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1. UVOD

Ovaj zavrsni rad sastavni je dio istrazivanja na podrucju bioaktivnih komponenata u
biljnim ekstraktima, koja se provode u okviru HRZZ projekta: Primjena inovativnih
tehnologija u proizvodnji biljnih ekstrakata kao sastojaka funkcionalne hrane (IP-PE-FF), koji
se izvode i u Laboratoriju za organsku kemiju, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u

Zagrebu.

Svakodnevnim koriStenjem bilja u prehrani, Covjek postupno uocava njihov ljekoviti
ucinak. Zbog takvih empirijskih spoznaja, koje su s vremenom i znanstveno potvrdene, biljke
imaju vrlo Siroku primjenu u svim aspektima ljudskog Zivota. Trnina (Prunus spinosa L.) je
samo jedna od tisucu razlicitih vrsta samoniklog bilja koje su Siroko rasprostranjene u
Republici Hrvatskoj, te se koristi u prehrambene svrhe. Prednost uporabe trnine i ostalog
samoniklog bilja u prehrambene svrhe je u tome Sto raste u prirodnim i optimalnim uvjetima
bez neposredne ljudske intervencije. Plodovi trnine sadrze znacajnu kolic¢inu bioloski aktivnih
spojeva, posebno vitamina, fenolnih spojeva te minerala. [1] Uz tanine, koji su nosioci trpkog
okusa i predstavljaju znacajnu koli¢inu fenolnih spojeva, u trnini su prisutni i antocijani
(cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-C-rutinozid, peonidin-3-0-glucozid) flavonol glikozidi
(kvercetin, kamferol, mercitin), fenolne kiseline (derivati neoklorogenske i kafeinske kiseline),

derivati kumarina, te proantocijanidini tipa A. [2]

Cilj ovog zavrSnog rada je odrediti koncentraciju ukupnih fenola u osusenom plodu
trnine primjenom ekstrakcije po Soxhletu te klasi¢ne ekstrakcije u povrat uz 50%-tni etanol
kao otapalo. Ukupni fenoli odreduju se spektrofotometrijski primjenom Folin-Ciocalteu
metode, a karakterizacija IR-spektroskopijom.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Trnina

Trnina (Prunus spinosa L.) je visegodiSnja biljka. Raste kao trnovit, listopadni grm na
padinama neobradenih podrucja. Formira gustu nadstreSnicu sa zamrSenim granama i
brojnim izdancima te moze narasti i do 5 metara u visinu. Pupoljci trnine su okruglo-ovalnog
oblika, crveno-smede boje sa vise ili manje dlacica, a kora je tamno sive boje. Listovi su
zelene boje, naizmjeni¢no dugi 2-5 te 1-2 cm, obrnuto su jajoliki ili su oblika elipse, s fino
nazubljenim lisnim rubovima te s dla¢icama obi¢no na donjoj strani lista. Peteljke su duge
0.2-1 cm i takoder sadrze dlacice. Palisti¢i (stipule) su izduZeni i nazubljeni te su obi¢no duzi
od peteljki. Cvjetovi su bijele boje, Sirine 1-1.7 cm te su najceSce osamljeni i pojavljuju se na
drskama koje su duge oko 0.5 cm. Lapovi su trokutasto-jajoliki i cesto nazubljeni. Svaki cvijet
sadrzi oko 20 prasnika zute ili crvene boje koji su dugi do 0.5 cm. Plod je kosStunjicav,
veli¢ine 1-1.5 cm, okruglast i ljubicaste boje sa zelenom pulpom te se tesko odvaja od
endokarpa. Vrlo se ¢vrsto drze grana pa na njima ostaju do proljeéa. Meso im je zelenkasto,
trpko i kiselo, te se tesko odvaja od kostice, a okus kiseo i trpak, te steze. Mirisom i okusom
najsliéniji su gorkom bademu. Trnina cvjeta od ozujka do svibnja, a plodovi sazrijevaju u
kasno ljeto i jesen te se ponekad mogu naci na biljci i tijekom zimskog razdoblja. Cvjeta

najranije medu domacim grmljem. [3]

Slika 1. Plod trnine [3]



2.1.1. Rasprostranjenost

Ova biljka raste u vedini juzno-srednje Europe, osim na donjoj polovici Pirinejskog
poluotoka, a Siri se sjeverno sve do juznog dijela Skandinavskog poluotoka. Isto¢no doseze
Malu Aziju, Kavkaz i Kaspijsko jezero. Takoder se moze pronadi i na izoliranim podrucjima u
Tunisu i Alziru, a uvedena je i lokalno uzgajana i u Sjevernoj Americi te na Novom Zelandu.
Trnina se mozZe nadi na Sumskim rubovima i otvorima, na suncanim i kamenitim padinama,
jarugama, rije¢nim dolinama, livadama i pasnjacima, na niskim nadmorskim visinama, ali
takoder i u planinama (Svicarske Alpe). U Hrvatskoj je vrlo rasprostranjena, vecinom uz
rubove Suma, na neplodnom tlu I pasnjacima, najéesce na vapnenackom tlu. [3]

Trnina se nalazi u pojasu grmlja blizu Suma, odnosno ekotonu izmedu Sumovitih
podruéja i travnjaka. Ta podrucja su uglavnom dio sekundarne vegetacije koja se razvija na
napustenim mjestima ili su faza sekundarne sukcesije livada i pasnjaka koji se nalaze u blizini
obradenih poljoprivrednih podrucja. Trnina se cesto u prirodi moze pronaéi zajedno s ostalim
vrstama grmovitih biljaka iz roda Rosa, Rubus, Prunus i Cornus, ali i kurikom (Euvonymus

europaeus), glogom (Crataegus monogyna) i divljom kalinom (Ligustrum vulgare). [3]

2.1.2. Kemijski sastav

Cvjetovi i listovi trnine bogati su flavonoidima, derivatima flavonola: kampferol,
kvercetin te njihovi glikozidi sa arabinozom, ramnozom i ksilozom. Stovide, cvjetovi sadrze
proantocijanidine tipa A, liS¢e karotenoide i norizoprenoide, a oba dijela biljke sadrze fenolnu
kiselinu.

Osim flavonoida, listovi i cvjetovi trnine sadrze i sterole te triterpene. U cvjetovima se
mogu nadi i alkoholi triterpena koji su identificirani a- i -amirini te je zastupljeniji B-amirin.
Takoder, iz smjese triterpenskih kiselina identificirane su oleinska i ursoli¢na, s vecom
koncentracijom potonje kiseline. Od sterola je u najvecoj koncentraciji identificiran B-
sitosterol, a u malim koli¢inama potvrdena je i prisutnost y-sitosterola, stigmasterola i sterol
glikozida. [4]

Plod trnine sadrZi znacajan udio ukupnih fenola. Po koncentraciji najvise se istiu
antocijani, (cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-glucozid) flavonol
glikozidi (kvercetin, kamferol), fenolne kiseline (derivati neoklorogenske i kafeinske kiseline),
derivati kumarina, te proantocijanidini tipa A. [2]

Govoreéi o makronutrijentima ploda trnine najveci udio Cine ugljikohidrati i to 88.5%



(od monosaharida prevladava glukoza, a od polisaharida celuloza i Skrob). Udio proteina
iznosi 3,4%,a udio masti svega 1,2-1,6% gdje prevladavaju nezasi¢ene masne kiseline nad
zasi¢enim masnim kiselinama te su najzastupljenije oleinska i linolenska masna kiselina. Od
vitamina, najzastupljenija je askorbinska kiselina, takoder sadrzi a i d- tokoferole te malu

koli¢inu B-karotena. [2]

2.1.3. Uporaba i ljekovita svojstva

Za gotovo sve dijelove trnine postoji primjena u medicini i prehrambenoj tehnologiji.
Potpuno zreli plodovi se zbog specificnog astringentnog svojstva vec¢inom koriste za izradu
dzemova, Zelea, vina, octa i destiliranih alkoholnih pi¢a. U medicinske svrhe, za pripremu
cajeva, sirupa, svjezih sokova ili tinktura koriste se cvjetovi, latice i listovi koji smanjuju
simptome anemije te dijareje i drugih gastrointestinalnih tegoba. Buduéi da plodovi sadrze
visoke koncentracije askorbinske i fenolnih kiselina, oni se mogu koristiti kao vrijedan izvor
prirodnih antioksidansa. Kao dekorativna biljka moze tvoriti prirodnu ogradu ili granicu. Za
Zivotinjski svijet trnina je od velike vaznosti jer rani cvjetovi predstavljaju izvor nektara za
oprasSivace, a trnovite grane pruzaju sigurnost gnijezdima ptica te Stite manje sisavce od
predatora. [3]

Buduci da djeluje kao odli¢an astringent, plod trnine se moze koristiti kao lijek protiv
dijareje. Pektin iz ploda trnine djeluje umirujuce i opustajuce na upalu Zeluca. Infuzija biljke
moZze se koristiti kao blagi laksativ u lijeenju opstipacije i konstipacije. Buduéi da stimuliraju
ljudski metabolizam, plodovi se mogu koristiti za uklanjanje tegoba i u lijecenju prehlade,
dermatitisa, herpesa, bubreznih kamenaca, alergije, i poremecaja mokracnog mijehura.
[5]Plodovi, takoder imaju antisepticko djelovanje zbog prisutnosti tanina (polihidroksiflavan-
3-ola) pa se moze djelotvorno koristiti i kod upala sluznice probavnog trakta. [6]

Kemopreventivan ucinak bioaktivnih komponenata trnine Cesto je povezan sa
njihovom antioksidativnom aktivnos¢u. Na primjer, klorogenske kiseline i njihovi derivati
mnogih ljekovitih bilja mogu se smatrati odgovornima za blagotvorne ucinke u prevenciji
nekih bolesti uzrokovanih oksidativnim stresom. Kvercetin je takoder vrlo ucinkovit
antioksidans te se (Cini da djeluje protektivno na mnoga stanja kao Sto su rak,
kardiovaskularne bolesti te neurodegenerativhe poremecaje. Bez obzira Sto su flavan-3-oli
zastupljeni u tek malim koncentracijama u trnini (ali su prisutni u obliku procijanidina), oni
takoder pokazuju niz pozitivnih ucinaka na zdravlje i to antiviralno, inzulinu slicno,
antioksidativno i protuupalno djelovanje. Usporedujuéi s resveratolom i askorbinskom

kiselinom dimeri i trimeri procijanidina tipa A imaju jednaku ili bolju sposobnost hvatanja



slobodnih radikala. Spojevi koji pridonose boji plodova trnine, antocijani, takoder imaju

pozitivne terapeutske ucinke uglavnom zbog njihovih jakih antioksidativnih svojstava. [7]

2.2. Bioaktivhe komponente hrane

U bioaktivhe komponente hrane ubrajaju se esencijalni ili neesencijalni spojevi (npr.
vitamini, polifenoli) koji se pojavljuju u prirodi, dio su hranidbenog lanca te imaju
potencijalno pozitivno djelovanje na zdravlje ¢ovjeka. [8]

Kako bi se sprijecio deficit esencijalnih bioaktivnih komponenata potrebno ih je unositi
hranom. Na taj se nacin prevenira razvoj kroni¢nih bolesti. Za razliku od njih, fitokemikalije
se definiraju kao sekundarni biljni metaboliti za koje ne postoje preporuke jer ne moze doci
do njihovog nedostatka u organizmu covjeka. Najveca skupina bioaktivnih komponenti

prisutnih u cvijetu, listu i plodu trnine su upravo fenolni spojevi. [9]

2.2.1. Fenoli

Prehrambeni fenoli i polifenoli ¢ine jednu od najbrojnije i najrasprostranjenije skupine
prirodnih supstanci u carstvu bilja. Trenutno je poznato viSe od 8000 fenolnih struktura.
Posljednjih godina istrazivanja potvrduju ulogu polifenola u prevenciji degenerativnih
oboljenja, osobito karcinoma, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti. Snazni su
antioksidansi te nadopunjuju funkcije vitamina ti enzima koji su aktivni u obrani od
oksidativnog stresa najc¢esSée uzrokovanog reaktivnim kisikovim vrstama. [9]

Ova skupina je vrlo raznovrsna te obuhvaca nekoliko pod-grupa fenolnih spojeva. Bogati
izvori su voce i povrée, cjelovite zitarice te druge vrste hrane kao Sto su ¢aj, Cokolada, kava i
vino. Takva raznolikost i Siroka rasprostranjenost dovela je do razlicitih kategorizacija ovih
prirodnih spojeva. Polifenoli se mogu klasificirati s obzirom na izvor podrijetla, biolosku
funkciju te kemijsku strukturu. Kategorizacija polifenola koja slijedi je ona prema kemijskoj
strukturi. [9]

(1) fenolne kiseline (derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline);

(2) flavonoidi (izoflavoni, neoflavonoidi, calkoni, flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli,
flavanoli, proantocijanidini, antocijanidini);

(3) polifenoini amidi (avenantramidi i kapsaicinoidi);

(4) ostali polifenolni spojevi (resveratol, kurkumin, elaginska kiselina itd.).



2.2.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline ¢ine otprilike trecinu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama, a prisutne
su u slobodnom ili vezanom obliku. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku, najéesée dolaze u
konjugiranim oblicima te kao esteri. [10]

Spadaju u neflavonoidne polifenolne spojeve koji se s obzirom na strukturu mogu
podijeliti na dva glavna razreda: derivate hidroksibenzojeve (C;-Cs) i hidroksicimetne (C3-Cs)
kiseline. U derivate hidroksibenzojeve kiseline ubrajaju se galna, p-hidroksibezojeva,
siriginska i vanilinska kiselina, a u derivate hidroksicimetne p-kumarinska, kafeinska,
ferulinska i sinapinska kiselina. Derivati hidroksicimetne kiseline imaju vedi antioksidacijski
kapacitet od hidroksibenzojevih zbog toga Sto CH=CH-COOH skupina doprinosi boljoj
stabilizaciji slobodnih radikala za razliku od COOH skupine kod hidroksibenzojevih kiselina.
[8] U plodu trnine u vecim koncentracijama su zastupljene neoklorogenska i kafeinske
kiseline (Slika 2). [9]

HO

Kafeinska kiselina, R=H;
Neoklorogenska kiselina, R=3-kvinail;

HO

Slika 2.Struktura klorogenske i kafeinske kiseline [9]

2.2.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi su skupina prirodnih spojeva koji se nalaze u raznim biljkama,
koncentrirani u sjemenkama, kozi ili kori voéa, kori drveca, liS¢u i cvijecu s varijabilnom
fenolnom strukturom. U 1930. iz narance je izoliran novi spoj. Tada se vjerovalo da je to novi
razred vitamina koji je imenovan vitamin P. Kasnije se ispostavilo da je taj spoj flavonoid
(rutin) i od tada je identificirano vise od njih 4000. [11] Pripisuju im se mnoga terapijska
svojstva od kojih se isticu antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno,
antiviralno i antikancerogeno. Takoder spomenuti spojevi znatno utjeCu na boju i okus

hrane. Prema nomenklaturi, osnova strukture flavonoida je kemijski spoj difenilpropan iz



kojeg gubitkom vode i zatvaranjem C prstena nastaje flavan, a iz njega se izvodi odredeni
broj osnovnih struktura flavonoida: flavanoni, flavan-3-oli, flavoni, flavon-3-oli, antocijanidini
i izoflavoni. Neki se od njih mogu smatrati derivatima benzo-y-pirona ili benzo-y-pirana.
Navedeni spojevi mogu biti hidroksilirani, metoksilirani i glikozidirani s monosaharidima ili
oligosaharidima, a Cesto sadrze i acilne skupine na razli¢itim polozajima osnovne flavonoidne
strukture ili glikozidnog dijela. Kod flavonoida takoder postoji i velika sklonost umrezavaniju i
polimerizaciji (npr. tanini). [12]

Osnovnu strukturu flavonoida ¢ini Cs-Cs-C¢ strukturni kostur u kojem su dva
benzenska prstena (A i B) povezana piranskim prstenom C koji sadrzi kisik. Razli¢iti razredi
flavonoida razlikuju se po stupnju oksidacije i supstituciji C prstena, dok se pojedinacni

spojevi u razredu razlikuju prema supstituciji prstenova A i B (Slika 3). [11]

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida [12]

Flavonoli se u prirodi uglavhom pojavljuju u obliku flavonol glikozida, kod kojih je
SeCer povezan s aglikonomna C3 i/ili C7 poziciji. Listovi i cvjetovi trnine sadrze znacajne
koncentracije kampferola, kvercetina te njihovih glikozida. Cvjetovi sadrzavaju flavonoide
najvise u formi monosaharida vezanih na aglikon, uglavhom kampferol- i kvercetin 3-O
arabinozide. [13] Takoder, potvrdena je prisutnost kampferola i kvercetina u obliku
kampferol- i kvercetin 3-O-arabinofuranozida tekampferol 3-CO-raminopiranozida. [14] Listovi
su bogati disaharidima vezanim na aglikon, uglavhom kampferol 3,7-diraminozidom. [13]
Plodovi trnine sadrze znacajne koliCine fenolnih antioksidansa, od kojih se po koncentraciji

najvise istiCu flavonol glikozidi medu kojima su mirecitin, kvercetin i kamferol (Slika 4). [15]



OH
HO. O
R
Kamferol, R1=H, R2=H;
Mirecitin, R1=OH, R2=0H;
OH O

Slika 4. Strukture kamferola i mirecitina [9]
2.2.1.3.Antocijanidini

Antocijani ( iz grckog (antos) - cvijet + (cijanos) - plavo) su polifenolni pigmenti koji
se ubrajaju u skupinu flavonoida te daju mnoga crveno-narancasta do plavo-ljubicasta
obojenja prisutna u raznim biljnim dijelovima kao Sto su voce, cvijeée i liSCe. Do danas,
identificirano je 700 strukturno razliCitih antocijana derivate 27 aglikona antocijanidina. U
prirodi se antocijani rijetko nalaze u obliku aglikona. [16] Sest je Siroko rasprostranjenih
antocijanidina: cijanidin, delfinidin, petunidin, peonidin, pelargonidin i malvidin (Slika 5).
NajCesce se pojavljuju u obliku glikozida svojih antocijanidin-kromofora. Glukoza, galaktoza,
arabinoza, rutinoza, ramnoza i ksiloza su najceséi Seceri vezani na antocijanidine kao mono-,

di-, ili trisaharidi. Seceri se obi¢no vezu na mjesto 3 C-prstena ili poziciju 5,7 A-prstena. [17]

Naziv R R,
Pelargonidin (Pg) | H H
Cijanidin (Cy) OH H
Delfinidin  (De) OH OH
Peonidin (Pn) OCH; |H
Petunidin (Pt) OH OCHj;
Malvidin (Ma) OCH; | OCHj;

Slika 5./Tablica 1. Struktura antocijanidina [16]

Pokazalo se da se ucestalom konzumacijom antocijana i/ili hrane bogate antocijanima
postize niz zdravstvenih benefita, ukljuCujuéi zastitu od kardiovaskularnih bolesti,

neuroprotektivne benefite, poboljSanje vida, antidijabetoloske, antiupalne i kemoprotektivne


https://bs.wikipedia.org/wiki/Gr%C4%8Dki_jezik

ucinke. [16] Najznacajniji antocijani u plodu trnine su cijanidin-2-G-glikozid, cijanidin-3-0-

rutenozid i peonidin-3-O-glikozid. [2]

2.3. Metode ekstrakcije fenolnih spojeva

Ekstrakcija je opisana kao prijenos tvari iz krute ili tekuce faze u neko otapalo koje se
ne smije mijesati s tom fazom, odnosno Zeljena tvar treba u njemu biti viSe topljiva nego u
polaznoj fazi. Ekstrakcije su prilicno jednostavni postupci i imaju vrlo Siroku primjenu u
laboratoriju. Obrada produkata veéine organsko-kemijskih reakcija zahtjeva ekstrakciju kao
postupak njihova procis¢avanja. Pritom se nekim pogodnim otapalom iz sirova produkta
selektivno uklanjanju nusprodukti ili se vrSi ekstrakcija produkta, a necistoe ostaju u
polaznoj fazi. Organsko otapalo koje se primjenjuje za ekstrakciju mora zadovoljiti sljedece

uvjete:

(1) kemijska indiferentnost prema prisutnim tvarima;

(2) sto bolja topljivost zeljene organske tvari u otapalu;

(3) sto vela razlika gustoca dvaju upotrijebljenih otapala;

(4) ne previsoko vreliste kako bi se otapalo moglo lako upariti;

(5) nestvaranje emuilzije tijekom ekstrakcije.

Ekstrakcija se temelji na razdjeljenju, odnosno particiji tvari izmedu dvije faze koje se
uzajamno ne mijesaju. Vecinom su te dvije faze voda i organsko otapalo koje se s njom ne
mijeSa. Omijer koncentracija tvari u dva takva otapala dan je MNernstovim zakonom

razdjeljenja:

K=c/¢c

pri Cemu je K koeficijent razdjeljenja, a ¢;, ¢,su ravnotezne koncentracije tvari u dva otapala.
Koeficijent razdjeljenja je jednak omjeru topljivosti tvari u oba otapala te je pri odredenoj
temperaturi konstantan. [18]

Prije daljnje upotrebe ili analize biljnog materijala, ekstrakcija je prvi vazan korak
izolacije fenolnih spojeva. Za svaku biljnu vrstu potrebno je optimizirati uvjete ekstrakcije.
Koju od metode ekstrakcije fenolnih spojeva ¢emo izabrati, ovisi o njihovoj strukturi i obliku
u kojem se nalaze u prirodnom supstratu. Ekstrakcija fenolnih spojeva se moze provoditi iz

svijezeg, suhog ili materijala u zamrznutom stanju, usitnjenog ili cijelog materijala koji,



medutim najceSce se ekstrahira u stanju u kojem se koristi za upotrebu. Pri odabiru
prikladne metode ekstrakcije fenolnih spojeva treba uzeti u obzir topljivost spojeva koje

Zelimo ekstrahirati te odabrati najpogodnije otapalo. [19]

2.3.1. Klasic¢na ekstrakcija otapalima

Zbog njezine efikasnosti i Siroke primjenjivosti, ekstrakcija razli¢itim vrstama otapala
je najcesce upotrebljavana tehnika pripreme ekstrakta iz biljnog materijala. Udio
fenolnih spojeva koji se ekstrahirani ovisi o kemijskoj strukturi spojeva koji se ekstrahiraju
iz biljnog materijala, polarnosti otapala, vremenu i temperaturi ekstrakcije, te o fizikalno-
kemijskim karakteristikama ekstrahiranog uzorka. [18]

NajceS¢e upotrebljavana otapala su metanol i etanol s razli¢itim udjelima vode.
Buduéi da voda pojacava proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog
materijala, prisutnost i udio vode u organskoj fazi otapala ima veoma znacajnu ulogu.
Primjenom metanola kao otapala moguce je ekstrahirati oko 20% vise fenolnih spojeva nego
Etanolom. [20] Takoder,metanol je ucinkovitiji i za ekstrakciju fenolnih spojeva nizih
molekularnih masa. Ekstrakcija fenolnih kiselina koje su prisutne u netopljivom obliku,
vezane kao esteri ili glikozidni kompleksi se vrlo ¢esto, osim primjenom organskih otapala,
provodi i u kombinaciji s kiselom ili baznom hidrolizom. Dodatkom baze ovisi 0 kemijskoj
strukturi spojeva koji se ekstrahiraju iz biljnog materijala i/ili kiseline dovodi do hidrolize i
oslobadanja vezanih fenolnih kiselina, ali i do hidrolize nekih nestabilnih spojeva kao Sto su
ostaci Secera ili acilnih skupina. [21] Buduci da je metanol toksi¢an, u industrijskim
razmjerima za ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala viSe se koristi etanol ili

vodena otopina etanola. [18]
2.3.1.1. Soxhlet ekstrakcija

Franz von Soxhlet 1879. Je razvio novi sustav za ekstrakciju tvari. Prvotno ga je
koristio za odredivanje lipida u mlijeku. Ova ekstrakcija se provodi u situacijama kada slabo

topljiv spoj treba ekstrahirati iz ¢vrste smjese. [22] Refluksiranjem otapala dolazi do ispiranja

krutog materijala pri Cemu dolazi do ekstrakcije Zeljenog spoja u tikvicu.
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(e)
(d)
Slika 6. Aparatura za ekstrakciju po Soxhletu [23]

Uzorak se u papirnatoj ¢ahuri sa slojem suhe odmascene vate stavlja u srednji dio
Soxhletove aparature (Slika 6); ekstraktor (b) koji se zatim postupno, preko hladila (a),
napuni otapalom koje se koristi za ekstrakciju te se pomoc¢u kapilarne cjevcice (c) isprazni u
tikvicu. Zatim se doda jos toliko otapala da se napuni do otprilike polovice ekstraktora. Kroz
hladilo se pusti jaki mlaz vode te se poCne sa zagrijavanjem destilacijske tikvice (d) u
vodenoj ili pjeScanoj kupelji (e). Ekstrakcija moze trajati nekoliko sati (najéesée 4-6 h),
ovisno o vrsti uzorka. Treba je prekinuti u onom trenutku kada se otapalo iz ekstraktora

prelije u tikvicu, a ¢ahura u ekstraktoru bude bez otapala. [24]

2.3.2. Infracrvena spektroskopija

ZracCenje u infracrvenom podrucju odgovara energiji koja izaziva molekulske vibracije.
Uzorak izloZen infracrvenom zracenju, uz kontinuiranu promjenu valne duljine (A), apsorbira
u spektrometru upadno zraCenje koje po energiji odgovara pojedinim molekulskih
vibracijama. Energije rasteznih vibracija organskih molekula odgovaraju infracrvenom
zradenju s valnim brojevima izmedu 4000 i 1200 cm™. Taj dio spektra vrlo je koristan za

odredivanje funkcionalnih skupina organskih spojeva te se Cesto naziva podrucjie
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funkcionalnih skupina, zbog toga Sto su poloZaj i karakteristike apsorpcijskih vrpci vecine
funkcionalnih organskih spojeva pri tim valnim duljinama razmjerno nepromjenjive.

Podrudje frekvencije u IR-spektru ispod 1600 cm™ sadrzi velik broj vrpci. Uz malo
karakteristi¢nih rasteznih vibracija pojedinih veza, tu se nalaze brojne vrpce koje odgovaraju
deformacijskim vibracijama molekule kao i nekim sloZzenim vibracijama i vibracijama gornjeg
tona. Oblik koji ocrtavaju sve vrpce zajedno karakteristican je za odredeni spoj, pa se taj dio
spektra zove podrucje "otiska prsta”.

Karakteristi¢ne vrpce za organske molekule javljaju se u podrucju od 3300 do 2800
cm™ &to se pripisuje rasteznim frekvencijama C-H veza. Vrpce koje se javljaju u podru&ju od
3600 do 3200 cm™ karakteristi¢ne su za hidroksilne skupine alkohola, a ukoliko je hidroksil
dio karboksilne skupine javlja se kao vrlo Siroka vrpca u podrudju od 3600 do 2500 cm™. Ta
vrpca zajedno s rasteznom frekvencijom karbonila pri 1710 cm™ karakterizira karboksilne
kiseline. Aromatski spojevi obi¢no daju niz vrpci izmedu 1600 i 1400 cm™, a vrpce u podrudju
od 900 do 700 cm™ se &esto primjenjuju za utvrdivanje nacina supstitucije na aromatskom

prstenu. [25]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U istrazivanju je koriSten suseni plod trnine pribavljen od drustva Suban® (Strmec,

Hrvatska) koji je neposredno prije izolacije usitnjen na kugli¢nim mlinovima.
Otapala i reagensi

e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Etanol, 50 %-tni
Priprema: U odmjernu tikvicu od 1 L doda se 520,8 mL 96 %-tnog etanola i razrijedi
do oznake destiliranom vodom.

e Etil-acetat (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

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

e Natrijev karbonat (Na,CO;) (Lach-Ner, Neratovice Ceska)

e Zasi¢ena topina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

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

Galna kiselina, C,H¢Os (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)

3.2. Metode
Uzorci usitnjenog susenog ploda trnine podvrgnuti su ekstrakciji po Soxhletu uz 50%-
tni etanol kao otapalo te klasi¢noj ekstrakciji kruto — tekuée grijanjem u povrat uz 50%-tni

etanol kao otapalo.

Metoda A: Ekstrakcija po Soxhlet uz 50%-tni etanol kao otapalo iz praha susenog ploda

trnine, nakon Cega slijedi ekstrakcija tekuce-tekuce uz etil-acetat kao otapalo.

Metoda B:Klasicna ekstrakcija kruto-tekuce grijanjem u povrat ili refluks uz 50%-tnu

otopinu etanola, nakon Cega slijedi ekstrakcija tekuce-tekuée uz etil-acetat kao otapalo.
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Za utvrdivanje sastojaka smjese biljnih ekstrakata koristena je metoda tankoslojne
kromatografije presvucenim slojem silika gela (60F-254) Merck u odgovaraju¢em sustavu
otapala. Za detekciju izoliranih komponenata koristena je UV-lampa pri valnoj duljini od 254

nm.

Koncentracija ukupnih fenola odredena je na spektrofotometru UV UNICAM Helios .
FTIR spektri uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu na Bomem MB 100 Mid FTIR-

spektrofotometru.

3.2.1. Ekstrakcija bioaktivhih komponenata

3.2.1.1. Metoda A: Ekstrakcija po Soxhletu iz praha susenog ploda trnine uz

etanol kao otapalo

Na kugliénim mlinovima plod trnine samelje se u prah smede boje. Odvaze se 3,0 g
praha s tocnoS¢u + 0.1. Sastavi se aparatura za ekstrakciju po Soxhletu (Slika 7.) te se u
ekstraktor postavi sloj odmascene vate na koji se stavi uzorak. U tikvici s okruglim dnom
nalazi se 150 mL 50%-tne otopine etanola koji se zagrijava do temperature refluksa.
Ekstrakcija se provodi 2 sata, a dobiveni ekstrakt je zuto — zelene boje. Izuzme se 10 ml
ekstrakta TV1 za odredivanje ukupnih fenola, a 50 mL filtrata se uparava na rotacijskom

uparivacu do suha, pri cemu je dobiveno 450 mg suhe tvari zelene boje i ugodne mirisa.

g

Slika 7. Aparatura za ekstrakciju po Soxhletu
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Dio od 30 mL ekstrakta prociScava se ekstrakcijom tekuce-tekuce, odnosno izmuékivanje u
lijevku za odjeljivanje, uz etil-acetat kao otapalo. Postupak izmuékivanja ponavlja se 3 puta
pri ¢emu su izdvojeni vodeni i organski slojevi. Etil-acetat je osusen na natrijevom sulfatu i
uparen je o suha pri ¢emu je dobivena masa TV1 EtAc= 9,9 mg. Ekstrakt je ugodnog mirisa

te karakteristi¢ne zelene boje.

IR-spektar TV1 EtAc:vmax/ cm™’ (KBr): 3679, 3384 (3. j., O-H), 3070 (sl., C-H,
aromatski),2927, (sr., C-H), 2844 (sr., C=C), 1724, 1710 (j., C=0), 1600 (sl., C=C), 1440,
1186 (sr., C-OH), 1103, 894 (sr., C-O, C-C), 619 (sr, glikozid).

3.2.1.2. Metoda B: Klasicna ekstrakcija iz praha susenog ploda trnine grijanjem u
povrat uz etanol kao otapalo

Sastavi se aparatura za refluks (slika 8). U tikvicu se stavi odvagana masa s to¢noscu
+ 0.1 od 3 g praha susenog ploda trnine i 50%-tni etanol volumena 150 mL te se zagrije do
temperature vreliSta otapala. Kada sadrzaj tikvice pocne refluksirati, odnosno otapalo
kondenzira te pocne kapati natrag u tikvicu, mjeri se vrijeme refluksa. Nakon 2 sata
ekstrakcije rastavi se aparatura, a dobivena se smjesa profiltrira pri ¢emu je dobiven ekstrakt
bakreno-smede boje ugodnog mirisa TV2 iz kojeg se izuzme 10 mL ekstrakta za odredivanje

ukupnih fenola.

\

azbesing mretica

Slika 8. Grijanje u povrat
Dio filtrata volumena 50 mL se upari na rotacijskom otparivacu do suha, pri ¢emu je

dobiveno 548,4 mg biljnog ekstrakta bakreno-smede boje i ugodnog slatkastog mirisa. Dio
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od 30 mL ekstrakta prociS¢ava se ekstrakcijom tekuce-tekuce, odnosno izmucékivanjem u
lijevku za odjeljivanje, uz etil-acetat kao otapalo. Postupak izmuékivanja ponavlja se 3 puta
pri ¢emu su izdvojeni vodeni i organski slojevi. Etil-acetat je osusen na natrijevom sulfatu i

uparen je o suha pri ¢emu je dobivena masa TV2 EtAc = 33.4 mg.

IR-spektar TV2 EtAc:vmax/ cm’ (KBr): 3679, 3384 (3. j., O-H), 3070 (sl., C-H,
aromatski),2927, (sr., C-H), 2844 (sr., C=C), 1724, 1710 (j., C=0), 1600 (sl., C=C), 1440,
1186 (sr., C-OH), 1103, 894 (sr., C-O, C-C), 619 (sr, glikozid).

3.2.2.Tankoslojna kromatografija

U svrhu identifikacije uzorka provodi se tankoslojna kromatografija kod koje se
odvajanje komponente smjese temelji na adsorpcijskim ili razdjelnim procesima. NajceSée se
koristi varijanta adsorpcijske kromatografije na tankom sloju adsorbensa (stacionarne faze)
nanesenom na staklenu plocu ili foliju. Kao adsorbensi pretezno se upotrebljavaju silika gel
(silicijska kiselina) i aluminijev oksid.

Tvar se otopi u minimalnoj koliCini etil-acetata te se kapilarom nanese na startnu
liniju koja je udaljena 1.5-2 cm od ruba plocice i osusi. PloCica se stavi u kadu u kojoj se
nalazi pogodan eluens (mobilna faza) koji se zbog kapilarnih sila dize uz plocicu i eluira
sastojke smjese. Osnovni kriterij za identifikaciju pojedinog spoja je njegova pokretljivost na
tankom sloju, Sto se izrazava pomocu Rsvrijednosti. Retencijski faktor predstavlja omjer
udaljenosti koju je prosla mrlja (b) i udaljenosti do koje je stigla fronta otapala (a).

Slika 9. Tankoslojna kromatografija
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Tablica 2. R vrijednosti komponenti smjese iz uzorka

Komponente Komponente
uzorka R¢ uzorka R¢
TV1 EtAc TV2 EtAc
1. 0.88 1. 0.88
2. 0.79 2. 0.79
3. 0.64 3. 0.64
4. 0.45 4. 0.48
5. 0.29 5. 0.33

3.2.3. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Primjenom spektofotometrijske metode temeljene na kolornoj reakciji fenola s Folin —
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 760 nm odreduju se
ukupni fenoli u etanolnom ekstraktu uzorka.

Folin-Ciocalteureagens je smjesa fosforvolframove i fosfomolbidenske kiseline te pri
oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u volframov

oksid i molbidenov oksidkoji su plavo obojeni.

Na2WO04/Na2Mo0O4 + Fenol — (fenol-MoW11040)4-
Mo(VI) (zuto obojen) + e- — Mo(V) (plavo obojen)

Proporcionalno povecanju broja hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim
spojevima povecava se intenzitet redukcija ovih kiselina odnosno tvorba relativno stabilnog
plavo obojenog kompleksa.

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetira se redom 1 mL ekstrakta, 1,25 mL Folin
Ciocalteu reagensa i 10 mL destilirane vode. Nakon 5 min doda se 3,75 mL zasi¢ene otopine
natrijeva karbonata i nadopuni se destiliranom vodom do oznake. Priredene tikvice Cuvaju se
2 h na sobnoj temperaturi, na tamnom mjestu. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj
duljini 760 nm.

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0.5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10
mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do
oznake. Od te otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetira redom 0, 0,2, 0,6, 1,0, 2,0, 3,0 i 3,6 mL alikvota standardne otopine
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galne kiseline u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 30, 50, 100, 150 i 180 mg/L. Iz svake
tikvice otpipetira se 1mL otopine standarda u odmjerne tikvice . Potom se dodaje 1,25 mL
0,2 M Folin Ciocalteu reagensa i 10 mL destilirane vode. Nakon 5 min doda se 3,75 mL 20%-
tne otopine natrijeva karbonata te se odmjerna tikvica nadopuni destiliranom vodom do
oznake. Kao i kod pripreme uzorka tikvice se Cuvaju 2 h na tamnome mijestu pri sobnoj
temperaturi. Takoder, apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 760 nm. Bazdarni pravac se
napravi u Microsoft Excel programu iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija te sadrzi 7 tocaka
od kojih je prva slijepa proba,a ostalih 6 se odnose na svaku pojedinu tikvicu razrjedenja
standarda galne kiseline. Na osi apscisa prikazane su koncentracije galne kiseline u mg/L, a
na osi ordinata izmjerene vrijednosti apsorbancija svake pojedine tikvice razrjedenja pri

valnoj duljini 760 nm.

y = 0,0028x+ 0,0042 Y A,760
R? =0,9964 (mg/L) nm

+

/ 10 0,035
04
E / 30 0,091
203
:* / 50 0,1445
02
/ 100 0,275
01

150 0,448

o 20 40 60 80 100 120 140 160 130 200 180 0,4955

vlgalna kiselina)/[mg/L)

Slika 10./ Tablica 3. Ovisnost masene koncentracije o apsorbanciji galne kiseline

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi: y = 0,0028-x + 0,0042, gdje je:
y — apsorbancija pri 760 nm,
x — koncentracija galne kiseline (mg/L).

Mjerenje apsorbancije ekstrakata za ukupne fenole provedeno je u dvije paralele.
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Uzorak Metode A:

Apsorbancija ekstrakta TV1 iznosi:

A760nm = 0,4000

A760nm = 0,4060

Sto daje srednju vrijednost apsorbancije Asr = 0,403 nm.

Uzorak Metode B:

Apsorbancija ekstrakta TV2 iznosi nakon razrjedenja u omjeru 1:5 iznosi:
A760nm = 0,3315

A760nm = 0,3410

Sto daje srednju vrijednost apsorbancije Asr = 0,33625 nm.

Tablica 4. Koncentracija ukupnih fenola

Apsorbancija Razrjedenje | mg GAE/g |
0,400 1
Metoda A 0,406 0,403 1 7,12
0,3315 5
Metoda B 0.3410 0,33625 z 29,64

GAE-ekvivalent galne kiseline
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Uvod

Cilj ovog zavrSnog rada je odrediti koncentraciju ukupnih fenola u osusenom plodu
trnine usporedujuci dva oblika ekstrakcija. Razlog tome je Sto razlicite vrste ekstrakcije zbog
razli¢itih uvjeta (npr. temperatura, vrijeme ekstrakcije, mikrovalovi ili ultrazvuk) utje¢u na
koncentraciju i udio bioaktivnih spojeva u ekstraktu. [26] NajceS¢a metoda izolacije fenolnih
spojeva iz prirodnih materijala je ekstrakcija uz pogodno otapalo, a u ovom radu koristene su
metoda ekstrakcije po Soxhletu te klasi¢na ekstrakcija u povrat. Tankoslojna kromatografija i
IR spektroskopija koriStene su za identifikaciju i karakterizaciju izoliranih bioaktivnih
komponenata.

Plod trnine sadrzi znacajan udio ukupnih fenola. Po koncentraciji najvise se isticu
antocijani (cijanidin-3-0O-glukozid, cijanidin-3-C-rutinozid, peonidin-3-0O-glukozid) flavonol
glikozidi (kvercetin, kamferol), fenolne kiseline (derivati neoklorogenske i kafeinske kiseline),
derivati kumarina, te proantocijanidini tipa A. [2]

Od makronutrijenata, plod trnine najvec¢im dijelom cine ugljikohidrati i to 88.5%(od
monosaharida prevladava glukoza, a od polisaharida celuloza i Skrob). Udio proteina iznosi
3,4%,a udio masti svega 1,2-1,6% gdje prevladavaju nezasicene masne kiseline nad
zasi¢enim masnim kiselinama te su najzastupljenije oleinska i linolenska masna kiselina. Od
vitamina, najzastupljenija je askorbinska kiselina, takoder sadrzi a i 6- tokoferole te malu
koli¢inu B-karotena. [2]

Prvi dio zavrSnog rada odnosi se na izolaciju fenolnih spojeva iz usitnjenog susenog
ploda trnine Soxhlet ekstrakcijom te klasicnom ekstrakcijom u povrat s 50%-tnim etanolom
kao otapalom, drugi dio se odnosi na prociS¢avanje dobivene smijese fenolnih spojeva
ekstrakcijom tekuce-tekuce uz etil-acetat kao otapalo i karakterizacije dobivenih ekstrakta IR
spektroskopijom,a u trecem dijelu odredena je koncentracija ukupnih fenola u etanolnom

ekstraktu.

4.2. Izolacija fenolnih spojeva

Biljni ekstrakt je vrlo komplicirana smjesa nekoliko spojeva razliCitih kemijskih i
fizikalnih svojstava, a razdvajanje tih spojeva temelji se upravo na tim svojstvima. Za

izolaciju fenolnih spojeva u ovom je zavrSnom radu koristen osuseni plod trnine koji je
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neposredno prije ekstrakcije usitnjen na kuglicnim mlinovima. Postupak izolacije proveden je

konvencionalnim ekstrakcijama uz 50 %-tni etanol kao otapalo (Metoda A i Metoda B).

4.2.1. Metoda A:Ekstrakcija po Soxhletu iz praha susenog ploda trnine uz etanol

kao otapalo

Soxhlet ekstrakcijom uz 50%-tni etanol kao otapalo dobiven je filtrat Zuto-zelene boje
ugodnog mirisa. Iz 50 mL ekstrakta koji je uparen na otparivacu do suha dobiveno je 450 mg
uzorka biljnog ekstrakta ugodnog mirisa. Nakon provedene ekstrakcije tekuée-tekuce 30 ml
TV1 ekstrakta s etil-acetatom kao otapalom dobivena je masa suhe tvari TV1 EtAc 9,9 mg
karakteristicne zelene boje.

Za utvrdivanje sastojaka smjese biljnih ekstrakata TV1 EtAc koriStena je metoda
tankoslojne kromatografije uz etil-acetat kao eluens pri ¢emu je vidljivo pet dominantnih
komponenta (Tablica 2., Slika 9.) te viSe komponenata slabijeg intenziteta bliskih R¢
vrijednosti, ¢ime se moze potvrditi da je ovim postupkom izolacije dobivena smjesa fenolnih

spojeva.

4.2.2. Metoda B: Klasicna ekstrakcija iz praha suSenog ploda trnine grijanjem u

povrat uz etanol kao otapalo

Klasicnom ekstrakcijom grijanjem u povrat uz 50%-tni etanol kao otapalo dobiven je
filtrat bakreno-smede boje ugodnog mirisa. Iz 50 mL ekstrakta kojeg uparavamo na
otparivacu do suha, dobiveno je 548,4 mg uzorka biljnog ekstrakta ugodnog mirisa. Nakon
provedene ekstrakcije tekuce-tekuée 30 mL TV2 ekstrakta s etil-acetatom kao otapalom
dobivena je masa suhe tvari TV2 EtAc od 33,4 mg karakteristicne zelene boje.

Tankoslojna kromatografija, biljnog ekstrakataTV2 EtAc, uz etil-acetat kao eluens,
dobivenog ekstrakta potvrduje prisutnost komponenti istih R vrijednosti medutim razlicitog

inteziteta.

Usporedbe masa izoliranih bioaktivnih komponenata iz oba ekstrakta vidljivo je da se
povecava prinos izoliranih bioaktivnih komponenti iz ploda trnine uporabom klasi¢ne
ekstrakcije grijanjem u povrat. Tankoslojnom kromatografijom uz etil-acetat kao eluens u

oba ekstrakta potvrduje se prisutnost komponente istih R¢ vrijednosti (Tablica 2., Slika 9.)
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medutim razliCitog intenziteta Sto ukazuje na isti kemijski sastav u biljnim ekstraktima s

razli¢itim udjelom pojedinih komponenata.

4.3. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su primjenom spektrofotometrijske metode koja se bazira na
reakciji fenolnih spojeva sa Folin-Ciocalteu reagensom, te mijerenju nastalog intenziteta
obojenja pri 760 nm. Postupak pripreme uzoraka proveden je prema protokolu za
odredivanja fenola (odjeljak 3.2.1.). Kao usporedbu uspjesnosti primijenjenih metoda
ekstrakcije (metoda A i B) provedeno je i odredivanje ukupnih fenola u uzorcima TV1 i TV2.
Masena koncentracija ukupnih fenola izracunata je prema jednadzbi pravaca i izrazena u mg
GAE/g trnine. Masena koncentracija ukupnih fenola u ekstraktu dobivenom klasicnom
ekstrakcijom iznosila je 29.64 mg GAE/g ploda trnine, dok u ekstraktu dobivenog
ekstrakcijom u Soxhletu iznosila je7.12 mg GAE/g ploda trnine Sto je u suglasju s rezultatima
koji ukazuju da je masom izoliranih bioaktivnih spojeva veca uporabom klasicne ekstrakcije.
Dobiveni rezultati masenih koncentracija ukupnih fenola u plodu trnine, slazu se s
rezultatima masenim koncentracijama ukupnih fenola u cvijetu trnine dobivenim u prijasnjim
istrazivanjima pri istim uvjetima (klasicna ekstrakcija: 51,85 mg GAE/g cvijeta, ekstrakcija po
Soxhletu 46.7 mg GAE/g cvijeta). Usporedbom s literaturnim navodima za koncentraciju
ukupnih fenola u ekstraktima iz cvijeta odnosno ploda dobivenom uporabom ultrazvuka koji
ukazuje da plod trnine ima manji udio bioaktivnih spojeva moze se zakljuciti da su dobivene

masene koncentracije u skladu s literaturom. [27]

4.4, IR spektroskopija

4.4.1. IR-spektar uzoraka TV1E i TV2E

Snimljeni su IR spektri biljnih ekstrakata dobivenih nakon provedene ekstrakcije
tekuce-tekuce u KBr pastilama, a u spektrima su vidljive karakteristine apsorpcijske vrpce

funkcijske skupine svih komponenata smjese.

Rastezne vibracije hidroksilnih skupina alkohola pojavljuju se kao Siroke apsorpcijske
vrpce u podruéju 3200 do 3600 cm™. Slobodna hidroksilna skupina registrira se kao uska
vrpca pri 3600 cm™, a obi¢no se uodava Sirok signal koji odrazava vodikovu vezu izmedu
hidroksilnih skupina molekula alkohola. U IR spektrima TV1 EtAc i TV2 EtAc prisutna je

uska apsorpcijska vrpca pri 3648 cm ! koja se prepisuje slobodnoj hidroksilnoj skupini i
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Siroka apsorpcijska vrpca oko 3420 cm™ koja se pripisuje hidroksilnoj skupini koja je
ukljucena u vodikove veze, a intenzitet te apsorpcijske vrpce je izrazito jak Sto ukazuje na
prisutnost velikog udjela hidroksilnih skupina u spojevima prisutnim u smjesi. U dijelu spektra
koji karakterizira vibracije istezanja C-H kod zasi¢enih, nezasi¢enih veza i aromatskih spojeva
(2800-3300 cm™), asignirana je apsorpcijska vrpca pri 3057 cm™ koja se moZe pripisati
rasteznoj vibraciji etenske veze =C-H, dok se vrpca pri 2914 i 2844 cm™ pripisuje rasteznoj
frekvenciji veze C-H (Slika 11). Navedene apsorpcijske vrpce su srednjeg intenziteta.
Prisutnost C=C veze u svim snimljenim IR spektrima dodatno je potvrdena apsorpcijskom
vrpcom u podrudju 1620-1680 cm™. U podrudju od 1650 do 1850 cm™, koje se pripisuje
frekvenciji rastezanja svih karbonilnih skupina, asignirane su apsorpcijska vrpca pri 1722 i
1710 cm™koja ukazuje na prisutnost karbonilne skupine flavonskih derivata dok asignirane
apsorpcijske vrpce pri 1186 i 1103 cm-1 odgovaraju istezanjima C-O i C-C veze etera koja
potvrduje prisutnost metoksi skupine prstena B flavonoida. Na osnhovu asigniranih
apsorpcijskih vrpca, moze se potvrditi prisutnost hidroksilne i karbonilne skupine koje su

karakteristicne upravo za fenolne spojeve.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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-15

-20
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Slika 11. FTIR-spektar etil-acetatnih ekstrakata dobivenih klasiénom ekstrakcijom grijanjem

u povrat (—) i Soxhlet ekstrakcijom ().
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Usporedbom inteziteta u asigniranih apsorpcijskih vrpci ekstrakata TV1 EtAc i TV2
EtAc ukazuje na slicnu kemijsku strukturu izoliranih bioaktivnih spojeva s razlic¢itim udjelom
pojedinih komponenata Sto je u suglasju s TLC-kromatografijom. Na osnovu asigniranih
apsorpcijskih vrpca, moze se potvrditi prisutnost funkcijskih skupina koje su karakteristicne
za fenolne spojeve prisutne u plodu trnine, a primarno se to odnosi antocijane (cijanidin-3-C-
glukozid, cijanidin-3-C-rutinozid, peonidin-3-0O-glucozid), flavonol glikozide (kvercetin,
kamferol), fenolne kiseline (derivati neoklorogenske i kafeinske kiseline), te proantocijanidini

tipa A koji su zastupljeni u ispitivanom materijalu.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti slijedece:

1. Izolacija fenolnih spojeva provedena je ekstrakcijom po Soxhletu (metoda A) i klasi¢nom
ekstrakcijom grijanjem u povrat uz 50%-tni etanol kao otapalo (metoda B) pri cemu je
vedi prinos bioaktivnih komponenata dobiven uporabom klasi¢ne ekstrakcije.

2. Masene koncentracije ukupnih fenola u biljnim ekstraktima ukazuju na veéi udio spojeva
dobiven klasi¢nom ekstrakcijom koja je iznosila 29,64 mg GAE/100 g trnine, u odnosu na
ekstrakciju po Soxhletu koja je iznosila 7,12 mg GAE/100 g trnine, Sto je u skladu s
literaturnim navodima.

3. Izolirane bioaktivne komponente karakterizirane su pomocu IR-spektroskopije. U
snimljenim spektrima vidljive su apsorpcijske vrpce koje se pripisuju hidroksilnoj,
esterskoj i karbonilnoj skupini Sto je karakteristi¢no za fenolne spojeve, dok apsorpcijska
vrpca pri 619 cm™ koja odgovara glikozidnoj vezi dokazuje prisutnost flavonol glikozida.
Na osnovu asigniranih apsorpcijskih vrpca moze se potvrditi prisutnost funkcijskih
skupina koje su karakteristicne za fenolne spojeve prisutne u plodu trnine, a primarno se
to odnosi na antocijane (cijanidin-3-C-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-C-
glukozid) flavonol glikozide (kvercetin, kamferol, mercitin), fenolne kiseline (derivati
neoklorogenske i kafeinske kiseline), derivate kumarina, te proantocijanidini tipa A.

4. Nakon provedenih izolacija moze se zakljuciti da se u plodu trnine nalaze spojevi koji
potencijalno mogu imati biolosku aktivnost za Sto je potrebno provesti dodatne analize i

ispitivanja.
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[zjava o izvornosti

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