci spremni za ultrazvuénu ekstrakciju, urone se u ultrazvuénu
kupelj na 60 minuta pri temperaturi od 25° C. Nakon 60 minuta Falcon epruvete se izvade iz
ultrazvucne kupelji te postavljaju na centrifugiranje. Centrifugiranje traje 5 minuta na 4000 rpm-
a. Potom se uzoreci filtriraju isto kao i kod postupka maceracije. Profiltrirani uzorci se stavljaju u
nove Falcon epruvete te zatvaraju ¢epom. Cepovi se oblazu parafilmom kako ne bi doslo do
kontaminacije uzorka. Uzorci se pohranjuju u hladnjaku za daljnje istrazivanje. Isti postupak se
ponavlja i za ultrazvuénu ekstrakciju na 60 minuta i 40° C. Nakon ekstrakcije, uzorci se
centrifugiraju te potom filtriraju. Pohranjuju se u novim Falcon epruvetama te stavljaju u hladnjak

za 1du¢i korak istraZivanja.

ANDELIN

B
SONOREX

Slika 19. Ultrazvuéna ekstrakcija (UAE) (foto: Katarina Bacic)
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3.4. Uparavanje rotavaporom

Za izolaciju fenolnih spojeva iz uzoraka treba ukloniti otapalo iz otopine pomo¢u rotavapora. Prije
uparavanja rotavaporom, uzorci se iz Falcon epruveta prebacuju u tikvice s okruglim dnom koje
su prethodno izvagane prazne na tehnickoj vagi. Pri procesu uparavanja uzoraka vodena kupelj
rotavapora je zagrijana na otprilike 40 °C, a tlak postavljen na oko 130 mbara. Uparavanje
metanolnih uzorka odvija se oko 5 minuta, a uparavanje etanolnih uzoraka i do 10 minuta zbog
nesto vece toCke vrelista etanola. Nakon Sto otapala ispare, na stijenkama tikvice zaostaje suhi
talog u kojem su koncentrirani fenolni spojevi. Zatim se tikvica sa suhim talogom vaze te se njena
masa zapisuje. Razlika u masi tikvice sa suhim talogom i prazne tikvice je zapravo masa taloga u

kojem se nalaze fenolni spojevi.

Slika 20. Rotavapor (foto: Katarina Bacic)

3.5. Liofilizacija
Proces liofilizacije prolaze uzorci koji su otopljeni u vodi. Isto kao i kod procesa uparavanja
pomocu rotavapora, uzorci se iz Falcon epruveta prebacuju u tikvice s okruglim dnom. Prije ovog

koraka, vaze se masa prazne tikvice na tehnickoj vagi. Prilikom procesa liofilizacije koristen je
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tekuci dusik u koji se uranjaju tikvice sa sadrzajem koji treba upariti. Tikvice se vrte odredenom
brzinom te se otapalo zamrzava. Nakon faze zamrzavanja, slijedi faza isusivanja pri kojoj se tikvica
prinosi na liofilizator na temperaturi od -55°C i tlaku od 1000 mbara. Kada su otapala uparena,
proces liofilizacije je gotov, a na stijenkama tikvice ostaje suhi talog biljnog materijala sa fenolnim
spojevima. Razlika mase tikvice sa suhim talogom i prazne tikvice daje masu suhog taloga u kojem
se nalaze fenolni spojevi.

Slika 21. Liofilizacija (foto: Katarina Baci¢)
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4. REZULTATI

Svrha istrazivanja je dokazivanje u kojem otapalu i pri kojoj tehnici ekstrakcije biljni materijal
daje veci prinos fenolnih spojeva iz vrsta Veronica anagallis-aquatica, Veronica hederifolia,
Veronica persica, Veronica polita. Za otapalo je koriStena destilirana voda, 80%-tni etanol i
metanol. Provedene tehnike ekstrakcije su maceracija, ultrazvu¢na ekstrakcija (UAE) pri 25° C te
ultrazvucna ekstrakcija (UAE) pri 40° C. Rotavapor uparava etanolne i metanolne uzorke jer ova
otapala imaju niza vrelista od same vode koju je lakse upariti liofilizatorom. Kako bi se izra¢unala
masa suhog taloga koji je ostao na stijenkama tikvice nakon uparavanja, potrebno je oduzeti masu
tikvice sa suhim talogom i masu prazne tikvice. Zatim se postotak iskoriStenja fenolnih spojeva
racuna po formuli: 1= m (suhog biljnog materijala) / m (ukupna) x 100%

gdje je m (suhog biljnog materijala) masa suhog taloga koji je ostao na stijenkama tikvice, a m
(ukupna) masa od 0.5 grama biljnog materijala koja je odvagana prije dodavanja otapala.

Postoci iskoristenja fenolnih spojeva dobiveni su za svaku od 4 vrste (V. anagallis-aquatica, V.

hederifolia, V. persica, V. polita).

Tablica 1 i slika 22 pokazuju da je kod tehnike maceracije najbolji rezultat postignut s 80%-tnim
etanolom kao otapalom (32%). Metodom UAE pri 25° C najveci prinos fenolnih spojeva dobiva
se s destiliranom vodom kao otapalom (32%). Metoda UAE pri 40° C pokazala je najveci prinos
fenolnih spojeva s 80%-tnim etanolom (26%). Od koristenih otapala, metanol je kod vrste V.

anagallis-aquatica u obje ekstrakcije dao najmanji prinos fenolnih spojeva.

Tablica 1. Rezultati iskoristenja fenolnih spojeva V. anagallis-aquatica

Veronica anagallis-aquatica L. H20 EtOH MetOH
Maceracija 26% 32% 22%
UAE 25 °C 32% 28% 18%
UAE 40 °C 12% 26% 12%
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Slika 22. Rezultati prinosa fenolnih spojeva V. anagallis-aquatica

Iz tablice 2 i slike 23 za V. hederifolia vidiljivo je da obje tehnike ekstrakcije (maceracija, UAE

pri 25° C 1 40° C) daju najveci prinos fenolnih spojeva u slucaju kad je 80%-tni etanol otapalo.

Tablica 1. Rezultati iskoristenja fenolnih spojeva V. hederifolia

Veronica hederifolia L. H20 EtOH MetOH
Maceracija 26 % 32% 18%
UAE 25 °C 26% 34% 10%
UAE 40 °C 20% 22% 20%
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Slika 23. Rezultati prinosa fenolnih spojeva V. hederifolia

Tablica 3 i slika 24 pokazuje da kod V. persica postupkom maceracije najbolji prinos fenolnih
spojeva daje otapalo metanola (28%). Metodom UAE pri 25° C destilirana voda pokazuje najveéi
prinos fenolnih spojeva (26%) dok se kod metode UAE pri 40° C metanol pokazao kao otapalo s

najvec¢im iskoriStenjem fenolnih spojeva (26%).

Tablica 2. Rezultati iskoristenja fenolnih spojeva V. persica

Veronica persica L. H20 EtOH MetOH
Maceracija 16% 24% 28%
UAE 25 °C 26% 20% 14%
UAE 40 °C 16 % 18% 26%
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Slika 24. Rezultati prinosa fenolnih spojeva V. persica

Iz tablice 4 1 slike 25 se moze iS¢itati da se maceracija pokazala najuspje$nijom s etanolom kao
otapalom jer u tom slucaju daje najveci prinos fenolnih spojeva (28%). Metoda UAE pri 25°C daje
najveci prinos fenolnih spojeva s etanolom kao otapalom (28%). Nadalje, metoda UAE pri 40°C

je najefikasnija u prinosu fenolnih spojeva s etanolom kao otapalom (28%).

Tablica 3. Rezultati iskoristenja fenolnih spojeva V. polita

Veronica polita L. H20 EtOH MetOH
Maceracija 14% 28% 20%
UAE 25 °C 18% 28% 8%
UAE 40 °C 26% 28% 22%
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Slika 25. Rezultati prinosa fenolnih spojeva V. polita
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5. RASPRAVA

Za postizanje optimalnog prinosa ekstrakcije fenolnih spojeva iz vrsta roda Veronica, klju¢nu
ulogu ima otapalo u kojem ¢e se bioaktivne komponente biljnog materijala ekstrahirati pomocu
odgovarajuce tehnike ekstrakcije. Prema zelenoj kemiji jako je vazno pronaéi adekvatnu zamjenu
za Stetna organska otapala. Optimalno otapalo treba biti nezapaljivo, kemijski 1 fizic¢ki stabilno,
male hlapljivosti, pogodno za recikliranje te ekoloski prihvatljivo. Voda se smatra najboljom
opcijom zbog nezapaljivosti, netoksi¢nosti i niske cijene. Slaba topljivost brojnih organskih
spojeva u vodi te potrosnja veée energije prilikom uklanjanja vode na kraju procesa predstavljaju

ogranicenje njenog koristenja kao otapala (Radojci¢ Redovnikovié, 2020).

Za ovo istrazivanje koristena su tri otapala (voda, 80%-tni etanol i metanol), a kao klasi¢na metoda
ekstrakcije, primijenjena je maceracija. Na dvjema razli¢itim temperaturama (25 °C 1 40 °C)

provedena je ultrazvuc¢na ekstrakcija (UAE) koja spada u napredne tehnike ekstrakcije.

Prema dobivenim rezultatima, za vrstu V. anagallis-aquatica, najveci prinos ekstrakcije fenolnih
spojeva pri ultrazvucnoj ekstrakciji i metodi maceracije dobiven je u sluc¢aju 80%-tnog etanola kao
otapala. Za istu vrstu biljke sli¢ne rezultate potvrduje Susi¢ (2023) ¢iji su prinosi najveci s 80 %-
tnim etanolom kao otapalom kod tehnike UAE pri 40 °C i1 maceracije. Takoder, Fadi¢ (2016)
potvrduje da je kod izolacije bioaktivnih komponenti iz cvijeta i lista trnine 70%-tni etanol izolirao

ukupno vise bioaktivnih spojeva.

V. hederifolia najvece iskoristenje prinosa ekstrakcije fenolnih spojeva daje u otapalu 80%-tnog
etanola pri tehnikama UAE pri 25 °C i maceracije. Sli¢ne rezultate s 80%-tnim etanolom takoder
dobiva Susi¢ (2023) kod ve¢ spomenute vrste V. anagallis-aquatica. Boti¢ (2020) u svome radu
dokazuje da su ekstrakti 50%-tnog etanola sadrzavali ve¢i udio fenola od drugih koristenih otapala
u ekstrakciji fenolnih spojeva borovice.

Vrsta V. persica najveci prinos ekstrakcije fenolnih spojeva s destiliranom vodom ima postupkom
UAE pri 25° C. Glasnovi¢ (2018) dokazuje da ekstrakcijom fenolnih spojeva iz listova majcine
dusSice u ve¢em broju eksperimenata voda daje najve¢i prinos koncentracije fenolnih spojeva.
Nesto vece prinose ekstrakcije fenolnih spojeva tehnikama UAE pri 40° C 1 maceracije pokazuju
otapala 80%-tnog etanola i metanola. Ovo je u skladu s Vrca i sur. (2024) gdje je kod vrsta V.

anagallis-aquatica i Veronica persica najveci prinos ekstrakcije fenolnih spojeva bio sa otapalima
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80%-tnog etanola (32.00+1.41% i 18.00+£0.00%) i ¢istog metanola (26.00+£2.83% i 18.25+3.18%).
Nadalje, Simac (2018) dokazuje kako je &isti metanol najefikasnije otapalo za ekstrakciju

hidroksicimetnih kiselina, flavonoidnih spojeva i flavonola iz lista lovora.

Usporedbom svih kori$tenih tehnika ekstrakcije kod vrste V. polita najefikasnije otapalo je 80%-
tni etanol (28% za sve tehnike ekstrakcije). Rajkovi¢ (2018) dokazuje da je najve¢i maseni udio

ukupnih fenola iz kore mandarine dobiven uporabom 50%-tnog etanola.

Uzimajuci u obzir sve prethodno navedeno, u ovom ispitivanju 80%-tni etanol se pokazao kao
najbolji odabir otapala jer daje najvece iskoristenje prinosa ekstrakcije fenolnih spojeva u vrstama

biljaka roda Veronica.

Maceracija i UAE pri 25 °C su se pokazale uspjes$nijim tehnikama za sva tri otapala kod vrsta V.
anagallis-aquatica i V. hederifolia (Tablice 1 i 2), izuzev metanolni ekstrakt V. hederifolia.
Generalno, kod vrsta V. persica i V. polita sve su se tehnike ekstrakcije pokazale podjednako
uspjesnima u 80%-tnom etanolu. Nadalje, Susi¢ (2023) dokazuje da su se kod izolacije prinosa
fenolnih spojeva iz vrste V. anagllis-aquatica najuspjesnijim tehnikama esktrakcije pokazale UAE
pri 40 °C i maceracija, dok vrsta V. persica najvece iskoristenje prinosa fenolnih spojeva pokazuje
metodom UAE pri 40 °C. Za vrstu V. polita, Lauc (2023) isti¢e da se najveci prinos fenolnih
spojeva se dobiva metodama UAE pri 25 °C 1 maceracije. Medutim, kao razlog relativnih
odstupanja rezultata usporedbom navedenih istraZivanja, treba napomenuti ograni¢enost

ponavljanja izvodenja mjerenja.

Prednost koristene UAE metode je brzi proces izoliranja fenolnih spojeva (60 min) za razliku od
maceracije koja se odvijala 3 dana. Buran (2017) u ekstrakciji fenolnih spojeva iz komine masline
isti¢e kako koncentracija fenolnih spojeva u otapalu za vrijeme UAE pokazuje stalni prirast sto je

posljedica poviSenja temperature zbog ultrazvuc¢nih valova.
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6. ZAKLJUCAK

Fenolni spojevi kao specijalizirani biljni metaboliti odlikuju se mnogim pozitivnim uc€inicima na
ljudsko zdravlje. Dosadasnjim brojnim znanstvenim istrazivanjima dokazano je njihovo snazno
antimikrobno, antikancerogeno te antioksidacijsko djelovanje. Cilj istrazivanja bio je odrediti koje
otapalo u provodenju dvije metoda ekstrakcije daje Sto veci prinos fenolnih spojeva iz pojedinih
vrsta biljaka roda Veronica: V. anagallis-aquatica L., V. hederifolia L., V. persica Poir., V. polita
Fr. Suhi biljni materijal svake vrste otopljen je u tri razliita otapala: destilirana voda, 80%-tni
etanol 1 Cisti metanol. Dvije metode ekstrahiranja fenolnih spojeva biljnog materijala provedene
su ultrazvuénom ekstrakcijom pri temperaturama 25 °C 1 40 °C te tehnikom maceracije. U svim
provedenim ekstrakcijama, 80%-tni etanol se pokazao kao generalno optimalno otapalo za
ekstrahiranje fenolnih spojeva iz navedenih vrsta roda Veronica. Kod vrste V. persica primije¢ena
su mala odstupanja od ovog zakljucka jer podjednako dobre rezultate u provedenim tehnikama
ekstrakcije daje i otapalo metanola. Zbog toksi¢nosti metanola, 80%-tni etanol i destilirana voda
su bolja opcija zbog njihove ekoloske prihvatljivosti. Svakako, treba naglasiti da su rezultati ovog
istrazivanja preliminarni zbog ograni¢enog ponavljanja izvodenja mjerenja. Da bi se potvrdili
zakljucci na dobivene rezultate, potrebno je procese ekstrahiranja biljnog materijala u otapalima

viSestruko izvesti.
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7. METODICKI DIO

Ime i prezime uditelja Predmet Razred
Katarina Baci¢ Biologija 3.
Nastavna tema Odrediti na osnovu godisnjeg izvedbenog kurikuluma (GIK). ~ Datum
Fotosinteza 29.12.2023.

Cilj nastavne teme Odrediti u skladu s ciljem poucavanja dijela nastavne teme.

usvajanje znanja o procesu fotosinteze

Kljuéni pojmovi Pojmovi koje ucenik treba
usvojiti uz poucavanje.

Temeljni koncepti Ideje koje ucenici trebaju usvojiti
na razini razumijevanja i/ ili primjene (uz pomoc¢
konceptualnog okvira poucavanja biologije).

fotosinteza, kloroplast, fotosintetski
pigmenti, primarne reakcije, Calvinov
ciklus, fotoliza vode, fosforilacija, primarni
(asimilacijski Skrob), kemosinteza,
fotorespiracija, C3 biljke, C4 biljke, CAM
biljke

Fotosinteza je Suncem inducirani metabolicki proces
u kojem od ugljikova(lV) oksida i vode nastaju
ugljikohidrati uz oslobadanje Kisika.

Proces fotosinteze odvija se u svim stanicama koje
imaju organel kloroplast, primjerice: zeleni dijelovi
biljke, alge, cijanobakterije te pojedini protoktisti
(euglena).

Fotosintetski pigmenti u kloroplastima imaju vaznu
ulogu u fotosintezi i to posebno klorofil a koji direktno
sudjeluje u pretvorbi Sunceve energije u kemijsku
energiju. Osim klorofila a i b, u tilakoidnim
membranama nalaze se jo$ i pigmenti poput
karotenoida i ksantofila. Fotosinteza je sloZen proces
koji se moze podijeliti u dvije skupine reakcija:
primarne (svjetlosne reakcije) i sekundarne reakcije
(Calvinov ciklus). Za primarne reakcije koje se
odvijaju u tilakoidima Kkloroplasta nuzna je svjetlost
koja sluzi za stvaranje NADPH-a i ATP-a. Ova dva
spoja sluze kao izvor energije u Calvinovu ciklusu
pomoc¢u kojih se ugljikov(lVV) oksid ugraduje u
organske spojeve. Fotoliza vode je proces cijepanja
molekule vode pri ¢emu u primarnim reakcijama
nastaju elektroni, vodikovi ioni i molekula kisika.
Nadalje, za primarne reakcije znacajni su procesi
fosforilacije gdje nastaje ATP. Sekundarne reakcije
(Calvinov ciklus) odvijaju se u stromi kloroplasta te
obuhvacaju reakcije u kojima uz pomo¢ NADPH-a i
ATP-a dolazi do redukcije ugljikova(lV) oksida i
sintetiziranja ugljikohidrata. Primarni (asimilacijski)
Skrob je polimerna molekula koja nastaje od viska
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glukoze koja se nakuplja u stromi Kkloroplasta.
Kemosinteza je proces podmirivanja energije u kojoj
organske tvari nastaju oksidacijom iz anorganskih
tvari (npr. H2S) bez koristenja svjetlosne energije.
Prilikom fotorespiracije ne nastaju molekule ATP-a ni
Seceri, vec se trosi ATP i otpusta CO». Osim C3 biljaka
za koje je znacajno da se reakcije tame odvijaju po
Calvinovu ciklusu (prva stabilna molekula ima 3
atoma ugljika), postoje i C4 biljke koje se koriste
dodatnim metabolickim putem u kojem prva nastala
stabilna molekula ima 4 atoma ugljika. Biljke sa
dnevnim kiselinskim ritmom ili CAM biljke nocu
zatvaraju svoje puci te CO2z ugraduju u organske

kiseline. Tijekom dana puci su zatvorene te zapocCinje
Calvinov ciklus gdje biljke koriste CO2 koji nastaje
razgradnjom spomenutih organskih kiselina.

Kontekst pouc¢avanja koncepta Sadrzajni okvir ucenja (na kojim ée se primjerima uciti).

Na temelju preparata prereza lista graha ucenici uocavaju biljne organele kloroplaste pomocu
mikroskopa. Metodom razgovora, nastavnica objasnjava vaznost kloroplasta i pigmenta klorofila u
procesu fotosinteze.
Uz shematske prikaze fotosintetskog procesa, ucenici usvajaju temeljne mehanizme primarnih
(svjetlosnih reakcija) te reakcija Calvinovog ciklusa. Grafickim prikazima nastavnica tumaci kako
¢imbenici okoline utjecu na intezitet fotosinteze. Metodom razgovora nastavnica pojasnjava kako
C4 biljke i CAM biljke imaju posebne nacine za nakupljanje ugljikovog (IV) oksida §to im
omogucava obavljanje fotosinteze u sluc¢aju kada su puci zatvorene.

Odgojno-obrazovni ishodi Odabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

Analizira regulacijske mehanizme odrzavanja homeostaze na razini stanice i

BIOSS organizma.

B.3.1.

BIO SS Analizira procese kruzenja tvari, vezanja i pretvorbi energije na razini stanice
C.3.1. povezuju¢i ih s funkcioniranjem organizma.

BIOSS o . .

C32 Analizira principe iskoristavanja energije na razini stanice.

BIO S§ Primjenjuje osnovna nacela i metodologiju znanstvenoga istrazivanja kriticki
D.3.1 prosudujuci rezultate i opisuje posljedice razvoja znanstvene misli tijekom

povijesti.
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Primjeri:

e PRI A.5.1. UCenik objanjava temeljnu gradu prirode
BIO 05 B.8.4. Povezuje razli¢ite nacine razmnozavanja organizama s nasljedivanjem roditeljskih osobina i evolucijom.
BIO SS C.3.2. Analizira principe iskoriStavanja energije na razini stanice.

Ocekivanja medupredmetnih temaodabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (sifiu) ishoda.
osr A.5.3. | Razvija svoje potencijale.
osr B.5.2. ' Suradnic¢ki uéi i radi u timu.

Razrada ishoda
Br. Ishoda u Koristiti prema Kurikulumu.

Zadatak/ primjer pitanja za provjeru
Pitanja trebaju polaziti od razine propisane Kurikulumom (minimum),
ali treba planirati i pitanja vise razine usvojenosti.

razradi(RI/1A) Ishodi aktivnosti
Prema potrebi dodati i specificno
razraditi ishod iz razrade ishoda.

-Analizira uloge
stani¢nih dijelova u
odrzavanju homeostaze
uocavajuéi sinergiju
stanic¢nih dijelova.
-Povezuje homeostazu
stanice s homeostazom
organizma.
-Objasnjava utjecaje
abioti¢kih i bioti¢kih
¢imbenika na
homeostazu stanice i
organizma opisujuci

njihov odgovor.

Kako molekule ATP i NADPH
stvorene primarnim reakcijama
fotosinteze doprinose stvaranju
ugljikohidrata u Calvinovom
ciklusu?

Zasto je stvaranje ugljikohidrata u
stromi kloroplasta vazno za
fotosintetske organizme?

Objasni kako intezitet svjetlosti,
temperatura te koncentracija CO>
mogu utjecati na intezitet
fotosinteze.

-Analizira osnovne
metabolicke procese na
razini stanice.

Koji su produkti procesa
fotosinteze?

Zasto se klorofil a smatra
pigmentom vrlo znac¢ajnim za
proces fotosinteze?

-Povezuje
iskoriStavanje energije s
okoli$nim uvjetima i
brojem stani¢nih tvorba
u razli¢itim stanicama.

Objasni kako Stapicaste i R2  +/-
mezofillne stanice lista doprinose

ucinkovitoj fotosintezi kod C4
biljaka?
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-Prikuplja podatke uz Na koji nacin proces fotosinteze R3  +/-
donosenje zakljucaka doprinosi kruzenju ugljika u

tijekom ucenja i prirodi?

poucavanja. R3 +/-
-Obraduje podatke uz Kako fotosinteza doprinosi

odgovarajucu odrzavanju u¢inka staklenika?

kvalitativnu i

kvantitativnu analizu.

Kognitivna razina (KR): I. reprodukcija, Il. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, lIl. rjeSavanje problema

Procjena uspjesnosti uéenja (PU): - odgovara manje od 5 u¢enika, +/- odgovara otprilike polovina ucenika, + odgovara vecina ucenika

Br. ishoda u razradi (Rl): dodati prema odgovaraju¢em broju iz dokumenta Kurikuluma Prirode i Biologije - numerirana razrada ishoda(npr. O3 PRI A.5.1.2 Uocava na temelju prakti¢nih
radova da su tvari gradene od sitnih estica;BIO OS5 B.8.4.9. Povezuje mitozu s razmnozavanjem jednostani¢nih te s rastom i obnavljanjem visestani¢nih organizama; BIO $5 C.3.2.2.
Analizira prijenos tvari kroz membranu/membranom s aspekta koristenja energije) .

(IA): broj ishoda aktivnosti generirati prema nadredenom broju (Rl) ishoda u razradi (npr. OS PRI A.5.1.2.1.Zakljucuje na temelju prakticnog rada da je u morskoj vodi otopljena sol.)




Tijek
Acrtikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata) - Kratki tabli¢ni pregled strukture nastavnog sata s iskazanim dominantnim

aktivnostima i socioloskim oblicima rada te predvidenim trajanjem za svaki strukturni element sata (po potrebi dodati retke tablice).

Uz svaku aktivnost obavezno navesti oznaku ishoda u razradi (prema Kurikulum Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda)
koji se njome ostvaruje.

Tipsata = Obrada novog nastavnog sadrzaja Trajanje | Jedan sat

STRUKTURNI

NS NOG DOMINANTNA AKTIVNOST

SATA

BR. ISHODA
1| MPT OCEKIVANJA
KORISTITI
OBLIK RADA

TRAJANJE (min)

Potetnidio | Na podetku nastavnog sata pozdravljam ucenike i
predstavljam se. Zatim formiram 4 grupe ucenika. Dvije
grupe ucenika dobivaju slikovne prikaze zivih bi¢a
kopnenog svijeta od kojih moraju sloziti hranidbeni lanac
(od proizvodaca do krajnjeg potroSaca) dok druge dvije
grupe na isti nacin slazu slikovne prikaze hranidbenog lanca
vodenog svijeta. Nakon odredenog zadatka, pitanjima
provjeravam ucenike njihovo razumijevanje principa
hranidbenog lanca. Na prvom slajdu im pokazujem tocan
poredak organizama u hranidbenom lancu kojeg su trebali
sastaviti. Koja je osnovna razlika izmedu organizama na
samom dnu hranidbenog lanca od onih povise njih?
(organizmi na dnu hranidbenog lanca su autotrofi odnosno
proizvode sami sebi hranu dok su ostali organizmi potrosaci
te hrane ili heterotrofi, R2). U¢enicima pojasnjavam kako
organizmi s dna hranidbenog lanca poput biljaka, algi,
cijanobakterija i nekih protoktista proizvode hranu procesom
fotosinteze te im govorim da je to tema ovog nastavnog sata.
Na ploc¢u zapisujem naslov nastavne teme: Fotosinteza.
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Sredisnjidio | Na drugom slajdu tumacim slikovni prikaz procesa PP I Rl ¢
fotosinteze. Koji su reaktanti, a koji produkti fotosinteze? C.3.1.
(fotosinteza je metabolicki proces u kojem uz pomoc¢
Sunceve energije od anorganskih spojeva ugljikovog (IV)
oksida i vode nastaju ugljikohidrati 1 kisik, R1). Ucenicima |
dijelim radne listove i ve¢ pripremljene mikroskopske RL PR

preparate na kojima se nalazi presjek lista graha. Ucenici u PM

grupama promatraju preparat na mikroskopu. Postavljam im

pitanje $to uocavaju na mikroskopskoj slici. Na preparatu

pod mikroskopom se primjecuju zeleni okrugli organeli u

biljnim stanicama. Koji su to organeli? (kloroplasti, R1).

Ucenici u radnom listu crtaju prikazane organele na CF

mikroskopskom preparatu. PojaSnjavam da se proces

fotosinteze odvija u kloroplastima. Na cetvrtom slajdu

prikazana je slika strukture kloroplasta i njegovih dijelova. PP

Imaju li samo biljke kloroplaste? (kloroplaste, osim zelenih

dijelova biljaka, imaju alge, cijanobakterije te neki

protoktisti, R2). Na petom slajdu prikazana je struktura

molekule klorofila i njegov apsorpcijski spektar. Zasto je

klorofil klju¢an u procesu fotosinteze? (od svih pigmenatau = 3 R 30

biljnim stanicama samo klorofil a ima sposobnost pretvorbe min

Sunceve energije u kemijsku energiju, R2). Koji dio

Sunéevog spektra apsorbira klorofil? (klorofil a dobro

apsorbira plavi i crveni dio vidljivog spektra

elektromagnetskog zracenja, a slabo apsorbira zeleni dio
spektra, R2). Na sestom slajdu prikazan je proces fotosinteze
koji se dijeli u dvije skupine. Jednom dijelu razreda zadajem
da 1z teksta u udzbeniku procita o primarnim reakcijama
fotosinteze, a drugom dijelu razreda zadajem da procita o [
sekundarnim reakcijama fotosinteze. Zatim prozivam

ucenika ili u€enicu da opiSu §to su zapamtili iz teksta te im

pomazem u objasnjavanju i pojaSnjavam eventualne

nejasnoce. (Za vrijeme primarnih reakcija fotosinteze,

molekula klorofila iskoriStava Suncevu energiju stvaranje R

ATP-a i NADPH-a. U sekundarnim reakcijama odnosno

Calvinovom ciklusu svjetlost nije potrebna pa se pomocu

nastalih molekula ATP-a i NADPH-a reducira ugljikov(IV)

oksid i stvaraju ugljikohidrati, R2). Koji je najzastupljeniji
protein u biosferi? (enzim RUBISCO, u Calvinovu ciklusu
katalizira vezanje ugljikova(lV) oksida na molekulu ribuloza

B.3.1.
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difosfata iz koje ¢e nakraju redukcijom ugljika nastati
molekula glukoze, R1). Kako nastaje primarni (asimilacijski)
Skrob? (Ugljikohidrati nastali u Calvinovu ciklusu sluze za
sintezu saharoze i Skroba. Saharoza je prijenosni oblik
Secera. Prilikom nakupljanja visSka produkata fotosinteze
(Secera) u stromi kloroplasta nastaje polimerna molekula
Skroba, R2). Zasto se fotosinteza smatra osnovnim bioloskim
procesom? (Procesom fotosinteze nastaje kisik nuzan za
zivot vecine organizama. Takoder, smanjuje se koncentracija
ugljikova(IV) oksida te tako uravnotezuje temperaturu na
Zemlji. Fotosinteza omogucava kruzenje ugljika u prirodi
kroz hranidbeni lanac, R3). Postoje li organizmi koji sebi
stvaraju hranu bez utjecaja Sunceve energije? (Da, taj proces
naziva se kemosinteza te je provode samo pojedini prokarioti
i to oksidacijom anorganskih tvari, R1). Na sedmom slajdu
nalaze se graficki prikazi utjecaja ¢imbenika okoline na
intezitet fotosinteze. Prozivam ucenika ili u¢enicu da iz grafa
i8¢itaju kako intezitet svjetlosti, koncentracija CO2 i B.3.1. PP

D.3.1.

temperatura mogu utjecati na na intezitet fotosinteze. Moze
li enzim RUBISCO vezati kisik? (Za vrijeme suhih i toplih
dana, biljke zatvaraju svoje puci kako bi sprijecile gubitak
vode iz listova. Tada enzim RUBISCO veze kisik, a nastali
glikolat iz Calvinova ciklusa prolazi metaboli¢ki put zvan
fotorespiracija, R2). Nastaju li ugljikohidrati za vrijeme
fotorespiracije? (Fotorespiracijom ne nastaju Secert, ali se
troSe molekule ATP Sto uzrokuje energetski gubitak za
biljku, R2). U€enicima pojasnjavam kako kod vecine biljaka
prva stabilna molekula koja nastaje ima 3 ugljikova atoma
(C3 biljke). Na osmom slajdu prikazane su biljke koje se
koriste specificnim metabolickim putevima kako bi
provodile fotosintezu i sa zatvorenim pu¢ima. Koje biljke
razvijaju specifiéne metabolicke putove u procesu
fotosinteze? Kako su se biljke prilagodile na te uvjete?
(Biljke koje Zive u uvjetima visokih temperatura i razdoblja
suSe razvile su posebne prilagodbe na fotosintetske procese.
To su C4 biljke ¢ije je ime nastalo zbog 4 atoma ugljika u
molekuli koja nastaje u Calvinovu ciklusu. U takvim biljnim
stanicama odvija se proces fotosinteze, a ne fotorespiracije,
R2). Je li u¢inkovitost fotosinteze veca u C3 ili u C4 c3.2.
biljkama? (Fotosinteza je manje uc¢inkovita kod C3 biljaka

PP
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jer one nemaju specifi¢ne metabolicke putove koji bi
sprijecili fotorespiraciju, R2). U¢enicima govorim kako osim
C4 biljaka postoje 1 CAM biljke. CAM biljke no¢u otvaraju
puci te CO2 ugraduju u organske kiseline. Calvinov ciklus
odvija se po danu kada su puci zatvorene, a CO se dobiva
razlaganjem organskih kiselina prethodo pohranjenih u
vakuolama. Koja je osonovna razlika izmedu C4 i CAM
biljaka? (Kod CAM biljaka doslo je do vremenskog
odvajanja primarnih i sekundarnih reakcija fotosinteze, R2).

Zavrsnidio | Na kraju sata uéenici indvidualno rjeSavaju zadatke za D310 RL T

ponavljanje u radnom listu. Provjeravam to¢nost rijeSenosti R min
zadataka tako S§to prozivam ucenike da procitaju odgovore. F
Pojasnjavam eventualne nejasnoce.

Nositelji aktivnosti: N - nastavnik, U - ucenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL - radni listi¢ za ucenike, UDZ - udzbenik, RB - radna biljeznica, P - ploca, PM - prirodni materijal, E - pokus/eksperiment, MD - model, AP - aplikacija, PP -
projekcija prezentacije, VL - video lekcija, APP - digitalni alat, P/SU - platforma/sustav ué¢enja na daljinu, V - video zapis, A - animacija, | - igra, IU - igranje uloga, RS - racunalna
simulacija, M - mikroskop, L - lupa, F - fleks kamera, T - tablet, MO - mobitel, OP - organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali (dodati prema potrebi)
Metode: PR - prakti¢ni radovi, D - demonstracija, C - crtanje, | - usmeno izlaganje, R - razgovor, T - rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: | - individualno, P - rad u paru, G - grupni rad, F - frontalno
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Materijalna priprema Popis nastavnog materijala, izvora znanja, sredstva i pomagala, odnosno svega sto je potrebno pripremiti za

uspjesno odvijanje nastave prema postavljenom cilju i zamisljenom planu. Treba biti ukljucena izvora stvarnost kad god je to moguce, kao i
nastavna sredstva te nastavna pomagala koja Ce se koristiti tijekom poucavanja i ucenja.

Izvorna stvarnost: mikroskopski preparat prereza lista graha
Nastavna sredstva: ziva rijec nastavnika, PP prezentacija, radni list
Nastavna pomagala: LCD projektor, racunalo, pokazivac, kreda, ploca

Plan ucenickog zapisa moze biti plan ploce ili zapis koji nastaje na temelju drugih poticaja.

FOTOSINTEZA

svjetlosna energija
Jednadzba kemijske reakcije fotosinteze: 6CO2(g) + 12H20(l) e C;sH12,06(aq)+ 602(g) + 6H20(1)

klorofil a

- fotosinteza se dijeli na dvije skupine reakcija:
1. primarne reakcije u kojima se Sunceva energija pretvara u kemijsku energiju

2. sekundarne reakcije (Calvinov ciklus) u kojima se redukcijom ugljikova(lV) oksida sintetiziraju
ugljikohidrati
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Vrednovanje Razliciti pristupi vrednovanju.
Vrednovanje za u¢enje Vrednovanje kao ucenje Vrednovanje naucenog

Postavljaju¢i pitanja tijekom sata Na kraju nastavnog sata pitam Na pocetku sata ucenicima dijelim

provjeravam jesu li u¢enici razumjeli = ucenike jesu li razumjeli gradivo = radne listove. Za vrijeme obrade

sadrzaj nastavne teme te objasnjavam = nastavne teme te pojasnjavam nastavne teme, ucenici ispunjavaju

moguca pogre$na poimanja. eventualne nejasnoce. zadatke Kkoji su vezani uz vjezbu
Mikroskopiranje kloroplasta, a na pri
kraju nastavnog sata ucenici u svrhu
ponavljanja rjesavaju odredene zadatke
u radnom listu. Zatim, ucenike
prozivam te provjeravam uspjesnost
usvojenosti gradiva.

Prilagodba za uéenike s teSkocama u u¢enju Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucnostima i
potrebama ucenika te priloziti zadatke prilagodbe.

Nema ucenika s potesko¢ama U ucenju.

Prilagodba za darovite u¢enike Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucnostima i potrebama
ucenika te priloziti zadatke prilagodbe.

Nema darovitih u¢enika.

50



Prilozi Popis materijala koji ¢e se koristiti u nastavi (radni listovi, ispis PP prezentacije i ostali materijal).

Prva kliznica
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Trecéa kliznica
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Sedma kliznica

tet fotosinteze

tenz

koncentracija C( ntenzitet svietiosti

—

utjecaji cimbenika okoline na intenzitet fotosinteze

Osma kliznica

C4 biljke

» uuvjetima zatvorenih puti se odvija fotosinteza, a ne
fotorespiracija

» odvajanje svjetlosnih reakcija koje se dogadaju u mezofilnim
stanicama lista od reakcija Calvinova ciklusa koji se odvija u
Stapicastim stanicama

» primjeri: kukuruz, 8ecerna trska, razne tropske biljke

CAM biljke

» nocu otvaraju pucite
ugraduju CO: u organske
kiseline

» danju zatvaraju puci te se
odvija Calvinov ciklus

» primjer: sukulentne biljke
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Deveta kliznica

PONAVLIANJE ©)

Radni list

;

(
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Ime i prezime:

Datum:

RADNI LIST

FOTOSINTEZA

Vjezba: Mikroskopiranje kloroplasta (preparat: prerez lista biljke graha)

Nacrtaj dio preparata koji vidi§ pod mikroskopom:

56




1. Koji su organeli biljne stanice lista graha na mikroskopskom prikazu? Koju funkciju imaju

u biljci?

2. Zaokruzi.

Klorofil a slabo apsorbira zeleni dio spektra Sunceve svjetlosti, a dobro apsorbira plavi

i crveni dio spektra. TOCNO NETOCNO
3. Zaokruzi.
Biljke imaju klorofil samo u listovima. TOENO NETOCNO
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PONAVLJANJE

1. Navedi skupine organizama koje mogu obavljati fotosintezu.

2. Koje su dvije skupine reakcija u procesu fotosinteze? U kojoj od ove dvije skupine

nastaje glukoza?

3. Stapicaste stanice u kojima se odvija Calvinov ciklus zna&ajne su za:
a) C3 biljke

b) C4 biljke
c) CAM biljke

4. Objasni razliku izmedu kemosinteze i fotosinteze.
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Literatura lzvori za ucenike i izvori koje je ucitelj koristio za pripremu poucavanja.

Cacev T., Horvat B., Ivandi¢ A., Kora¢ Subasa A., Marceljak I1i¢ M., 2020., Biologija 3,
udzbenik iz Biologije za 3. razred gimnazije, Profil Klett, Zagreb.

Refleksija nakon poucéavanja Zabiljeske nakon izvedbe nastavnog sata o uspjesnosti sa
sugestijama za poboljsanje.

Smatram da je ucenicima nastavna tema jako zanimljiva i korisna kako bi razumjeli metabolicke
procese te povezali fotosintezu s procesima kruZenja ugljika u prirodi.
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