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6. LITERATURA



1. UVOD

Koristeti bilje u svakodnevnoj prehranipvjek je postupno u@vao njihov ljekoviti
ucinak. Zbog takvih empirijskih spoznaja, koje suremenom i znanstveno podfiene, biljke
imaju vrlo Siroku primjenu u svim aspektima ljudgkavota.

Trnina Prunus spinosd..) je samo jedna od tisu razliitih vrsta samoniklog bilja
koje su Siroko rasprostranjene u Republici Hrvgisk® se koristi u prehrambene svrhe.
Prednost uporabe trnine i ostalog samoniklog hbil@rehrambene svrhe je u tome Sto raste u
prirodnim i optimalnim uvjetima bez neposredne $§kel intervencije. Plodovi trnine sadrze
znaajnu kolinu bioloski aktivnih spojeva, posebno vitaminandinih spojeva te minerala.
Uz tanine, koji su nosioci trpkog okusa i predgggul zn&ajnu kolinu fenolnih spojeva, u
trnini su prisutne i hidroksicimetne kiseline, féav3-oli i flavon glikozidi [1]. Cvijet i list
trnine sadrze zrajne koncentracije flavonoida, od kojih su najzplémiji flavonoli:
kamferol, kvercetin i njihovi glikozidi, te fenolmi kiselina, dok su u cvijetu prisutni i
proantocijanidini tipa A [2].

Cilj ovog istrazivanja je bio izolirati i karakterrati bioaktivnhe komponente iz
osusenog cvijeta i lista trnine primjenom kéas& metode ekstrakcije grijanjem u povrat uz 70
%-tni etanol odnosno metanol kao otapalo, odré&diticentraciju ukupnih fenola, flavonola i
hidroksicimetne kiseline spektrofotometrijskom nokim u dobivenim biljnim ekstraktima, te
odrediti sastav i udio pojeditiah fenolnih spojeva primjenom sofisticirane metode

tekutinske kromatografije visoke djelotvornosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TRNINA

Trnina Prunus spinosd..) pripada rodwPrunus podporodicaPrunoideaeg te porodici
Rosacea¢3]. Botantki gledano, postoji samo jedna vrsta bilfReunus spinosano pojedini
grmovi pokazuju znakove hibridizacije s ostalimtamsa divljih Sljiva [4].

2.1.1. Osnovne karakteristike biljke

Sinonimi za trninu su crna trnina, crni trn, diviggivice, trnavka, trnula, trnjina,
trnjula, mrki trn, kukinj. Billka je grm, visok od do 3 metra kojem su mladi izdanci
barSunasto dlakavi, a prostrane grane zavrSavajumo8njem. Kora je crno-snde boje.
Listovi su s peteljikom ovalnog oblika i nazubljesidonje strane u petku razvoja oskudno
dlakavi, a kasnije goli. Bijeli cvjetovi pojavljujse neposredno prije listanja tako da se jedva
zamje&uju grane, imaju po pet bijelih latica, a pojavjige pojedinéno ili po dva-tri zajedno.
Plodovi su kosStunice okrugla oblika vatie do 1,5 cm, tamnoplave boje [5]. Vrlo &gsto
drze grana pa na njima ostaju do pradjeMeso im je zelenkasto, trpko i kiselo, te s&des
odvaja od kostice, a okus kiseo i trpak, te st®hes i okus najsléniji su gorkom bademu.
Trnina cvjeta od ozujka do svibnja, a plodovi gaxaju u kasno ljeto i jesen te se ponekad
mogu n&i na biljci i tijekom zimskog razdoblja. Cvjeta napije meiu doma&im grmljem.

Y F. = RS

Slika 1. Cvijet i plod trnine [6].



U Hrvatskoj je vrlo rasprostranjena, éteom uz rubove Suma, na neplodnom tlu i
pasSnjacima, nag&e na vapnertkom tlu. Raste u \@ni dijelova juzno-srednje Europe, osim
na donjoj polovici Pirinejskog poluotoka, a Siri sgeverno sve do juznog dijela
Skandinavskog poluotoka. Istwo doseze Malu Aziju, Kavkaz i Kaspijsko jezero. 2dase
pron&i i na izoliranim podrgjima u Tunisu i Alziru, a uvezena je i lokalno u@ga i u

Sjevernoj Americi te na Novom Zelandu [6].

2.1.2. Kemijski sastav

Cvijet 1 list trnine sadrzi zn@mjne koncentracije flavonoida, od kojih koji su
najzastupljeniji derivati flavonola (kamferol, keetin, te njihovi glikozidi sa arabinozom,
ramnozom i ksilozom). Cvijet sadrzi i proantociginie tipa A, a u listovima se mogu préna
karotenoidi i norizoprenoidi, dok oba dijela biljgadrze fenolne kiseline [7].

Osim flavonoida i fenolnih kiselina cvjetovi istovi sadrze sterole i triterpene. U
cvjetovima su prisutni i terpenoidni alkohalt i B-amirini, od kojih je viSe zastupljep-
amirin. Iz smjese triterpenskih kiselina identifasie su oleinska i urséhia. Od sterola, u
najvetoj koncentraciji identificiran jep-sitosterol, a u malim kalinama potvéena je i
prisutnosty-sitosterola, stigmasterola i sterol glikozida.

Kod plodova trnine, prisutne su zagne koltine fenolnih antioksidansa, od kojih se
po koncentraciji najviSe isti flavonol glikozidi (kvercetin, kamferol), fenolnkiseline
(derivati neoklorogenske 1 kafeinske kiseline), i¢ei kumarina, antocijani te

proantocijanidini tipa A [8].

2.1.3. Ljekovito djelovanje i primjena

Premda je trnina samonikla i nekultivirana biljkgtovo svi njeni dijelovi (plod, list,
cvijet i kora) imaju primjenu u medicini i prehraproj tehnologiji. Zreli plodovi v@nom se
koriste za izradu dZzemova, zelea, vina, octa iildestih alkoholnih péa zbog speciénog
astringentnog svojstva. Plodovi se mogu koristto krijedan izvor prirodnih antioksidansa
zbog visoke koncentracije askorbinske i fenolnigekna. Cvjetovi, latice i listovi uglavnom
se primjenjuju u medicinske svrhe za pripretajeva, sirupa, svjezih sokova ili tinktura koje

smanjuju simptome anemije i dijareje, te drugihtigastestinalnih tegoba [6].



Antiseptcko djelovanje plodova billke se temelji na prisigtio tanina
(polinidroksiflavan-3-ola) pa se moze Koristiti ok upala sluznice probavnog trakta [9].
Biline infuzije mogue je koristiti kao blagi laksativ u l§enju opstipacije i konstipacije.
Zbog stimulirajéeg winka na metabolizam, plodovi se mogu koristiti kéanjanje tegoba u
lijecenju dermatitisa, herpesa, alergije, prehlade, duardn kamenaca i poreksga
mokratnog mjehura [10].

Kemoprotektivan @inak bioaktivnih komponenata trnine povezuje senghovom
antioksidativnom aktivna$i. Klorogenska kiselina, te kvercetin i njegovi idati, kao i
proantocijanidini tipa A vrlo sudinkoviti antioksidansi. Flavan-3-oli su zastupljanijako
niskim koncentracijama u trnini, ali taker imaju niz pozitivnih ginaka na zdravlje [11].
Antocijani, spojevi koji pridonose boji plodova ime, tak@er imaju pozitivhe terapeutske

ucinke uglavnom zbog njihovih jakih antioksidativrstiojstava.

2.2. BIOAKTIVNE KOMPONENTE

Bioaktivhe komponente su esencijalni ili neeseihaijapojevi (npr. vitamini, fenoli)
koji se pojavljuju u prirodi, dio su prehrambena@gda, a pokazuju potencijalno pozitivhog
djelovanje na zdravljeéovjeka [19]. Esencijalne bioaktivhe komponente @ohio je unositi
hranom, za razliku od sekundarnih biljnih metalaolia koje ne postoje preporuke jer ne
moze déi do njihovog nedostatka u organizmiovjeka. Najvéa skupina bioaktivnih

komponenti prisutnih u cvijetu i listu trnine surapo fenolni spojevi.

Fenolni spojevisu sekundarni biljni metaboliti prisutni u velikdmnoju biljnih vrsta u
zna&ajnim kolicinama, poznato ih je oko 8000d@e jednu od najbrojnijih skupina spojeva u
prirodi [20]. Metusobno se razlikuju po strukturi jer osnovnu stmak€ini aromatski prsten
na koji moze biti vezana jedna ili viSe hidrokdirskupina [17]. U biljnom tkivu se alno
pojavljuju vezani na druge molekule, glikozidnonzem s ugljikohidratima, ali i sa sulfatnim
ili acetilnim skupinama [21]. lako su fenoli prisutu biljnom tkivu, ve&ina njih ipak nastaje
biosintetskim putem iz aminokiselina fenilalanink firozina. Kljucni korak u tom
biosintetskom putu je udenje jedne ili viSe hidroksilnih skupina u fenilmisten te nastaje
cijeli niz fenolnih spojeva: cimetne kiseline (C&Cbenzojeve (C6-C1), flavonoidi (C6-C3-
C6), proantocijanidi [(C6-C3-CH) kumarini (C6-C3), stilbeni (C6-C2-C6), lignarC6-C3-
C3-C6) i lignini [(C6-C3)] [22].



Zahvaljujiei  specificnoj  strukturi molekule, fenolni spojevi pokazuju agan
potencijal interakcije s proteinima uslij€¢géga mogu inhibirati neke enzime (lipoksigenaze,
ciklooksigenaze i ksantin oksidaze i dr.) te djelibkao antioksidansi [23].

Zbog brojnih razloga, ukljuju¢i strukturne raznolikosti, nedostatak standardigira
metoda i varijacije sadrzaja u odemoj namirnici, vrlo je teSko procijeniti dnevni am
fenola, a iznosi u prosjeku 1000 mg/dan. Glavnihmmbeni izvor fenola su ¥e i pia
(voéni sokovi, vino,c¢aj, kava, pivo, itd.), dok po¥e, mahunarke i Zitarice taer mogu
doprinijeti dnevnom unosu, ali u manjoj mjeri [24).cvijetu i listu trnine uglavnom se nalaze
viSe koncentracije flavonol glikozida, proantoci@ina, te manje koncentracije

hidroksicimetnih kiselina.

2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiselin€ine oko tréinu fenolnih spojeva prisutnih u biljkama, a priseisu u
slobodnom ili vezanom obliku. U prirodi se rijetk@laze u slobodnom obliku, kage
dolaze u konjugiranim oblicima te kao esteri [12].

Spadaju u neflavonoidne polifenolne spojeve kojissebzirom na strukturu mogu
podijeliti na dva glavna razreda: derivate hidrbksizojeve (C1-C6) i hidroksicimetne (C3-
C6) kiseline [13]. U derivate hidroksibenzojevediise pripada galngp-hidroksibezojeva,
siriginska i vanilinska kiselina, a u derivate kisicimetne p-kumarinska, kafeinska,
ferulinska i sinapinska kiselina.

U cvijetu trnine u véim koncentracijama mogu se dn&lorogenska ip-kumarinska

kiselina (ester kafeinske i kininske kiseline) k&I2).
HQ CO.H 0O

/ OH

OH HO

OH

Slika 2. Struktura klorogenskeg-kumarinske kiseline.



2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi su spojevéiju osnovnu struktur&ini difenilpropanski kostur €(Ces-Cs-
Ce) u kojem su dva benzenska prsteAai B) povezana piranskim prstenotkoji sadrzi
kisik. Razlciti razredi flavonoida razlikuju se po stupnju akastije i supstitucijiC prstena,
dok se pojedinani spojevi u razredu razlikuju prema supstitucigtenovaA i B [14].

Prema nomenklaturi, osnova strukture flavonoid&genijski spoj difenilpropan iz
kojeg gubitkom vode i zatvaranjem C prstena nasiay@n, a iz njega se izvodi odeni broj
osnovnih struktura flavonoida: flavanoni, flavare8- flavoni, flavon-3-oli, antocijanidini i
izoflavoni. Neki se od njih mogu smatrati derivadinbenzoy-pirona ili benzoy-pirana.
Navedeni spojevi mogu biti hidroksilirani, metoksihi i glikozidirani s monosaharidima ili
oligosaharidima, &esto sadrze i acilne skupine na r&#hn poloZajima osnovne flavonoidne
strukture ili glikozidnog dijela. Kod flavonoidakader postoji i velika sklonost umrezavanju

I polimerizaciji (npr. tanini) [15].

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida [15].

Flavonoli su najzastupljenija podgrupa flavonoidnih spojepdsutni su u véu,
narcito citrusima (nobiletin, tangeretin). Na&&i flavonoli su miricetin, izomiricetin,
kvercetin i kamferol, uglavhom su prisutni u oblikd-glikozida, te se n&se vezu s
glukozom i ramnozom, ali mogu i s galaktozom, arabom i ksilozom [16]. Listovi i
cvjetovi trnine sadrZze zmtajne koncentracije kamferola, kvercetina te njihogiikozida.
Cvjetovi sadrzavaju flavonoide najviSe u formi msabarida vezanih na aglikon, uglavhom
kamferol i kvercetin 3-O-arabinozide [7]. Taley, potvidena je prisutnost kamferola i
kvercetina u obliku kamferol- i kvercetin 3-O-anabfuranozida te kamferol 3-O-
ramnopiranozida [2]. Listovi su bogati disaharidivezanim na aglikon, uglavnhom kampferol
3,7-diramnozidom [7] (Slika 4, tablica 1).



Flavonol R El R2
,f"'-\x-‘;._\',-f' R

i | | Kampferol H H H
Rzox\]‘/%_f_ O g Evercetin OH H H
|l 2 (| Eampferol 3-0O-arabinozid H | Arabinoza H

e i S N ! | | |
| “T DR1 Exercetin 3-C-arabinozid OH | Arabinoza H

OH O

Eampferol 3,7-dirammozid H Bammnoza | Famnoza

Slika 4./Tablica 1 Struktura nekih flavonol glikozida prisutnih uitmi [7].

Flavanoli koje nazivamo i flavan-3-oli, poznati su kao katehKompleksna su
podgrupa flavonoida prisutnih od jednostavnih moem(+)-katehin) i njihovih izomera({
)-epikatehin), do oligomera i polimera kao 5to sogmtocijanidin, poznatiji kao kondenzirani
tanini. Flavanole u prirodi vrlo rijetko stemo slobodne, nég&e se nalaze u glikozidnom ili

esterificiranom obliku [17].

Proantocijanidini ili kondenzirani tanini su skupina flavonoida kgé sastoje od
flavanolskih podjedinica povezanih u dimere, triendr oligomere s(-)-epikatehinom i(+)-

katehinom kao glavnim podjedinicama [18].

Prlnalltﬂlt:ijimiﬂ in Al . Proantocijanidin A 2
epikatehin-(2—7.4p—8)-katehin epikatehin-(2p—7.4p—8)-epikatehin
dimer

Slika 5. Strukture glavnih proantocijanidina u trnini [18].



Monomeri oligomernih proantocijanidina tipa A poaez su C2-O-C7 ili C2-O-C5
interflavanskom vezom, za razliku od procijanidinza B gdje je rij¢ o C4-C6 ili C4-C8
vezi [14]. Cvjetovi trnine u w@m koncentarcijama sadrzavaju uglavnom procijar@dipa
Ali A2 (Slika 5) [2].

2.3. METODE EKSTRAKCIJE FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je prvi vazan korak izolacije fenolrsbojeva iz biljnog materijala prije
daljnje upotrebe ili analize, a za svaku biljnuturpotrebno je optimizirati uvjete ekstrakcije.
Metode ekstrakcije fenolnih spojeva proizlaze ihoye strukture i oblika u kojem se nalaze
u prirodnom supstratu. Fenolni spojevi se moguraksgtati iz materijala koji moze biti u
svjezem, suhom ili zamrznutom stanju, usitnjenicijeli, ali nage&e u stanju u kojem se
koristi za upotrebu. Odabirom prikladne metode reksije fenolnih spojeva treba voditi
racuna o topljivosti spojeva koje Zelimo ekstrahirai, odabrati najpogodnije otapalo.
Ekstrakcija otapalima i ekstrakcija super Knim plinovima su n&@ge&e upotrebljavane
tehnike izolacije fenolnih spojeva. U literaturi gpisan cijeli niz istrazivanja izolacije i

analize fenolnih spojeva iz raglih biljnih vrsta [25].

2.3.1. Klasi¢na ekstrakcija otapalima

Ekstrakcija razliitim vrstama otapala je n#gXe upotrebljavana tehnika pripreme
ekstrakta iz biljnog materijala zbog njezine efikasti i Siroke primjenjivosti. Udio
ekstrahiranih fenolnih spojeva ovisi 0 ovisi 0 kgkj strukturi spojeva koji se ekstrahiraju
iz bilinog materijala, polarnosti otapala, vrementemperaturi ekstrakcije, te o fizikalno-
kemijskim karakteristikama ekstrahiranog uzorka [25

U klasiinoj ekstrakciji otapalima n&&e upotrebljavana otapala su metanol i etanol s
razlicitim udjelom vode. Prisutnost i udio vode u orgasjdiazi otapala ima ziajnu ulogu,
jer voda pojdava proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolgiiojeva iz biljnog materijala
Primjenom metanola kao otapala mégye ekstrahirati oko 20% viSe fenolnih spojevameg
etanolom [27], a metanol j&imkovitiji | za ekstrakciju fenolnih spojeva nizinolekularnih
masa. Fenolne kiseline koje su prisutne u netapfjivobliku, vezane kao esteri ili glikozidni
kompleksi, te se njihova ekstrakcija vilesto osim primjenom organskih otapala provodi i u

kombinaciji s kiselom ili baznom hidrolizom. Dodatk baze ovisi o kemijskoj strukturi



spojeva koji se ekstrahiraju iz biljnog materijaldi kiseline dovodi do hidrolize i
oslobaanja vezanih fenolnih kiselina, ali i do hidrolinekih nestabilnih spojeva kao Sto su
ostaci Séera ili acilnih skupina [28]. U industrijskim razemjma za ekstrakciju fenolnih
spojeva iz biljnog materijala viSe se koristi etafiovodene otopine etanola, zbog manje
toksiénosti [26]. Prema US Food and Drug Administrati@enpzoizvodnju biljnih ekstrakata
preporia se upotreba ekoloski prihvatljivih i manje taksh organskih otapala kao Sto su
etanol,n-butanol i izopropanol [28].

Klasiéni postupci ekstrakcije (maceracija, Soxhtlet) gahaju duze vrijeme
ekstrakcije uz v& utroSke otapala pa se sve viSe koriste novij@aeetkstrakcije kao Sto je
ekstrakcija super krithim plinovima, ekstrakcija mikrovalovima, ekstrgkcpotpomognuta
ultrazvukom, te ekstrakcija primjenom visokog tlakad kojih je vrijeme znatno skiano
[27].

2.3.2. IR-spektroskopija

Zr&tenje u infracrvenom podéu odgovara energiji koja izaziva molekulske
vibracije. Uzorak izloZen infracrvenom Zemju, uz kontinuiranu promjenu valne duljirig, (
apsorbira u spektrometru upadnoceme koje po energiji odgovara pojedinim molekuiski
vibracijama. Energije rasteznih vibracija organskitolekula odgovaraju infracrvenom
zratenju s valnim brojevima iznde 4000 i 1200 cr. Taj dio spektra vrlo je koristan za
odrefivanje funkcionalnih skupina organskih spojeva te &sto naziva podtije
funkcionalnih skupina, zbog toga Sto su poloZapiakteristike apsorpcijskih vrpci ¢ee
funkcionalnih organskih spojeva pri tim valnim disma razmjerno nepromjenijive.

Podruje frekvencije u IR-spektru ispod 1600 érsadrzi velik broj vrpci. Uz malo
karakteristénih rasteznih vibracija pojedinih veza, tu se nalamjne vrpce koje odgovaraju
deformacijskim vibracijama molekule kao i nekim Z#aim vibracijama i vibracijama
gornjeg tona. Oblik koji ocrtavaju sve vrpce zajedarakteristian je za odrdeni spoj, pa se
taj dio spektra zove podfje “otiska prsta”.

Karakteristéne vrpce za organske molekule javljaju se u pgdrod 3300 do 2800
cmit Sto se pripisuje rasteznim frekvencijamaHOveza. Vrpce koje se javljaju u podju od
3600 do 3200 crhkarakteristine su za hidroksilne skupine alkohola, a ukolikbipgFoksilna
skupina dio karboksilne kiseline javlja se kao &lmka vrpca u podtju od 3600 do 2500
cml. Ta vrpca zajedno s rasteznom frekvencijom kathopii 1710 crit karakterizira



karboksilne kiseline. Aromatski spojevi 6bo daju niz vrpci izméu 1600 i 1400 cm, a
vrpce u podrgu od 900 do 700 crhsedesto primjenjuju za utdivanje n&ina supstitucije

na aromatskom prstenu [29].

2.3.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuwinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPL@)tjp kromatografije koji se
cesto koristi i u kemiji i biokemiji hrane za idefitaciju i kvantifikaciju bioloSki aktivnih
komponenata. Kolona HPLC ul&a sadrzi stacionarnu fazu kroz koju prolazi mudilaza, a
detektor na kraju kolone pokazuje retencijsko wmigefrakcija (vrijeme u kojem se odeni
analit eluira). Uzorak koji se analizira injektis8 u malom volumenu te pri prolasku kroz
kolonu usporava zbog speé¢iiih fizikalno-kemijskih interakcija koje ovise oipydi analita i
kemijskom sastavu mobilne i stacionarne fazesto se sastav mobilne faze mijenja tijekom
eluacije kako bi se postiglo bolje razdjeljivanjenkponenata smjese (gradijentna eluacija),
iako je mogue sve sastojke eluirati istim otapalom iste kon@aije (izokratska eluacija).

Ovisno o polarnosti mobilne i stacionarne faz® tegfinu razdjeljivanja, tekéinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti mozemo podijeha: kromatografiju normalnih faza,
obrnutih faza, gel filtraciju, kromatografiju ionskizmjene i afinitetnu kromatografiju.
Razdjeljivanje kod kromatografija normalnih i obtinufaza temelji se na razltoj polarnosti
mobilne i stacionarne faze. Kod kromatografije nalmrh faza, stacionarna faza je polarna, a
mobilna nepolarna, zbagegace se polarniji spoj duze zadrzavati u kolonteéegmati najduze
retencijsko vrijeme (odnosno zadig napustiti kolonu). Kod kromatografije obrnutilzda
stacionarna faza je nepolarna, a mobilna polarnéepanaj spoj najmanje polarnosti zadnji
napustiti kolonu. Gel filtracija razdvaja komporemsimjese ovisno o molekulskoj masi zbog
¢egace molekule manje molekulske mase ulaziti u pore,galelazitice veti put tece imati
duZe retencijsko vrijeme. Kromatografija ionske jene u interakciju dovodi ione i naboj
stacionarne faze, prtemu dolazi do mi#usobnog prividenja iona suprotnog naboja.
Afinitetna kromatografija se temelji na speafim reverzibilnim interakcijama proteina i

liganda, a eluacija se vrsi ili ugenjem novog liganda ili promjenom pH vrijednos®]3
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

S cillem izolacije bioaktivninh komponenata pristitni cvijetu i listu trnine Rrunus
spinosa L) (Slika 6), kao polazni materijal koristio se osniScvijet i list nabavljen u suradnji

sa Suban d.o.o., koji je neposredno prije izolacggnjeni u prah.

¢ MRS p—

Slika 6. OsusSeni usitnjeni cvijet i list trnine.

Tehniki etanol (EtOH) i metanol (MetOH) svjeze su prediesni prije koriStenja.

Ostali kupovni reagensi i kemikalije su koriStenztpr@iScavanja.
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3.2. METODE RADA

Uzorci praha suSenog cvijeta i lista trnine podutgisu klasénoj ekstrakciji kruto-

tekute grijanjem u povrat uz 70%-tni etanol odnosno mat&ao otapalo.

Metoda A: Klasicna ekstrakcija kruto-teke grijanjem u povrat ili refluks uz 70%-tni etanol
kao otapalo, nakotega slijedi ekstrakcija teka-tekite uz etil-acetat kao otapalo.

Metoda B: Klasicha ekstrakcija kruto-teke grijanjem u povrat ili refluks uz metanol kao

otapalo, nakowega slijedi ekstrakcija teka-tekite uz etil-acetat kao otapalo.

Tablica 2. Oznake uzoraka ekstrakta cvijeta trnine

Metoda ekstrakcije Otapalo Uzorak
70%-tni etanol KEEt
Metoda A Etil-acetat KEEtEtAc
Voda KEEtHO
Metanol KEMe
Metoda B Etil-acetat KEMeEtAc
Voda KEMeRO

Za utvdivanje sastojaka smjese biljnih ekstrakata korgstgn metoda tankoslojne
kromatografije preswtenim slojem silika gela (60F—-254) Merck u odgovatam sustavu
otapala.

Za detekciju izoliranih komponenata koriStena je-ldwhpa pri valnoj duljini od 254
nm. Biljni ekstrakti su présceni preparativnom tankoslojnom kromatografijom mikegelu
(-Merck®, Kiselgel 60 Hks4) uporabom etil-acetata kao eluensa.

Koncentracija ukupnih fenola, flavonola i takisicimetnih kiselina odtena je na
spektrofotometru UV UNICAM Helio§.

Odreiivanje sastava i udjela pojedimh fenolnih spojeva, fenolnih kiselina i
flavonoida u dobivenim ekstraktima provedeno jéAgdent 1260 Infinity HPLC sustavu.

FTIR spektricvrstih uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu Kao dikolormetanske

otopine na Bomem MB 100 Mid FTIR—spektrofotometru.
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Tuma’enje spektroskopskih oznaka i kratica:
IR spektri: v = rastezanje (stretching), j. = jakaca, sr. = srednja vrpca, S. = Siroka vrpca,

sl. = slaba vrpca.

3.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih komponenata

3.2.1.1. METODA A: Klasi ¢na ekstrakcija grijanjem u povrat uz etanol kao
otapalo

Sastavi se aparatura za refluks (Slika 7.). U tikvse stavi odvagana masa od 3 g
praha susSenog cvijeta i lista trnine i 70%-tni etamolumena 150 mL, te se zagrije do
temperature vreliSta otapala. Kada sadrzaj tikvicene refluksirati, odnosno otapalo
kondenzira te pine kapati natrag u tikvicu, mjeri se vrijeme reflak Nakon sat vremena
ekstrakcije rastavi se aparatura, a dobivena sessnphladi, te filtrira preko Buchnerova
lijevka pri ¢emu je dobiven filtrat tamnosme boje ugodnog mirisa. Nakon izuzimanja 10
mL ekstrakta za oddévanje ukupnih fenola, flavonola i hidroksicimetrkiselina, zaostali
filtrat se upari na rotacijskom otparita do suha, pricemu je dobiveno 1.06 g biljnog

ekstraktaKEEt tamnosmée boje i karameliziranognirisa.

g —— rashladna voda

_ ~kuglice za vrene

azbesing mretica

élika 7.Grijanje u povrat.

Upareni biljni ekstrakKEEt se otopi u vodi te se provede ekstrakcija tekiekite,
odnosno izmékivanje u lijevku za odijeljivanje, uz etil-acet&ao otapalo. Postupak
izmuckivanja ponavlja se 3 puta pfemu su izdvojeni vodeni i organski slojevi. Vodsiuj
upari se na rotacijskom otparditai osusi u eksikatoru ptiemu je dobiveno 832 mg uzorka
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KEEtH 20, smele boje i intenzivnog, neugodnog mirisa, dok seatétatni slojevi spoje,
osuSe bezvodnim N8Oy i upare do suha ptiemu je dobiveno 254 mg tamno zelene krutine
KEEtEtAc . Dobivenim ekstraktima snimljeni su IR spektriilieen karakterizacije izoliranih

spojeva u pojedinom sloju.

| R-spektar KEEtH 20: Vmad ¢t (KBr): 3417 (3. j., O-H), 3018 (sl., C-H, aromatbski
2914, (sr., C-H), 2850 (sr., C=C), 1722 (j., C=0§08 (j., C=C), 1392 (sl., GH 1056 (sr.,
C-0, C-C).

| R-spektar KEEtEtAC : Vmax cnit (KBr): 3396 (8. j., O-H), 3068 (sl., C-H, aromaiski
2914, (sr., C-H), 2844 (sr., C=C), 1701 (j., C=Dp29, 1698 (sl., C=C), 1438, 1384 (sl.,
CHy), 1270 (sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).

Kako bi se ustvrdio sastav dobivene smjese etilatiweg ekstrakta i odredio pogodan
eluens za odjeljivanje pojedinih komponenata smjepeovedena je tankoslojna
kromatografija. Kao najbolji sustav za razdvajangorka na pléici, pokazao se silikagel
(SiOz) kao stacionarna faza, a etil-acetat kao mobi@aza.f Za navedeni sustav naate su
Rs vrijednosti najdominantnijin komponenti smjeselfliea 3).

Smijesa spojeva iz uzorkBEEEtEtAc prociS¢ena je preparativnom tankoslojnom
kromatografijom na silikagel ptama uporabom etil-acetata kao eluens&gmu je iz 50 mg

uzorka izolirano 5 dominantnih komponenti (Slika 8)
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Slika 8. Razdvojene komponente ekstraKiaEtEtAc preparativnom tankoslojnom
Kromatografijom.

Tablica 3. Dominantne komponente izolirane preparativnhomdaaldinom kromatografijom
iz ekstrakat& EEtEtAC

Komponenta Masa (mg) Rs Boja
KFA1 4,0 0,9 Zelena
KFA2 5,9 0,43 Zuta
KFA3 6,4 0,41 fluorescentno zeleno-zZuto
KFA4 2,5 0,33 zuto-zelena
KFA5 3,8 0,11 Tamnozelena

Dobivenim frakcijamaKFALl, KFA2 i KFA3 snimljeni su IR spektri s ciljem
karakterizacije izoliranih spojeva.

| R-spektar KFAL: Vmad cnit (CH2CI2): 3304 (8. sl., O-H), 3018 (sl., C-H, aromatsR959,
2932 (sr., C-H), 2873 (sr., C=C), 1700 (j., C=C584 (sl., C=C), 1450, 1384 (sl., GH1297
(sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).
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| R-spektar KFA2: vmad cnit (CH2Clo): 3304 (8. sl., O-H), 3068 (sl., C-H, aromatsk960,
2929 (sr., C-H), 2873 (sr., C=C), 1700 (sl., C=0§08 (sl., C=C), 1450, 1384 (sl., @H
1297 (sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).

| R-spektar KFA3: vmad cmit (CH2Cl2): 3373 (3. sl., O-H), 3015 (sl., C-H, aromatsR958,
2932 (sr., C-H), 2874 (sr., C=C), 1700 (sl., C=»80 (j., C=C), 1450, 1384 (sl., GK11299
(sr., C-OH), 1126, 1075 (sr., C-O, C-C).

3.2.1.2. METODA B: Klasi ¢na ekstrakcija grijanjem u povrat uz metanol kao
otapalo

Na isti n&in kao i kod metode A, provedena je ekstrakcijastamolom kao otapalom
pri ¢emu je dobiven filtrat tamnosme boje neugodnog mirisa iz kojeg je izdvojeno 10 mL
ekstrakta za oddevanje koncentracije ukupnih fenola, flavonola ridata hidroksicimetnih
kiselina. Ostatak ekstrakta uparen je na rotaaiskdpariv&u do suha préemu je dobiveno
857,2 mg uzorakKEMe tamnosmée boje i karameliziranog mirisa. Nakon provedene
ekstrakcije tog uzorka s etil-acetatom izdvojemgdeni sloj koji se upari do suha gamu je
dobiveno 578,2 mg snie viskozne tvari uzoraKEMeH 20. Organski slojevi se spoje, upare
pri cemu je dobiven uzoraKEMeEtAc mase 193,5 mg u obliku krutine maslinaste boje i
ugodna mirisa.

EkstraktimaKEMeH 20 i KEMeEtAc snimljeni su IR spektri s ciliem karakterizacije

izoliranih spojeva u pojedinom sloju.

| R-spektar KEMeH 20: Vimax cmit (KBr): 3417 (3. j., O-H), 3018 (sl., C-H, aromatski
2914, (sr., C-H), 2850 (sr., C=C), 1722 (j., C=008 (j., C=C), 1392 (sl., G 1056 (sr.,
C-0, C-C).

|R-spektar KEMEEtAC: Vmad cmit (KBr): 3396 (3. j., O-H), 3068 (sl., C-H,
aromatski), 2914, (sr., C-H), 2844 (sr., C=C), 17P1C=0), 1629, 1698 (sl., C=C), 1438,
1384 (sl., CH), 1270 (sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).

Prije postupka praScavanja preparativnom tankoslojnom kromatografijd@mC-om
je postavljen sustav za razdvajanje komponenatasanoji ukljiuje etil-acetat kao eluens,
te su izrdunate R vrijednosti (Tablica 4). Preparativnhom tankoslemé&romatografijom 60

mg uzorkaKEMeEtAc, izolirano je 6 dominantnih komponenti (Slika 9).
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Slika 9. Razdvojene komponente ekstrakKfaMeEtAc preparativnom tankoslojnom

kromatografijom.
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Tablica 4. Dominantne komponente izolirane preparativnomdatldinom kromatografijom
iz ekstrakata& EMeEtAc

Komponenta Masa (g) Ry Boja
KFB1 10,2 0,90 zelena
KFB2 3,9 0,73 zuto-zelena
KFB3 4,1 0,64 zuto-zelena
KFB4 3,0 0,40 zelena
KFB5 3,6 0,30 zuto-zelena
KFB6 7,0 0,11 tamnozelena

Dobivenim frakcijamaKFB1, KFB2, KFB3 i KFB6 snimljeni su IR spektri s ciljem

karakterizacije izoliranih spojeva.

| R-spektar KFB1: Vmad cnit (CHxCl2): 3460 (3. sl., O-H), 3014 (sl., C-H, aromatsi929
(sr., C-H), 2873 (sr., C=C), 1726 (j., C=0), 16@L,(C=C), 1465, (sl., CH, 1379 (sr., C-
OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).

| R-spektar KFB2: vmay cnit (CH2Clo): 3358 (8. sl., O-H), 3018 (sl., C-H, aromatsk60,
2929 (sr., C-H), 2873 (sr., C=C), 1724 (j., C=C§0& (sr., C=C), 1465, 1384 (sl., @H1297
(sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C-C).

| R-spektar KFB3: Vmad cmit (CH2Cl): 3373 (8. sl., O-H), 3015 (sl., C-H, aromatsiy32
(sr., C-H), 2874 (sr., C=C), 1724 (j., C=0), 16@8,(C=C), 1465, 1384 (sl., GH 1299 (sr.,
C-OH), 1126, 1075 (sr., C-O, C-C).

| R-spektar KFB6: Vmay cnit (CH2Clo): 3368 (3. sl., O-H), 3017 (sl., C-H, aromatskiy58,
2932 (sr., C-H), 2874 (sr., C=C), 1724 (j., C=y08& (j., C=C), 1465, 1384 (sl., GKH 1299
(sr., C-OH), 1126, 1075 (sr., C-O, C-C).
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3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Odretivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom/meltamm ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode koja se t@nmal kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom, te mjerenjem nastalog intetazabojenja pri 765 nm. Folin-Ciocalteu
reagens je smjesa fosforvolframove i fosfomolbi¢teridgseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari
u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduairajvolframov oksid i molbidenov oksid

koji su plavo obojeni.

NaWO4/NaeMoO, + Fenol— (fenol-MoW:1040)*
Mo(V1) (zuto obojen) + e— Mo(V) (plavo obojen)

Redukcija ovih kiselina odnosno tvorba relativrabiihog plavo obojenog kompleksa
bit ¢e intenzivnija Sto je prisutan &ebroj hidroksilnih skupina ili oksidirajtih grupa u

fenolnim spojevima.

Reagensi u postupku odréivanja ukupnih fenola su:

1. Folin-Ciocalteu reagens

2. Zasikena otopina natrijeva karbonata: 208a otopina koja se priprema tako da se 200
g bezvodnog natrijeva karbonata otopi u 800 mLéerdestilirane vode, a potom
ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko dést natrijeva karbonata,
nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon I24iltrira.

3. Standard galne kiseline: odvaze se 500 mg galmdirkésu plastinoj ladici za vaganje
te se poméu 10 mL 96%inog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tilvi
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potoend® oznake nadopuni

destiliranom vodom.
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Priprema uzoraka:

Za potrebe odidvanja ukupnih fenola ekstrakte je potrebno radiije Etanolni i metanolni
ekstrakti dobiveni klasnom ekstrakcijom i ekstrakti dobiveni iz vodenogjalrazrijeteni su
5x, a etil-acetatni ekstrakti razieni su 10x.

Postupak odralivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom l@0ekstrakta, 20QuL Folin-Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min deeldl mL zasene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa, a potom seiueorwstatiraju 25 minuta pri t=50 °C (u
kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se apsacha (opttka gustéa otopine) pri valnoj
duljini 765 nm. Na isti n&n se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekdh uzima

otapalo za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca, odvaze se 0,5 g ¢adekne. Odvaga se otopi u 10
mL 96%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mlnadopuni destiliranom vodom do
oznake. Od te otopine galne kiseline rade se wamja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetira redom 0, 1, 2, 3, 5i 10 ritvata standardne otopine galne kiseline u
svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju destiliranemdom do oznake. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 0, 50, 100, 1500 2500 mgdri¥. Iz svake tikvice otpipetira
se po 100 pL otopine standarda u staklene epruRetem se dodaje redom 200 pL Folin-
Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode i 1 mdiceae otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijeSa, a potom se uzorci termosta@&jminuta u kupelji od rotavapora, pri 50
°C, nakon¢ega im se mijeri apsorbancija pri 765 nm. Iz iznmérevrijednosti apsorbancija,
nacrta se bazdarni pravac pamgrograma Microsoft Excel, pfemu su na apscisi nanesene
koncentracije galne kiseline (mgtin a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbangije
765 nm. GAE je ekvivalent galne kiseline (englligacidequivalent) [31].
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Koncentracija ukupnih fenola iziana se prema dobivenoj jednadzbi pravca i izrazena

je umg GAE/100 g trnine.

Y=aX

Y = apsorbancija pri 765 nm,

X = koncentracija galne kiseline (mg/L).

Mjerenje apsorbancije ekstrakatautaipne fenoleprovedeno je u dvije paralele.

Uzorci METODE A:

Apsorbancija ekstraktdEEt je nakon razrj@genja u omjeru 1:5 iznosila:

A7esnm= 0,776
A7esnm= 0,824

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,8 nm

Apsorbancija ekstraktdEEtH 20 je nakon razri@enja u omjeru 1:5 iznosila:

A7esnm= 0,501
A765 nm= 0,587

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,544nm.

Apsorbancija ekstrakidEEtAc je nakon razriéenja u omjeru 1:10 iznosila:

A7esnm= 0,608
A765 nm= 0,646

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,627nm.
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Uzorci METODE B:

Apsorbancija ekstrakidEMe je nakon razrigenja u omjeru 1:5 iznosila:

A7e5nm= 0,708
A7e65nm= 0,732
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,72 nm

Apsorbancija ekstrakidEMeH 20 je nakon razrjgenja u omjeru 1:5 iznosila:
A7esnm= 0,262
A7esnm= 0,269
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,265nm.

Apsorbancija ekstrakidEMeEtAc je nakon razriéenja u omjeru 1:10 iznosila:
A7e5nm= 0,463
A7esnm= 0,568
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,515nm.

3.2.3. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Odretivanje se provodi u etanolnom/metanolnom ekstralkaorka primjenom
spektrofotometrijske metode premu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 380ir860
nm [32].

Reagensi u postupku odréivanja ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

1. Koncentrirana klorovodna kiselina, 37%

2. Etanol, 96%

3. Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1g/L HCI (u 96%ntetanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovék kiseline (37%) se otpipetira u
odmijernu tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom%9@&lo oznake.

4. Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g/L HCI
Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovék kiseline (37%) se otpipetira u
odmijernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliraneodom do oznake.

5. Standard kafeinske kiseline (100 mg/L)
Priprema: Najprije se pripremi otopina standardéeikake kiseline u koncentraciji

100 mg/L. Odvaze se 10 mg standarda kafeinskeitkéselplasitnoj ladici za vaganje
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te se poméu 5 mL 80%-tnog metanola kvantitativno prenese mjediu tikvicu
volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a pot@rds oznake nadopuni 80%-
tnim metanolom.

6. Standard kvercetina (100 mg/L)
Priprema: Najprije se pripremi otopina standarder&etina u koncentraciji 100 mg/L.
Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u pfagtiadici za vaganje te se porfn 5
mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmijékvicu volumena 100 mL i
otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadapetanolom.

7. Standard klorogenske kiseline (100 mg/L)
Priprema: Najprije se pripremi otopina standardaddenske kiseline u koncentraciji
100 mg/L. Odvaze se 10 mg standarda klorogenskdingsu plastinoj ladici za
vaganje te se pomio 5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenesedmjernu
tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumeny@&om se do oznake nadopuni

metanolom.

Priprema uzoraka ekstrakta

Za potrebe oddtvanja ukupnih fenola ekstrakte je potrebno radiije Etanolni i
metanolni ekstrakti dobiveni klasiom ekstrakcijom i ekstrakti dobiveni iz vodenogjasl

razrijeieni su 2,5x, a etil-acetatni ekstrakti raztgai su 5x.

Postupak odralivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom ghOekstrakta, 25QiL 1 g/L HCI u 96%-
tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Za odreanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i
ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 3200 8&. Na isti n&n se pripremi i slijepa

proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo saraciju.
Izrada bazdarnog pravca
Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina g@rodi se poméu jednadzbe

bazdarnog pravca za kafeinsku kiselinu, dok se tifikacija ukupnih flavonola provodi

pomcau jednadzbe bazdarnog pravca za kvercetin.
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a) Kafeinska kiselina

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebnprjeediti razrjgenja: 10, 25, 50 i
66.7 mg/L na nén da se iz otopine alikvota otpipetira redom: B, i 6.67 mL i nadopuni
80%-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 n\a isti n&in se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80%-tni nwdtad staklenu epruvetu otpipetira se
redom 25QuL otopine standarda, 250 1 g/L HCI| u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za

odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbgensie mjeri na 320 nm.

3

2,5 *
5 * Y (mg/L) A 320 nm
£ 2 0,118
§ 10 5 0,252
< 7 0,306
10 0,446
0,5 25 1,146
0 50 2,217
66,7 2,59

0 20 40 60 80
y = 0,0399x + 0,0657
me/l 209914

Koncentracija hidroksicimetne kiseline izuma se prema dobivenoj jednadzbi pravca:
Y =0,0399X + 0,0657
Y = apsorbancija pri 320 nm,

X = koncentracija kafeinske kiseline (mg/L).

b) Kvercetin

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebnerjeediti razrigenja: 2.5, 5, 10,
25, 1 50 mg/L na nan da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0.8%, 1, 2515 mL i
nadopuni 100%-tnim metanolom u odmjernim tikvicamsial0 mL. Na isti n&n se pripremi
i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima%4@0i metanol. U staklenu epruvetu
otpipetira se redom 250 otopine standarda, 250. 1 g/L HCI u 96%-tnom etanolu i 4,55

mL 2 g/L HCI. Za odréivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri 68 8m.
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Koncentracija ukupnih flavonola izhana se preko dobivene jednadzbe pravca:
Y =0,0031 X

Y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija kafeinske kiseline (mg/L)
odnosno,

Y — apsorbancija pri 360 nm,

X — koncentracija kvercetina (mg/L).

Mjerenje apsorbancije ekstrakatawaipne hidroksicimetne kiselineprovedeno je u dvije

paralele.

Uzorci METODE A:

Apsorbancija ekstraktdEEt je nakon razrjgenja u omjeru 1:2,5 iznosila:

Asz2onm= 0,906
Asz2onm= 1,008
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,957 nm

Apsorbancija ekstrakigdEEtH 20 je nakon razri@enja u omjeru 1:2,5 iznosila:
Asz2onm= 0,562
Asz2onm= 0,673
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,617nm.
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Apsorbancija ekstraktdEEtAc je nakon razri@enja u omjeru 1:5 iznosila:
Asz2onm= 0,822
Az20nm= 0,871

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,846nm.

Uzorci METODE B:

Apsorbancija ekstraktidEMe je nakon razrigenja u omjeru 1:2,5 iznosila:

Aszonm= 1,163
Az2onm= 1,045
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 1,104 nm

Apsorbancija ekstrakidEMeH 20 je nakon razrjéenja u omjeru 1:2,5 iznosila:
Az2onm= 0,546
Asz2onm= 0,48
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,513nm.

Apsorbancija ekstrakidEMeEtAc je nakon razri@éenja u omjeru 1:5 iznosila:
Az2onm= 0,728
Aszz2onm= 0,764
Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,746nm.

Mjerenje apsorbancije ekstrakatautaipne flavonole provedeno je u dvije paralele.

Uzorci METODE A:

Apsorbancija ekstraktdEEt je nakon razrjgenja u omjeru 1:2,5 iznosila:

A3zeonm= 0,646
Aszsonm= 0,69

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,668 nm

Apsorbancija ekstraktdEEtH 20 je nakon razri@enja u omjeru 1:2,5 iznosila:
Aszsonm= 0,305
Aszeonm= 0,273

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,289nm.
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Apsorbancija ekstraktdEEtAc je nakon razri@enja u omjeru 1:5 iznosila:
Aszsonm= 0,511
Aszeonm= 0,459

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,485nm.

Uzorci METODE B:

Apsorbancija ekstraktidEMe je nakon razrigenja u omjeru 1:2,5 iznosila:

Aszeonm= 0,799
A3zeonm= 0,752

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,775 nm

Apsorbancija ekstraktidEMeH 20 je nakon razrjgenja u omjeru 1:2,5 iznosila:
Aszsonm= 0,222
Assonm= 0,209

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,431nm.

Apsorbancija ekstrakidEMeEtAc je nakon razriéenja u omjeru 1:5 iznosila:
Assonm= 0,517
Assonm= 0,522

Sto daje srednju vrijednost apsorbangije= 0,519nm.

3.2.4. Odredivanje fenolnih spojeva primjenom visokodjelotvornetekuéinske
kromatografije uz UV Photo Diode Array detekciju (HPLC UV/PDA)

Odretivanje sastava i udjela u uzorciméEEtEtAc | KEMeEtAc, pojedingnih
fenolnih spojeva, fenolnih kiselina i flavonoidaopedeno je primjenom HPLC-a metode u
Centru za prehrambenu tehnologiju i biotehnologiiadru, metodom koju su opisali Fecka i
Turek, uz odréene modifikacije. Modifikacija navedene metode m@aena je u dijelu
kromatografske analize gdje je kao mobilna fazaskema 3%-tna mravlja kiselina umjesto
0,2%, 1,5% i 5%-tne mravlje kiseline.

Odretivanje pojedinanih fenolnih spojeva provedeno je na Agilent 126@inity
HPLC sustavu koji se sastoji od: Agilent 1260 kua¢epumpe, injektora, 1260 TCC dsta
za kolonu te 1260 UV/Vis PDA VL+ detektora.
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Parametri kromatografske analize:

Kolona: Nucleosil 100-5C18, 5um (250 x 4,6 mm 1.D.)
Mobilne faze: Otapalo A-3%-tna mravlja kiselina u acetonit{iv)
Otapalo B-3%-tna mravlja kiselina u vodi (v/v)

Eluiranje: gradijentno
Gradijent: prikazan u tablici (Tablica 5)
Detektor: UV-Photo Diode Array (valna duljina je 278 nm &entifikaciju

fenolnih kiselina i 340 do 360 nm za identifikacijavonoida)
Temperatura sobna
Vrijeme trajanja: 35 minuta
Injektirani volumen: 20 L

Ekvilibracija: 2 minute

Tablica 5. Gradijent za HPLC analizu fenolnih spojeva

t (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%) | Protok (mL/min)
0 10 90 0,9
25 40 60 0,9
30 70 30 0,9
35 10 90 0,9

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva

Identifikacija fenolnih spojeva provedena je uspidi@n vremena zadrzavanja
razdvojenih spojeva (Rt) s vremenima zadrzavangndstrda, polarnosti i usporedbom
karakteristénin UV/VIS-spektara prema podacima koji su pretlomdpisani u literaturi
skeniranjem spektra u rasponu od 220 do 380 nmioRtd glikozidi identificirani su na 340
nm, a fenolne kiseline na 278 nm.

Prema bazdarnom pravcu kamferola-3-O-rutinozidazen je apigenin pentozid;
kvercetin-3-glukozida izrazen je derivat miricetipaocijanidini A1 i A2 preko procijanidina
BliB2.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UVOD

Cilj ovog diplomskog rada je izolirati i ispitatiastav bioaktivnih komponenti iz
ekstrakta osusenog cvijeta i lista trnine dobivepagjenom klasine metode ekstrakcije,
procistiti 1 karakterizirati dobivene frakcije, te odii@ koncentraciju ukupnih fenola,
flavonola i hidroksicimetnih kiselina u dobiveninkstraktima. Kada se govori o izolaciji
fenolnih spojeva ekstrakcija je jedna od najvabninetoda, no ne postoji jedinstven,
standardni postupak ekstrakcije. Ekstrakcija jelngei prvi vazan korak u izolaciji fenolnih
spojeva i najeXe primjenjivani postupak upravo je klasa ekstrakcija uz primjenu
organskih otapala i uz zagrijavanje kroz demo vrijeme. Médutim, sve se viSe se istrazuju
plinovi) [33]. Sam tip ekstrakcije ugfe na koncentraciju i udio bioaktivnih spojeva u
ekstraktu, budéi da uvjeti ekstrakcije, npr. temperatura, vrijesiestrakcije, mikrovalovi ili
ultrazvuk, utj€éu na degradaciju tih spojeva [34].

Cvijetovi i listovi trnine sadrze ztajne koncentracije flavonoida, od kojih koji su
najzastupljeniji derivati flavonola (kemferol, keetin te njihovi glikozidi sa arabinozom,
ramnozom i ksilozom: kamferol 3-@-L-arabinofuranozid, kvercitin 3-@Q-L-
arabinofuranozid, kvercitin 3-@-D-ksilopiranozid, kamferol 3-@-L-arabinofuranozid-7-O-
a-L-ramnopiranozid). Flavonoidi su u cvijetu prisutrainom u obliku monoglikozida a u
listu su uglavnom u obliku diglikozida. Taker, cvijet sadrzi i proantocijanidine tipa A, dok
se u listu mogu ri@ koncentracije karotenoida i norizoprenoida, tanisterola i triterpena
[8]. Oba dijela bilke sadrze i fenolne kiseline aljga, dihidroksibenzojeva,p-
hidroksibenzojeva, klorogenska, vanilinska, kafem$-kumarinska i ferulinska kiselina).
Dominantna frakcija fenolnih kiselina u cvijetugehidroksibenzojeva kiselina, a u listu su to
kafeinska i ferulinska kiselina [3].

Prvi dio ovog rada posven je izolaciji fenolnih spojeva iz cvijeta i listanine
klasicnom ekstrakcijom zagrijavanjem u povrat uporabonfo0og etanola kao otapala

(metoda A) te uporabom metanola kao otapala (mddypda
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Drugi dio se odnosi na ptis¢avanje dobivenih ekstrakta, ekstrakcijom t@ktekite
I preparativnom tankoslojnom kromatografijom uz-atietat kao eluens, te karakterizacijom
pojedinih frakcija IR spektroskopijom.

U trecem dijelu, spektrofotometrijskim metodama atinea je koncentracija ukupnih
fenola, flavonola i hidroksicimetnih kiselina u deénim ekstraktima, te sastav i udio
pojedin&nih fenolnih spojeva primjenom tekinske kromatografije visoke djelotvornosti.

4.2. 1ZOLACIJA BIOAKTIVNIH KOMPONENTI

Biljni ekstrakt je vrlo komplicirana smjesa nekdilspojeva raztitih kemijskih i
fizikalnih svojstava, a razdvajanje tih spojeva é§imse upravo na tim svojstvima. Prirodni
spojevi iz biljaka ohino se ekstrahiraju nepolarnim otapalima mgheksanom, dietileterom,
kloroformom, a zatim slijede mnogo polarnija otapapr. metanol, etanol, voda, ovisno o
fizikalnim i kemijskim svojstvima ciljanih kompon&r35]. Izbor otapala koji se koristi za
ekstrakciju fenolnih spojeva uvelike ovisi o polesti flavonoida koje se Zeli préavati.
Manje polarna otapala koristee zaekstrakciju flavonoidnih aglikona, dok se polarnija
otapala koriste za ekstrakcijlavonoidnih glikozida. Iz toga proizlazi da se fiavoni,
flavanoni i dihidroflavanoli, ili flavoni i flavanio sa viSe metoksi grupa, afmo ekstrahiraju
benzenom, kloroformom, diklormetanom ili etil-adeta [36].

Za izolaciju bioaktivnih spojeva, u ovom radu, &ben je osuSeni list i cvijet trnine.
Postupak izolacije proveden je kkasom ekstrakcijom s 70%-tnim etanolom, odnosno
metanolom kao otapalom, a temelji se na koriStergkog organskog otapala i grijanja u

povrat (refluks) otopine.

4.2.1. Metoda A:Klasicna ekstrakcija grijanjem u povrat uz etanol kagala

Klasicnom ekstrakcijom grijanjem u povrat uz 70%-tnogneta dobiven je filtrat
tamnosmée boje ugodnog mirisa. Nakon izuzimanja 10 mL elkdsr za odrdivanje ukupnih
fenola, flavonola i hidroksicimetnih kiselina, zé&als filtrat je uparen na rotacijskom
otpariva&u do suha, préemu je dobiveno 1,06 g uzorak biljnog ekstrakiEt tamnosmée
boje i karameliziranog mirisa. Nakon provedene raksije tog uzork& EEt s etil-acetatom
kao otapalo dobivena su dva sloB82 mguzorka KEEtH 20, smete boje i intenzivnog,
neugodnog mirisa, i 254 mg tamno zelene krukiB&tEtA .
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Kako bi se karakterizirale komponente smjese dolmgeetil-acetatnog ekstrakta,
smjesa spojeva iz uzorke&KEEtEtAc prociséena je preparativnom tankoslojnom
kromatografijom na silikagel ptama uporabom etil-acetata kao eluensa (Slika ®epnu je
iz 50 mg uzorka izolirano 5 dominantnih komponeK&A1l, zelene boje, mase 4,0 mg,R
0,9; KFA2, zute boje, mase 5,9 mg; R 0,43,KFA3, fluorescentno zeleno-zute boje, mase
6,4 mg, R= 0,41,KFA4, Zuto-zelene boje, mase 2,5 mg,R0,33, iIKFA5, tamnozelene,

mase 3,8 mg, &= 0,11, te je vidljivo viSe mrlja bliskih Rrijednosti koje nisu izolirane.

4.2.2. Metoda B:Klasi¢na ekstrakcija grijanjem u povrat u etanol kao akap

Na isti n&in, klasénom ekstrakcijom grijanjem u povrat s metanolom idet je
filtrat tamnosmée boje neugodnog mirisa iz kojeg je izdvojeno 10 mkstrakta za
odreiivanje koncentracije ukupnih fenola, flavonola idfoksicimetnih kiselina, dok se
ostatak upario do suha premu je dobiven uzorakKEMe tamnosmée boje i
karameliziranog mirisa, mase 857,2 mg. Nakon premedekstrakcije tog uzorka s etil-
acetatom izdvojen je vodeni sloj i uparen do suha¢@mu je dobiveo 578,2 mg uzorka
KEMeH 20 kao sméa viskozna tvar, te organski sloj koji je uparendita pricemu je
dobiveno 193,5 mg krutg uzorkEEMeEtAc maslinaste boje i ugodna mirisa.

Prije postupka pras¢avanja preparativnom tankoslojnom kromatografijotnedeno
je da je najbolji sustav za razdvajanje uzorka h&-U etil-acetat kao mobilna faza te su za
navedeni sustav izkanate su R vrijednosti (Tablica 4). Preparativnom tankoslojno
kromatografijom uzorkaKEMeEtAc, mase 60 mg, uporabom etil-acetata kao eluensa
izolirano je 6 dominantnih komponenti (Slika &FB1, zelene boje, mase 10,2 mg, R
0,90;KFB2, Zuto-zelene boje, mase 3,9 mg=0,73,KFB3, Zuto-zelene boje, mase 4,1 mg,
Rf = 0,64;KFB4, zelene boje, mase 3,0 mg:,9R0,40; KFB5, Zuto-zelene boje, mase 3,6 mg,
Rf=0,30; KFB5, tamnozelene boje, mase 7,0 mg; B 11; te je vidljivo visSe mrlja bliskihR
vrijednosti koje nisu izolirane.

Na osnovi usporedbe masa izoliranih bioaktivnih gomenata metodom A i metodom
B, vidljivo je da se upotrebom polarnijeg otapdia,smjese etanola i vode, izoliralo vise
bioaktivnih komponenata, Sto je u suglasnosti exdiurnim podacima koji ukazuju da se
binarnim sustavom otapala postizeinkovitija ekstrakcija fenolnih spojeva nego u

monosustavima (voda #isti etanol) [37].
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Na temelju R vrijednosti i boje izoliranih najdominantnijih kgunenata dobivenih
biljnih ekstrakattKEMeEtAc | KEEtEtAc moze se predvidjeti i razlika u kemijskoj struktur
izoliranih  komponenata uporabom otapala tat#i polarnosti. lzoliranim frakcijama

primjenom ove metode ekstrakcije struktura je kemakirana IR spektroskopijom.

4.3. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

Ukupni fenoli odréeni su primjenom spektrofotometrijske metode ka@abazira na
reakciji fenolnih spojeva sa Folin-Ciocalteu reagmm, te mjerenju nastalog intenziteta
obojenja pri 765 nm.

Postupak pripreme uzoraka proveden je prema prhioka odrdivanja fenola
(odjeljak 3.2.2.).

Kao usporedbu uspjesSnosti primijenjenih metoda raksiie odnosno upotrebe
razlicitih otapala (metoda A i B) provedeno je i atlk@nje ukupnih fenola u uzorcim€EEt
i KEMe. Takaier odréena je koncentracija ukupnih fenola i nakon prowedekstrakcije
tekute-tekuwee u uzorcima iz vodenog sloj&EEtH 20 i KEMeH 20; i etil-acetatnog sloja:
KEEtEtAc | KEMeEtAC .

Tablica 6. Koncentracija ukupnih fenola

UZORCI UKUPNI FENOLI
mg GAE/g

KEEt 57,1429

Metoda A KEEtH20 38,8571
KEEtEtAC 89,5714

KEMe 51,4286

Metoda B KEMeH:0O 18,9643
KEMeEtAc 73,6429

Masena koncentracija ukupnih fenola tamaata je prema jednadzbi pravaca i izrazena
je u mg GAE/g trnine, a rezultati za sve uzorkeidanu tablici (Tablica 6). Za ekstrakt
dobiven klasinom ekstrakcijom uz 70%-tni etanol kao otapalo madencentracija ukupnih
fenola iznosila je 57,14 mg GAE/g trnine, dok jeekatrakt dobiven klashom ekstrakcijom

uz metanol kao otapalo iznosila neSto manje, odnd4m2 mg GAE/g trnine.
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Nakon provedene ekstrakcije télkdtekiée u ekstraktima dobivenim metodom A, u
vodenom slojlKEEtH 20 masena koncentracija ukupnih fenola iznosila j838ng GAE/g
trnine Sto je 30% ukupne masene koncentracije fémapojeva, a u etil-acetathom sloju
KEEtEtAc 89,57 mg GAE/g trnine odnosno 70%.

Masena koncentracija ukupnih fenola u etil-acetaitrsdoju KEMeEtAc iznosila je
73,64mg GAE/g trnine, dok je u vodenom sldfiEMeH 20 18,96mg GAE/g trnine odnosno
20% ukupnih fenolnih spojeva.

Dobiveni rezultati masenih koncentracija ukupnihdi@ uzorak&EEt i KEMe slazu
se s prethodnim rezultatima koji ukazuju da je masapno izoliranih bioaktivnih
komponenti primjenom klagme ekstrakcije uz 70%-tni etanol kao otapaléavéu ovom
slieaju za 23%) nego kod ekstrakcije koja je provedgmarabom metanola kao otapala. To
ukazuje da bipolarni sustav otapala ¢t#je na koncentraciju izoliranih bioaktivnih
komponenata odnosno fenolnih spojeva u tim biljrekstraktima, Sto je u suglasju s
literaturnim navodima. Koncentracija ukupnih fenblrspojeva u etil-acetatnom sloju kod
metode A i B u usporedbi s vodom je znatnéavéto se moglo idkivati buddi da se
izoflavoni, flavanoni i dihidroflavanoli, ili flavoi i flavanoli sa viSe metoksi grupa, 6bo
ekstrahiraju benzenom, kloroformom, diklormetandmetil-acetatom u manje polarnim

otapalima.

4.4. ODREDIVANJE UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA
| FLAVONOLA

Ukupne hidroksicimetne kiseline odene su primjenom spektrofotometrijske metode
u etanolnom, odnosno metanolnom ekstraktu uzorké&epnu se intenzitet nastalog obojenja

mjerio pri 320 nm.

Postupak pripreme uzoraka proveden je prema prhtoka odrdivanja ukuponih

hidroksicimetnih kiselina (odjeljak 3.2.2.).

Masena koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kigel izr&unata je poméu

jednadzbe bazdarnog pravca za kafeinsku kiselinu.
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Tablica 7. Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina

UZORCI UKUPNE HCK
mg CAE/g

KEEt 2,7922

Metoda A KEEtH20 1,7286
KEEtEtAC 4,8922

KEMe 3,2528

Metoda B KEMeH.0 1,4013
KEMeEtAc 4,2625

Za ekstrakt dobiven klasiom ekstrakcijom uz etanol kao otapd&Et masena
koncentracija ukupnih HCK iznosi 2,79 mg CAE/g tai dok za ekstrakt dobiven kl&asom
ekstrakcijom uz metanol kao otapakdEMe iznosi nesto vise, odnosno 3,25 mg CAE/g

trnine.

U vodenom sloju masena koncentracija ukupnih HCHKizerku KEEtH 20 kod
metode A iznosi 1,72 mg CAE/g trnine, dok je kodnka KEMeH 20 metode Boko 19%
manja, odnosno 1,40 mg CAE/g trnine.

Masena koncentracija ukupnih HCK u etil-acetatndojusu uzorkuKEEtEtAc kod
metode A iznosi 4,89 mg CAE/g trnine, dok je u bkzoKEMeEtAc metode B oko 13%
manja, odnosno 4,26 mg CAE/g trnine.

Koncentracija HCK u uzrokitEMe vecta je nego u ekstraktu dobivenom uporabom
etanola, Sto ukazuje da je metanol bolje otapal@ksirakciju HCK od etanola. S tim je
suglasju, i udio HCK u koncentraciji ukupnih fenol@tanolnom ekstraktEEt iznosi 5% u

odnosno 6% u metanolnom ekstraktu.

Ukupni flavonoli odréeni su primjenom spektrofotometrijske metode u @teom,
odnosno metanolnom ekstraktu uzorka¢pmu se intenzitet nastalog obojenja mjerio pri 360

nm.

Postupak pripreme uzoraka proveden je prema pritoka odrdivanja ukupnih

flavonola (odjeljak 3.2.2.).

Masena koncentracija ukupnih flavonola &mata je poméu jednadzbe bazdarnog

pravca za kvercetin.
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Tablica 8. Koncentracija ukupnih flavonola

UZORCI UKUPNI FLAVONOLI
mg QE/g
KEEt 26,9354
Metoda A KEEtH20 11,6532
KEEtEtAC 39,1129
KEMe 31,2701
Metoda B KEMeHO 8,6895
KEMeEtAc 41,8951

U ekstraktuKEEt dobivenom klaginom ekstrakcijom uz etanol kao otapalo masena
koncentracija ukupnih flavonola iznosi 26,93 mg @H/nine, dok je za ekstralKEMe
dobiven klasinom ekstrakcijom uz metanol kao otapaléajeodnosno 31,27 mg QE/g trnine.
Masena koncentracija ukupnih flavonola u ekstrakKiiEtH 2O koji je dobiven nakon
provedene ekstrakcije tesertekite etanolnog ekstrakta, iznosila je 11,65 mg QHiimér Sto
je 23% ukupnih flavanola, dok je u ekstrakiEMeH 20 dobivenog iz metanolnog ekstrakta
iznosila 8,68 mg QE/g trnine Sto je 17% ukupnitvdlaola. U etil-acetathom sloju masena
koncentracija ukupnih flavonola kod metode A izn88i,11 mg QE/g trnine, dok je kod
metode B oko 7% \é&, odnosno 41,89 mg QE/g trnine, Sto je u sugliasjgore navedenim
rezultatima.

Koncentracija i udio pojedinih fenolnih spojeva kkldsiine ekstrakcije grijanjem u povrat
ovisi o otapalu koje je koriSteno za ekstrakcijenientracija flavonola u uzork(EMe veta
je nego u ekstraktdEEt dobivenom uporabom 70%-tnog etanola (za oko 14&oukKazuje
da je metanol bolje otapalo za ekstrakciju flavanotl etanola. S time je u suglasju i udio
flavonolnih spojeva u koncentraciji ukupnih fendaji u etanolnom ekstraktu iznosi oko
41%, odnosno 56% u metanolnom ekstraktu. Upraveziultati potvduju da su flavonoli
glavna skupina fenolnih spojeva u cvijetu i listmine Sto je u suglasju s literaturnim

navodima.
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4.5. TEKU CINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE
DJELOTVORNOSTI

Nakon provedene tekinske kromatografije visoke djelotvornosti pateni su
literaturni navodi: od fenolnih kiselina najzasfepiji su derivati hidroksicimetne kiseline
(klorogenska ip-kumarinska kiselina), od proantocijanidina secistvisoke koncentracije
proantocijanidina tipa Al i A2, a naj¢@ koncentracija fenolnih spojeva pripada flavonol
glikozidima (Tablica 9) Sto je u skladu s rezultai provedenih mjerenja ukupnih fenola,

flavonola i hidroksicimetnih kiselina (odjeljak 4i34.4.).

Tablica 9. Rezultati HPLC analize

UZORAK KEEtEtAc KEMeEtAc
SPOJ mg/L mg/L
Klorogenska kiselina 8,48 8,39
3-p-kumaroilkintna kiselina 5,84 4,83
Katehin 8,89 9,68
Apigenin pentozid 2,66 1,83
procijanidin A1 128,40 29,38
p-kumarinska kiselina 10,70 14,52
procijanidin A2 28,09 34,75
Kvercetin-pentozilheksozid 3,51 14,61
Kvercetin rutinozid 14,30 116,57
Kamferol-pentozilheksozid 102,96 63,33
Kamferol-3-glukozid 61,86 4,35
Kamferol heksozid 5,47 10,54
Kamferol-heksozilramnozid 14,04 19,70
Kamferol-pentozid 15,36 50,61
Kamferol ramnozid 66,06 70,53
Kamferol-heksozid 92,67 5,82
Kamferol-acetilrutinozid 7,50 16,64
Miricetin (der.) 24,19 5,35
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Usporedbom sastava i udjela pojedinih komponentekstraktima KEEtEtAc i
KEMeEtAc moze se zaklgiti da je u metanolnom ekstraktu prisutarcivadio derivata
hidroksicimetne kiseline i flavanola, dok su u etaom ekstraktu u \@®j koncentraciji
prisutni procijanidini Al i A2, Sto je u suglasjurezultatima masene koncentracije ukupnih

flavanola i hidroksicimetnih kiselina koja je taley ve&éa u metanolnom ekstraktu.
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4.5. IR SPEKTROSKOPIJA

4.5.1. IR-spektri biljnih ekstrakata dobiveni metodom A

Snimljeni su IR spektri biljnih ekstrakata dobiviennakon provedene ekstrakcije
kruto-tekite u KBr pastilama, a u spektrima su vidljive kaesisticne apsorpcijske vrpce

funkcijske skupine svih komponenata smjese.

Rastezne vibracije hidroksilnih skupina alkoholgaptuju se kao Siroke apsorpcijske
vrpce u podrgju 3200 do 3600 crh Slobodna hidroksilna skupina registrira se kakaus
vrpca pri 3600 cm, a obéno se usava Sirok signal koji odrazava vodikovu vezu izime
hidroksilnih skupina molekula alkohola. U IR spektKEEtH 0 prisutna je Siroka
apsorpcijska vrpca oko 3400 dnkoja se pripisuje hidroksilnoj skupini koja je juklena u
vodikove veze, a intenzitet te apsorpcijske vrpedzjazito jak Sto ukazuje na prisutnost
velikog udjela hidroksilnih skupina u spojevimasgutnim u smjesi. U dijelu spektra koji
karakterizira vibracije istezanja C-H kod z#siih, nezasenih veza i aromatskih spojeva
(2800-3300 cm), asignirana je apsorpcijska vrpca pri 3057 'ckoja se moze pripisati
rasteznoj vibraciji etenske veze =C-H, dok se vipia2914 i 2844 cm pripisuje rasteznoj
frekvenciji veze C-H (Slika 10, a). Navedene apsijgge vrpce su srednjeg inteziteta.
Prisutnost C=C veze u svim snimljenim IR spektridwatno je potwena apsorpcijskom
vrpcom u podrgju 1620-1680 cm. U podréju od 1650 do 1850 cry koje se pripisuje
frekvenciji rastezanja svih karbonilnih skupinaigagana je apsorpcijska vrpca pri 1722tm
koja ukazuje na prisutnost karbonilne skupine fieskoh derivata (Slika 10, b), dok
asignirane apsorpcijske vrpce pri 1092 i 1031'amgovaraju istezanjima C-O i C-C veze
etera koja potwduje prisutnost metoksi skupine prstena B flavonolda osnovu asigniranih
apsorpcijskih vrpca, moze se potvrditi prisutnogtrdksilne i karbonilne skupine koje su

karakteristéne upravo za fenolne spojeve.
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Slika 10. IR-spektriKEEtEtAc i KEEtH 20 u podriju od 4000-2700 crh(a)
i 2000-500 ch(b).

U IR spektruKEEtEtAc vidljive su apsorpcijske vrpce u podju koje ukazuju na
spojeve s nezasnom i zasienom vezom. Karbonilna skupina identificirana jeteanelju
vrpce pri 1701 cm te ukazuje na prisutnost karbonilne skupine ket®aga je prisutna u
piranskom prstenu koji povezuje dva benzenska mastéavonskog kostura, a tader
potviduje estersku vezu buéiuda su flavanoidi u trnini n&g&e priutmi u obliku glikozida.
U spektirma su prisutne apsorpcijske vrpce pri 3400 koje potvduju prisutnost
hidroksilne skupine, te apsorpcijske vrpce pri 140375 cmt koje potvduju prisutnost
metilskih skupina i vrpce pri 1097 i 1015 ¢rkoje ukazuju na vibracije istezanja C-O veze
etera. Na osnovi asigniranih apsorpcijskih vrpcévidena je prisutnost fenolnih spojeva
odnosno flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu &ta guglasju s literaturnim podacima, koji
govore da su najdominantniji fenolni spojevi, flawai izolirani iz cvijeta i lista trnine
derivati flavonola (kamferol, kvercetin, te njihoglikozidi s arabinozom, ramnozom i
ksilozom). U cvijéu su ti fenolni spojevi prisutni uglavnom u oblikaonoglikozida, 3-O-

arabinoze, dok su u listu prisutni u obliku digldkda kempferol 3,7-O-diramopiranoze [38].

Usporedbom apsorpcijskin vrpci asigniranih u IR képe uzorka KEEtH 20 i
KEEtEtAc (Slika 10, b), vidljivo je da se razlikuju u podju apsorpcijskih vrpci koje
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karakteriziraju karbonilnu skupinu i podja od 1700 do 1000 ctnsto ukazuje da je prilikom
ekstrakcije kruto-tekie s etil-acetatom doSlo do raspodijele fenolnih egojs obzirom na
njihovu polarnost odnosno polarnost otapala, voeti-acetata. Ovi rezultati su u suglasju s
dobivenim rezultatima koncentracije ukupnih fendlayanola i derivata hidroksicimetnih
kiselina koja je znatno ¢a u etil-acetatnom ekstrakEEtEtAc, a i s literaturnim podacima
koji govore da se izoflavoni, flavanoni i dihidraflanoli i flavanoli s viSe metoksi grupa,

obi¢cno ekstrahiraju u manje polarnim otapalima.

Snimljeni su IR-spektri izoliranih najdominantnijifrakcija nakon provedene
preparativne tankoslojne kromatografije kao dikaianeke otopine, a u spektrima su vidljive

karakteristine apsorpcijske vrpce funkcijske skupine svih kongoata frakcije.

-2

-2.5
1300 1600 1400 1200 1000 300 600
KFAT KFA2 KFAS

valni broj (cm?)
Slika 11.Dio IR-spektra tri frakcijgkFA1, KFA2 i KFA3 od 600 do 1800 crh

Apsorpcijske vrpce u podéu od 2800-3100 crh koje potvduju prisutnost
jednostrukih i dvostrukih veza vidljive su u spékia sve tri frakcije, takder je vidljiva uska
apsorpcijska vrpca oko 3600 @nsto ukazuje na slobodnu hidroksilnu skupingiroka
apsorpcijska vrpca oko 3400 ¢nkoji ukazuje na odrazavanju vodikovu vezu idme
hidroksilnih skupina molekula alkohola. Najee razlika u intezitetu apsorpcijskih vrpci
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vidljiva je u podr@ju 1750 do 1000 crh (Slika 11) $to se moglo i¢ekivati buddi da su
preparativnom tankoslojnom kromatografijom izdv@einakcije fenolnih spojeva ragiie

polarnosti odnosno razlte kemijske strukture .

4.5.2. IR-spektri biljnih ekstrakata dobiveni metodom B

U IR-spektrimaKEMeH20 i KEMeEtAc asignirane su karakteri&tie apsorpcijske
vrpce kao i kod IR spektar&EEtH20 i KEEtEtAc koje potvduju prisutnost svih
funkcijskih skupina karakterigtin za fenolne spojeve odnosno flavonoide, flavanol
derivate hidroksicimetne kiselingja je prisutnost potwena na osnovi oddesanja njihove
koncentracije (odjeljak 4.3. i 4.4)), ali i primgm tek¢inske kromatografije visoke

djelotvornosti (odjeljak 4.5.).
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Slika 12.IR-spektriKEEtEtAc | KEMeEtAc (a), KEEtH 20 i KEMeH 20 (b) u podrdju
1750-600 ctn

Razlika u intezitetu asigniranih apsorpcijski vrpai spektrima KEEtEtAC i
KEMeEtAc (Slika 12, a) KEEtH 20 i KEMeH 20 (Slika 12, b) ukazuje da se radi a:slm
kemijskim strukturama fenolnih spojeva, doém njihov udio u pojedinom ekstraktu je
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razlicit Sto je u suglasnosti s rezultatima sastava elod) pojedinani fenolni spojevi
dobivenih primjenom tekiinske kromatografije visoke djelotvornosti koja ad&r ukazuje
da su u ekstraktfEMeEtAc zastupljeniji flavonoli dok je u etanolnom eksttaKEEtEtAC
prisutna véa kolicina procijanidina A. Takder vidljive razlike su u skladu s literaturnim
podacima koji ukazuju da se upotrebom polarnijitapata polarniji flavonoidi lakSe
ekstrahiraju iz biljnog materijala. Dodatkom vodeetanol (30%), pou@la se polarnost

otapala te je ekstrahirano viSe fenolnih spojevhilijpog materijala nego primjenowistog

metanola.
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Slika 13.Dio IR-spektra frakcija&K FB1, KFB2, KFB3 i KFB6 u podruju 3700-2600 cm
(a) i 1800-600 cn

Apsorpcijske vrpce u podéju od 2800-3100 crh koje potvduju prisutnost
jednostrukih i dvostrukih veza vidljive su u spékia svecetiri frakcije, odnosno potduju
fenolne spojeve koje karakterizira aromatski prsteimoka apsorpcijska vrpca oko 3400 i
3300 cm' koje se pripisuju vezanoj hidroksilnoj skupini ikasapsorpcijska vrpca oko 3600
cmitkoja se prepisuje slobodnoj hidroksilnoj skupinipbdrugju karbonilnih skupina vidljive
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su i apsorpcijske vrpce pri nizim i viim vrijedtiosa od 1704 cm $to moze ukazivati i na
prisutnost karbonilne skupine ketona ili aldehitieestera, dok apsorpcijska vrpca pri 1648
cmt potvrduje prisutnost karbonilne skupine koja je prisutngpiranskom prstenu koji
povezuje dva benzenska prstena flavonskog kostupaorpcijske vrpce pri 1075 ch
ukazuju na vibracije istezanja C-O veze etera kmtvrduje prisutnost metoksi skupine.
Neznatna razlika u intezitetu asigniranih vrpcipeldrimakKFB2 i KFB3 frakcije ukazuje da
se radi o stinim kemijskim strukturama flavanoida i to najdomitrdjim flavanoidima
izoliranim iz cvijeta trnine, odnosno glikozidimarkferolu i kvercetinu.

Da bi se potvrdio sastav fenolni spojeva u pojedirfrakcijama bilo bi potrebno
karakterizirati spojeve uporabom 1D i 2D NMR spekkopije.
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5. ZAKLJU CCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene raspravée se zakljtiti slijedece:

1. Izolacija fenolnih spojeva provedena je kéasi ekstrakcija grijanjem u povrat uz
70%-tni etanol kao otapalo (metoda A), odnosno nwtiao otapalo (metoda B).
Izolirane bioaktivne komponente karakteriziranepsumaiu IR-spektroskopije. U
snimljenim spektrima vidljive su apsorpcijske vrgage se pripisuju hidroksilnoj,
esterskoj i karbonilnoj skupini Sto je karaktetist za fenolne spojeve, osobito za
derivate hidroksicimetne kiseline, dok apsorpcijskaca pri 640 cm koja
odgovara glikozidnoj vezi dokazuje prisutnost flagbglikozida.

2. Masene koncentracija ukupnih fenola, flavonola drbksicimetnih kiselina u
biljnim ekstraktima slazu se s rezultatima koji mk@ da je primjenom klagme
ekstrakcije uz 70%-tni etanol izolirano ukupno viB@aktivnih komponenti,
odnosno fenolnih spojeva, dok je uporabom metaimdirano manje fenolnih
spojeva, ali s v@m udjelom flavonola i derivata hidroksicimetnihskiina. Udio
flavonolnih spojeva u koncentraciji ukupnih fenalaetanolnom ekstraktu iznosi
41%, odnosno 56% u metanolnom ekstraktu, Sto gojrrda su flavonoli glavna
skupina fenolnih spojeva u cvijetu i listu trnine.

3. Visokodjelotvorna tekéinska kromatografija je u korelaciji s masenom
koncentracijom fenolnih spojeva te je potvrdila mgveti udio fenolnih spojeva
pripada kvercitin i kamferol glikozidima, potom rtocijanidima tipa Al i A2, te
fenolnim kiselinama préemu su najzastupljeniji derivati hidroksicimetnaeline,

odnosno klorogenska i p-kumarinska kiselina.
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