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1. UVOD

1.1 Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don)

Smilje (Helichrysum italicum, (Roth), G. Don) je visegodi$nji zimzeleni polugrm iz
porodice glavocika (Asteraceae, Slika 1). Tipi¢na je mediteranska biljka koja se zbog svoje
morfologije uspjesno prilagodava krskom tlu, susnim razdobljima i visokim temperaturama
(Nincevi¢ i sur., 2019). Mlade stabljike i listovi prekriveni su sitnim gustim dla¢icama i
debelom kutikulom koja ograni¢ava gubitak vode. Listovi su uski i §iljasti, s lica zeleni, manje
dlakavi i rijetko rasporedenih Zlijezda, a s nali¢ja sivo-zeleni, gusto prekriveni dladicama i
Zlijezdama (Bilandzija i sur., 2022). Navedene karakteristike omogucuju rast u Sirokom rasponu
nadmorskih visina, izmedu razine mora i 2200 m, na visokim temperaturama, ali 1 o§troj zimi
(Nostro i sur., 2001). Latinski naziv roda potjece od grekih rijeci helis — sunce i chrisos — zlatan
ukazujuéi na karakteristicnu zlatnozutu boju cvjetova. Boja ostaje intenzivna nakon cvatnje i
suSenja zbog Cega je smilje dobilo svoj poznati naziv immortelle $to na francuskom znaci
besmrtan (Raji¢ i sur., 2015). Zbog svojih ljekovitih svojstava koristi se ve¢ dugo vremena, a i

danas ima vaznu ulogu u tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja.

Slika 1. Smilje (Helichrysum italicum, (Roth), G. Don, Asteraceae).
(Izvor:_https://gospodarski.hr/).
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Najcesce koristeni biljni dijelovi su cvjetovi, listovi i1 stabljika jer su bogatiji
bioaktivnim sastavnicama od podzemnih dijelova. Primjenjuju se u lijeCenju zdravstvenih
tegoba poput infekcija, rana, alergija, prehlada i kaslja (Viegas i sur., 2014). Primjena eteri¢nog
ulja vrlo je rasirena u kozmetici, posebno u proizvodima za njegu starije koze. Ima dokazano
djelovanje na smanjenje lipidne peroksidacije uzrokovane UV zracenjem i na redukciju bora.
Na smanjenje lipidne peroksidacije pokazuje bolje ucinke i od vitamina E primijenjenog u
koncentraciji 1 %. Ipak, najbolji rezultati vidljivi su u sinergiji ulja i vitamina E (Combes i sur.,
2017). In vitro su potvrdeni inhibitorni u¢inci na enzime elastazu i kolagenazu odgovorne za
razgradnju elastina i kolagena te se tu nalazi potencijal za daljnja istrazivanja (Fraternale i sur.,
2019).

Razli¢itim metodama ekstrakcije, izoliran je velik broj kemijskih spojeva koji u
sinergiji, ali i pojedina¢no doprinose farmakoloskim u¢incima. Neki od novodokazanih u¢inaka
su: snizavanje koncentracije LDL-a, povecanje antioksidativnog potencijala seruma (Kenig i
sur., 2022) te antimikrobna aktivnost na sirok spektar Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
bakterija (Primitivo i sur., 2022).

Od svih bioloski aktivnih tvari, u ekstraktima su, uz komponente etri¢nog ulja,
najzastupljenije fenolne sastavnice: acetofenoni, fluoroglucinoli, kumarini, kumarati, fenolne

kiseline i flavonoidi (Maksimovi¢ i sur., 2017).

1.2 Polifenoli

Polifenoli su heterogena skupina spojeva koja se veli¢inom razlikuje od jednostavnih
molekula do kompleksnih polimera. Njihova osnovna strukturna karakteristika je prisutnost
benzenskog prstena s najmanje jednom hidroksilnom skupinom ¢iji broj i polozaj znacajno
utjece na bioaktivnost. Osnovna podjela polifenola je na flavonoide i neflavonoide. S obzirom
na broj benzenskih prstenova i strukturne elemente koji ih povezuju, mozemo ih detaljnije

podijeliti na: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (EI Gharras, 2009).

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti $to znaci da nisu esencijalni za rast i razvoj
biljke, ali sudjeluju u njenoj interakciji s okoliSem. Primarno sluze u borbi protiv patogena i
zastiti od UV-zracenja, ali i brojnim drugim funkcijama korisnim za prezivljavanje. Takoder,
imaju vaznu ulogu u fizioloskim procesima ljudskog organizma i veliki potencijal u prevenciji

i terapiji razlicitih bolesti, posebno onih vezanih uz oksidativni stres. Svoje uc¢inke u organizmu



ostvaruju razliitim mehanizmima; uklanjanjem slobodnih radikala, keliranjem metala,
eliminacijom prekursora radikala te brojnim drugim (Chaudari i Badole, 2014). Ovisno o vrsti
polifenola, antioksidativni potencijal varira jer ponajvise ovisi 0 strukturi molekule

(Balasundram i sur., 2006).

U prehrani su vrlo zastupljeni, a epidemioloske studije upuéuju da njihov poveéan unos
moze smanjiti rizik od degenerativnih bolesti kao $to su karcinomi i kardiovaskularne bolesti
(Shivashankara i sur., 2010).

1.2.1 Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su neflavonoidni fenolni spojevi od velikog znacaja za ljudsku
prehranu. U biljkama su zastupljeni u dva osnovna strukturna oblika, kao derivati

hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline (Slika 2), ¢iji je sadrzaj u jestivom bilju, u pravilu

vrlo nizak (Pandey i sur., 2009).
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Slika 2. Kemijske strukture hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline.

Hidroksicimetne kiseline su u ve¢im koli¢inama zastupljene u hrani te posjeduju veéu
antioksidativnu aktivnost od derivata hidroksibenzojeve kiseline. Pretpostavka je da CH=CH-
COOH skupina, lakse donira vodikov elektron i omogucuje bolju radikalnu stabilizaciju od
COOH skupine hidroksibenzojeve kiseline (Balasundram i sur., 2006). Mnogi polifenaoli,
posebice fenolne kiseline, izravno sudjeluju u odgovoru biljaka na razliCite vrste stresa:
pridonose zacjeljivanju lignifikacijom ostecenih podruéja, posjeduju antimikrobna svojstva, a
njihove se koncentracije mogu povecati nakon infekcije (Pandey i sur., 2009). Rijetko se nalaze
u slobodnom obliku, ve¢inom su glikozilirane ili u obliku estera, na primjer klorogenska i
ruzmarinska kiselina. Kavena kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina te predstavlja ve¢inu

ukupne koncentracije hidroksicimetne kiseline u raznim vrstama voca. Voce koje fenolne



kiseline sadrzi u najve¢im koncentracijama su borovnice, $ljive, tresnje i jabuke (Manach i sur.,

2004).

1.2.1.1 Klorogenska kiselina

Klorogenska kiselina je polifenol iz skupine fenolnih kiselina, derivata hidroksicimetne
kiseline (Slika 3). Ester je kavene i kinonske kiseline. Zastupljena je u vocu, kao i ostale fenolne
kiseline, u borovnicama, jabukama, treSnjama i §ljivama no ipak u najve¢im koncentracijama
prisutna je u kavi. Samo jedna Salica kave moze sadrzavati i do 350 mg klorogenske kiseline
(Manach i sur., 2004).
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Slika 3. Kemijska struktura klorogenske kiseline.

Zhog svoje antioksidativne aktivnosti ima niz potencijalnih pozitivnih ucinaka na
zdravlje. Pokazuje antidijabeti¢ki, protutumorski, antihipertenzivni i protuupalni uc¢inak te se
zbog toga moze koristiti u prevenciji i nefarmakoloskoj terapiji brojnih kroni¢nih bolesti
(Santana-Galvez i sur., 2017). S obzirom da je u hrani u obilju zastupljena, istrazivanja
povezana s novim terapijskim ucincima od velikog su interesa. Najvece zanimanje usmjereno
je na terapiju dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti. Naime, Klini¢kim ispitivanjima potvrden je
utjecaj na smanjenje inzulinske rezistencije i glikemijskog u¢inka hrane. Navedeno ju ¢ini
potencijalnim antidijabetikom (Meng i sur., 2013). Zastitno djeluje i na kardiovaskularni sustav
s u¢inkom na snizavanje krvnog tlaka u pacijenata s hipertenzijom (Naveed i sur., 2018). Zbog
protuupalnog ucinka i antioksidativne aktivnosti u mozgu, istrazuje se potencijal u terapiji

neurodegenerativnih bolesti i antiamnesticki u¢inak (Veljkovic i sur., 2018).



1.2.2 Flavonoidi

Flavonoidi su velika podskupina polifenola koja sadrzi vise od 4000 strukturno razli¢itih
spojeva pronadenih u prirodi. Gradom su kompleksniji od fenolnih kiselina; osnovni skelet im
¢ine dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem, to jest 1,3-difenilpropan (C6-C3-
C6). S obzirom na razlike u strukturi, ovisno o broju i polozaju hidroksilnih skupina te stupnju
nezasi¢enosti dijele se na podskupine: flavanole, flavanone, flavone, flavonole, izoflavone i
antocijanidine (Pandey i sur., 2009., Slika 4). Zbog svoje strukture flavonoidi imaju snaznu
antioksidativnu aktivnost. Hvataju slobodne radikale, keliraju metalne ione koji su ukljuceni u

reakcije nastanka slobodnih radikala i sudjeluju u prevenciji peroksidacije (Miranda i sur.,

2000).
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Slika 4. Kemijske strukture derivata flavonoida.

U prirodi su najrasprostranjeniji flavoni i flavonoli, a zajedno s flavanonima,
antocijanidinima i izoflavonima ¢ine viSe od 80 % poznatih flavonoidnih spojeva (Vladimir-
Knezevi¢, 2017). 1z skupine flavonola valja napomenuti kvercetin, prisutan u gotovo svim
biljnim proizvodima; vocu, povréu, zitaricama, ¢aju i vinu (Manach i sur., 2004). Potvrdeno je

da je unos kvercetina, obrnuto proporcionalan sa smrtno$¢u od koronarne bolesti srca



inhibicijom ekspresije metaloproteinaze 1 i razgradnjom aterosklerotskih plakova (Pandey i
sur., 2009).

Flavonoidi su glavne obojene komponente cvjetova biljaka i obojene komponente u
hrani. Osim za boju, odgovorni su i za okus, sprje¢avanje oksidacije masti i zastitu vitamina i
enzima. Vecinom se pojavljuju kao glikozidi ili esteri s drugim spojevima kao $to su alkoholi,

steroli i masne kiseline (Kurtagi¢, 2017).

1.3 Ultrazvuéna ekstrakcija

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom napredna je tehnika ekstrakcije s velikim
potencijalom za dobivanje fenolnih spojeva. Omogucuje Vvisoku ponovljivost u kratkom
vremenu, ve¢e prinose bioaktivnih tvari, jednostavnije rukovanje, smanjenje temperature

tijekom procesa, smanjenje koli¢ine otapala i manji utroSak energije (Wang i sur., 2006).

Ova se tehnika temelji na primjeni ultrazvuka visokog intenziteta i ograni¢ene koli¢ine
otapala kako bi se postigla ucéinkovita ekstrakcija. Koristi ultrazvuéne valove niskih
frekvencija; izmedu 20 kHz i 100 kHz. Takvi valovi niske frekvencije, a visokog intenziteta,
oSteCuju stani¢ne stijenke te tako omogucavaju bolje ispiranje stani¢nog sadrzaja to jest
ucinkovitiju ekstrakciju. Naime, dolazi do pretvorbe ultrazvuéne energije u mehanic¢ku te to
dovodi do lokaliziranog porasta tlaka i temperature koji uzrokuju kavitaciju, odnosno nastanak

mjehurica, te posljedi¢no oste¢uju stani¢ne membrane (Carreira-Casais i sur., 2021).

Bitni ¢imbenici u postupku ultrazvuéne ekstrakcije su temperatura i izbor otapala.
Opéenito, povecanje temperature povecava prinos ekstrakcije, ali moze i promijeniti sastav
konac¢no ekstrahiranih sastavnica. PaZljiv izvor otapala potreban je zbog interakcije otapala s

sastavnicama uzorka te posljedi¢no kemijskom sastavu ekstrakta.

Pravilan odabir otapala, temperature i drugih parametara kao $to su snaga ultrazvuka i
koli¢ina uzorka bitno utjecu na ekstrakciju. 1z tog razloga uvjeti moraju biti pazljivo odabrani
kako bi se osigurao ekstrakt sa zeljenim znacajkama (Drmic i Rezek Jambrak, 2010). Utjecaj

takvih parametara na ucinkovitost ekstrakcije polifenola ispitan je u ovom radu.



1.4 Ciklodekstrini

Ciklodekstrini (CD) su cikli¢ki oligosaharidi sastavljeni od o-1,4-vezanih, 6, 7 ili 8
glukopiranoznih jedinica, nastali razgradnjom $kroba pomocu glikoziltransferaze. CD s manje
od 6 glukopiranoznih jedinica ne mogu nastati zbog steri¢kih smetnji, a oni s vise od 8 se zbog
nestabilnosti ne mogu koristiti za stvaranje inkluzijskih kompleksa. Svojom
trodimenzionalnom strukturom tvore krnji stozac sa centralnom Supljinom u Kkoju se s
odredenim afinitetima, mogu uklopiti razni spojevi (Cid-Samamed i sur., 2022). UnutraSnjost
im lipofilno$¢u odgovara 50 % etanolu sto ih ¢ini idealnima za uklapanje spojeva koji su inace
topljivi u navedenom otapalu. S druge strane, vanjska je povrsina hidrofilna i ¢ini inkluzijske
komplekse dobro topljivima u vodi. Zbog tih svojstava CD su nasli svoje mjesto medu
proizvodima za primjenu na kozi. Naime, slobodan lijek pokazuje ve¢i afinitet za lipofilnu

membranu nego za centralnu Supljinu CD te se zbog toga u znacajnoj mjeri apsorbira u kozi.

S obzirom na broj glukopiranoznih jedinica, dijelimo ih na a, B 1 v CD koji se joS
razlikuju s obzirom na molarnu masu, topljivost u vodi i promjer centralne Supljine. Sve te
razlike bitno odreduju njihova svojstva. U prakti¢noj primjeni najistaknutiji su f-CD te njihovi
hidrofilni derivati poput (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrina (2-HP-B-CD). U¢inak CD na

topljivost ovisi i o0 suotapalima koja ne smiju raditi komplekse s CD.

Njihova oralna i lokalna primjena je vrlo Siroka, no koriste se i u parenteralnim
pripravcima (Jug, 2019). Nakon oralne primjene razgraduju se u kolonu, a kod primjene na kozi
smanjuju rizik od iritacije i kontaktnog dermatitisa Sto opravdava njihovu sve $iru uporabu.
Osim istrazivanja koja opravdavaju primjenu CD u kompleksima s lijekom (Miurai sur., 2012),
prouc¢avan je i u¢inak samih CD na kozi. Postoji potencijal za primjenu u pripravcima za stariju
kozu. Naime, dokazano je da metil-p-ciklodekstrin reverzibilno inhibira djelovanje kaveolina 1
(enzima koji regulira metabolizam kolagena), te tako stimulira sintezu kolagena i usporava

starenje koze (Lee i sur., 2015).

1.4.1 (2-hidroksipropil)-p-ciklodekstrin

2-HP-B-CD (Slika 5), hidrofilniji je derivat B-CD, koji se koristi za poboljsanje
topljivosti raznih spojeva u vodi. Sadrzi prosje¢no jednu hidroksipropilnu skupinu po
glukopiranoznoj jedinici. Opseg i mjesto supstitucije mogu utjecati na strukturu Supljine CD

molekule, a time i na moguénosti molekularne inkapsulacije (Yong i sur., 2008).
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Slika 5. Kemijska struktura (2-hidroksipropil)-B-hidroksiciklodekstrina.

Potencijal 2-HP-B-CD kao farmaceutski aktivne tvari opisan je u niz istrazivanja, no bez
konkretne primjene. Zbog svojstva da poveéava topljivost kolesterola i smanjuje njegove
stani¢ne razine ispitivan je u terapiji Niemann-Pickove bolesti karakterizirane nesposobno$éu
skladiStenja 1 metaboliziranja lipida. Brojna ispitivanja su davala obecavajuée rezultate, no
nakon njegove primjene u praksi zakljuceno je da se ipak ne preporuca osim uz pomno pracenje.
Naime, nakon dugotrajne primjene zabiljezen je proupalni ucinak koji nakon kratkotrajne
primjene nije opazen (Houben i sur., 2021). Trenutacno se ispituje kao potencijalni nosa¢

protutumorskih lijekova (Peimanfard i sur., 2022).

Najsiru primjenu i dalje ima kao pomoéno sredstvo u otapanju netopljivih i slabo
topljivih spojeva. U preliminarnim ispitivanjima potvrdeno je da ima puno bolju sposobnost
ekstrakcije polifenola od a-CD i (2-hidroksipropil)-y-ciklodekstrina te je stoga koriSten u ovom

radu.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Smilje (Helichrysum italicum, (Roth), G. Don) je tipi¢na mediteranska biljka koja je
unazad nekoliko godina, zahvaljuju¢i farmakoloSkim uc¢incima i anti-age svojstvima
ekstrakata, potaknula novi interes farmaceutske i kozmeti¢ke industrije. Cilj ovog rada bio je
istraziti utjecaj ekstrakcijskih uvjeta (snage ultrazvuka, mase droge, temperature, sadrzaja
glicerola i mlijecne kiseline) na sadrzaj razlicitih vrsta polifenola smilja te optimirati proces
ekstrakcije. Koristena je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom uz inkapsulaciju u 2-HP-B-CD
kako bi se ostvario ekoloski prihvatljiv nacin ekstrakcije, odnosno bolji prinos i krace

ekstrakcijsko vrijeme.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Biljni materijal

Za ispitivanje je koristena je zelen biljne vrste Helichrysum italicum. Ispitivani uzorci
prikupljeni su u Biogradu. Nakon branja, droga je ¢uvana na -20 °C te je neposredno prije

ispitivanja usitnjena u prah.

3.1.2 Kemikalije

U ispitivanju su koriStene sljedece kemikalije: galna Kiselina, kvercetin dihidrat, kavena
kiselina, 2-HP-B-CD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i mlije¢na kiselina (Merck,

Darmstadt, Germany). Ostali koriSteni reagensi 1 otapala bili su analiticke Cistoce.

3.1.3 Uredaji

U ispitivanju su koristeni sljedeé¢i uredaji: precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska),
ultrazvuéna kupelj (Sonorex digital, Bandelin electronic, Njemacka), UV/Vis, C¢ita¢
mikrotitarskih plocica (FLUOstar Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Germany) i tekucinski
kromatograf visoke djelotvornosti (engl. HPLC) Agilent 1200 opremljen autosamplerom, DAD
detektorom i Zorbax Eclipse XDB-CI18 (5 um, 25 mm x 4,6 mm) kolonom (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA).
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3.2 Metode

3.2.1 Ultrazvuéna ekstrakcija

U Erlenmeyerove tikvice zapremnine 50 mL odvagnut je u prah usitnjeni biljni materijal
u koli¢inama navedenim u Tablici 1. Neposredno prije poéetka ultrazvuéne ekstrakcije, biljnom
materijalu u tikvicama dodano je ukupno 10 g odgovarajuéeg ekstrakcijskog otapala i 0,6 mmol
2-HP-B-CD (0,8376 g). Ekstrakcijski uvjeti su bili sljede¢i: snaga ultrazvuka (144-720 W),
temperatura (30-70 °C), udio mlije¢ne kiseline (0-2 %), masa droge (0,3-0,6 g) i udio glicerola
(0-5 %) kako su navedeni u Tablici 1. Ostatak ekstrakcijskog otapala do 100 % je ¢inila voda.
Postupak je trajao 30 min. Neposredno nakon ekstrakcije, vru¢i ekstrakti filtrirani su kroz

naborani filter papir u vijale te zatim pohranjeni na 4 °C.

Tablica 1. Prikaz naziva i uvjeta pripreme ekstrakata.

Naziv USP T MK MD GL

ekstrakta (W) (°C) (%) )] (%)
El 144 30 0 0.3 5
E2 720 70 0 0.3 5
E3 720 70 2 0.3 0
E4 720 30 0 0.3 0
E5 720 30 2 0.6 0
E6 144 70 2 0.3 5
E7 144 30 2 0.6 5
ES8 720 70 2 0.6 5
E9 144 30 0 0.6 0
E10 720 30 0 0.6 5
Ell 144 70 2 0.6 0
E12 720 70 0 0.6 0
E13 144 30 2 0.3 0
E14 720 30 2 0.3 5
E15 144 70 0 0.3 0
E16 144 70 0 0.6 5

USP = snaga ultrazvuka, T = temperatura, MK = mlije¢na kiselina, MD = masa droge i GL =

glicerol.
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3.2.2 Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je koriStenjem modificirane Folin-Ciocalteu
kolorimetrijske metode na mikrotitarskoj plo¢ici (Marijan i sur., 2022). Folin-Ciocalteu reagens
razrijeden je s vodom u omjeru 1:3. U jaZice na mikrotitarskoj plocici je otpipetirano 80 uL
otopine ekstrakta kojem je dodano 80 pL 10 %-tne otopine Na2COz i 80 puL Folin-Ciocalteu
reagensa, tim redoslijedom. Reakcijska smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj
temperaturi sat vremena. Nakon sat vremena, mjerenje apsorbancije provedeno je na 700 nm
pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra. Sadrzaj polifenola u ekstraktima odreden je na temelju
bazdarnog pravca galne kiseline (0,412 mg/mL, Slika 6) prema jednadzbi y = 42,37x — 0,11 (x
je masena koncentracija standarda, a y apsorbancija pri 700 nm) s visokim stupnjem linearnosti
(r> = 0,9975). Rezultati su prikazani kao ekvivalenti galne kiseline u miligramima po mililitru
ekstrakta (mg/mL). Mjerenje apsorbancije ekstrakata provedeno je u triplikatu, a rezultati su

izrazeni kao aritmeti¢ka sredina.
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Slika 6. Bazdarni pravac galne kiseline za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola.
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3.2.3 Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje ukupnih flavonoida provedeno je KkoriStenjem modificirane
kolorimetrijske metode (Kumazawa i sur., 2004). U jazice na mikrotitarskoj plo€ici
otpipetirano je 120 uL metanolne otopine ekstrakta i 120 uL 0,2 %-tne metanolne otopine
AICl3z. Smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi sat vremena. Nakon sat
vremena, mjerenje apsorbancije provedeno je pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra na 420 nm.
Flavonoidi u ekstraktima odredeni su pomoc¢u bazdarnog pravca kvercetin dihidrata (0,20
mg/mL, Slika 7) prema jednadzbi y = 12,33x — 0,02 (x je masena koncentracija standarda, a
y apsorbancija pri 420 nm) s visokim stupnjem linearnosti (r> = 0,9989). Rezultati su
prikazani kao miligrami ekvivalenta kvercetin dihidrata u mililitru ekstrakta (mg/mL).
Mjerenje apsorbancije ekstrakata provedeno je u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao njihova

aritmeticka sredina.

1,5=-
.
-

. 1 _." - ._d.a-*’hf
= -
= 7
- T
a -
T P
- A

0,5=- T

.-"'--'.--'.
.f"’fr
.f"j
¥
{}-'I} | | 1 1 1 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

¥ (kvercetin dihidrat) / mg/mL

Slika 7. Bazdarni pravac kvercetin dihidrata za odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida.
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3.2.4 Spektrofotometrijsko dredivanje ukupnih fenolnih kiselina

Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina provedeno je koriStenjem spektrofotometrijske
metode s nitrit-molibdatom (Nicolle i sur., 2004). U jazice na mikrotitarskoj plo¢ici otpipetirano
je 100 uL otopine uzorka, 50 puL otopine HCl-a (0,5 M), 50 uL nitrit-molibdat reagensa i 50
uL 8,5 %-tne otopine NaOH. Smjesa je inkubirana u tamnoj komori na sobnoj temperaturi 15
minuta. Nakon 15 minuta mjerenje apsorbancije provedeno je pomoéu UV/Vis
spektrofotometra na 492 nm. Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina odreden je pomoc¢u bazdarnog
pravca kavene kiseline (0,57 mg/mL, Slika 8) prema jednadzbi y = 10,85x — 0,02 (X je masena
koncentracija standarda, a y apsorbancija pri 492 nm) s visokim stupnjem linearnosti (r*> =
0,9949). Rezultati su prikazani kao miligrami ekvivalenta kavene kiseline u mililitru ekstrakata
(mg/mL). Mjerenje apsorbancije ekstrakata provedeno je u triplikatu, a rezultati izrazeni kao

njihova aritmeticka sredina.
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Slika 8. Bazdarni pravac kavene kiseline za odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih

kiselina.
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3.2.5 Kvantifikacija klorogenske kiseline koristenjem HPLC-a

Ekstrakti i standard klorogenske kiseline (0,2 mg/mL) filtrirani su prije ispitivanja kroz
0,45 um PTFE filtere za Sprice (CHROMAFIL Xtra PTFE, Macherey-Nagel, Diiren,
Njemacka). U ispitivanju je koriStena modificirana literaturno opisana metoda (Kramberger i
sur., 2020). Kao otapalo A koriStena je smjesa vode i mravlje kiseline u omjeru 98:2 dok je kao
otapalo B koristena smjesa acetonitrila, metanola i vode u omjeru 49:49:2. Navedena otapala
primijenjena su na sljedec¢i na¢in: 0—15 min, 2-100 % B; 15-20 min, 100 % B; 20-26 min, 100-
2 % B. Ostatak do 100 % ¢ini otapalo A. Odvajanje je postignuto pri 40 °C i protoku od 1,0
mL/min. Sadrzaj klorogenske kiseline odreden je pri valnoj duljini od 330 nm. Kvantifikacija
je provedena prema prethodno konstruiranom bazdarnom pravcu, y = 309613x + 3,00 (y =
povrsina ispod krivulje na kromatogramu, X = masa standarda klorogenske kiseline u mg), te je
izrazena kao miligrami po mililitru ekstrakta (mg/mL) s visokim stupnjem linearnosti (r? =
1,0000). Identifikacija se temelji na usporedbi retencijskog vremena i UV spektra na

kromatogramu uzorka s onima standarda.

15



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Odredivanje ukupnih polifenola

Biljni ekstrakti bogati bioloski aktivnim polifenolnim spojevima vazni su zbog
antioksidativnog uc¢inka navedenih spojeva. Zahvaljujuéi izrazitom antioksidativnom ucinku i
sposobnosti spre¢avanja negativnog utjecaja UV zraCenja, preparati bogati polifenolima
primjenjuju se u cijelom nizu medicinskih proizvoda. Osim kao aktivne sastavnice, mogu se
koristiti i kao pomo¢ne komponente gotovih oblika jer sprjeCavaju oksidaciju aktivnih
sastavnica i ostalih pomo¢nih tvari ¢ime produzuju trajanje lijekova, kozmetickih i drugih
proizvoda (de Lima Cherubim i sur., 2020). Koncentracija ukupnih polifenola odredena je
spektrofotometrijskom metodom te su rezultati medusobno usporedeni (Slika 9) u svrhu

odredivanja optimalnih ekstrakcijskih uvjeta.
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Slika 9. Usporedba koncentracija ukupnih polifenola u ekstraktima E1-E16. Nazivi i uvjeti

pripreme ekstrakata navedeni su u Tablici 1.
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Brojevne vrijednosti koncentracija svih ekstrakata navedene su u prilogu (Tablica P1).
Vidljivo je da E12, vodeni ekstrakt, ima najbolji prinos polifenola izrazenih u ekvivalentima
galne kiseline (2,057 mg/mL). Njega slijede ekstrakti E16 (1,744 mg/mL) i E8 (1,430 mg/mL)
sa znacajno, ¢ak 10-30 % manjim prinosom. Usporedujuci ekstrakcijske uvjete prema prinosu
ekstrakcije moze se zakljuciti da su za ekstrakciju najvazniji parametri; temperatura i masa
droge. To se moze potvrditi i promatranjem prinosom najlosija tri ekstrakta (E1, E4 i E14)
ispitana pri nizoj temperaturi i masi droge sa do 76 % manjim prinosom od E12. Moze se
zakljuciti da je ekstrakcija polifenola pri takvim uvjetima prakticno neisplativa. Ipak,
usporedbom koncentracija ekstrakata koji se razlikuju samo u dva parametra (masom droge i
temperaturom) na primjer E9 1 E15 ili E2 i E10 ne moze se utvrditi koji je parametar od prije
spomenuta dva, od veceg znacaja. Potrebno je provesti viSe mjerenja i dodatna statisticka

analiza da bi se sa sigurno$¢u mogli donijeti zakljuéci.

Moze se primijetiti kako je snaga ultrazvuka od umjerenog znacaja no ona omogucava
provodenje ekstrakcije pri nizim temperaturama istom efikasno$c¢u tako da zasigurno indirektno
djeluje na sveukupni prinos ukupnih polifenola. 1z rasprSenosti rezultata ne moze se sa
sigurnos$¢u utvrditi utjecaj udjela mlijeéne kiseline na ekstrakciju. Moze se primijetiti kako udio
mlijecne kiseline smanjuje prinose za ekstrakte s ve¢om masom droge nastale pri visoj
temperaturi. Ipak, prinosom najbolji ekstrakti nastali pri nizoj temperaturi sadrze veéi udio
mlije¢ne kiseline (E5 i E7). Moze se zaklju¢iti da se ovisno o ostalim uvjetima ekstrakcije mora
prilagoditi sadrzaj mlije¢ne kiseline te ¢e ovisno o njima povecati ili smanjiti prinos. Svakako,
prinosi su pri nizoj temperaturi unato¢ povecanju udjela mlije¢ne kiseline, znac¢ajno manji od
E12, ¢ak i do 49 %. Znacaj udjela glicerola se zbog rasprSenosti rezultata ne moze odrediti bez
statistiCke analize. Literaturno dostupni izvori koncentraciju polifenola izrazavaju kao
miligrame ekvivalenata galne kiseline po gramu droge (mg/g) dok su u ovome radu
koncentracije izrazene kao miligrami galne kiseline po mililitru ekstrakta (mg/mL). Uzevsi u
obzir da je gustoca ekstrakata nepoznata, ekstrakte nije moguce izravno usporediti. Analizom
literaturno dostupnih podataka najceS¢e koriStena otapala za ekstrakciju relativno polarna
otapala kao etanol i 80 % metanol. U navedenim otapalima koncentracija polifenola iznosila je
104,8 mg/g za 50 % etanol, 132,1 mg/g za 96 % etanol (Molnar i sur., 2017) i 138,62 mg/g za

80 % metanol (Goncalves i sur., 2016).
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4.2 Odredivanje ukupnih flavonoida

Biljni ekstrakti koji sadrze visoki udio flavonoida koriste se u cijelom nizu proizvodnih
procesa u kozmetickoj i srodnim industrijama (Arct | Pytkowska, 2008). Sadrzaj flavonoida
odreden je spektrofotometrijskom metodom te su rezultati usporedeni medusobno (Slika 10,

Tablica P1) u svrhu odredivanja najboljih ekstrakcijskih uvjeta.
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Slika 10. Usporedba koncentracija flavonoida u ekstraktima E1-E16. Nazivi i uvjeti pripreme
ekstrakata navedeni su u Tablici 1.

Najbolji uvjeti ekstrakcije su i u ovom slu¢aju neosporno; snaga ultrazvuka 720W,
temperatura 70 °C, voda kao otapalo te masa droge 0,6 g, to jest E12 (0,463 mg/mL).
Vrijednosti koncentracije za sve ekstrakte nalaze se u prilogu (Tablica P1). Ipak, za razliku od
prethodnog i sljedecih ispitivanja, istice se E10 (0,354 mg/mL). Naime, po prinosu ekstrakcije
nalazi se odmah iza E12, iako je za 20 % nize koncentracije. Ono $to se u ovom ispitivanju
znacajno razlikuje od ispitivanja ostalih sastavnica je puno manji znaCaj temperature u
sveukupnom prinosu. S obzirom da su flavonoidi u smilju zastupljeni u vrlo niskim

koncentracijama u usporedbi s ostalim polifenolima, prinos flavonoida je i u ovom sluc¢aju vrlo
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nizak. To¢nost rezultata moze se potvrditi mjerenjima koncentracije polifenola gdje se moze
primijetiti da je E10 medu losijim ekstraktima po prinosu polifenola ¢ime se potvrduje vrlo
niska koncentracija flavonoida u ukupnom sadrzaju polifenola smilja. Moze se istaknuti i
ekstrakt E4 (0,286 mg/mL) koji potvrduje temperaturu kao manje znacajan parametar i nalazi
se medu boljim ekstraktima za razliku od ispitivanja polifenola gdje je prinosom medu losijima
Time se jo$ jednom potvrduje toCnost rezultata i niska koncentracija flavonoida u ukupnom
sadrzaju polifenola. Moze se primijetiti kako su najlosiji ekstrakti nastali postupkom ekstrakcije
uz mlije¢nu kiselinu (E3, E6, E13 i E14). Ostali ekstrakti koji ju sadrze, a nalaze se medu
prinosom boljim ekstraktima, ekstrahirani su u uvjetima vece mase droge (0,6 g) Sto jos jednom
upucuje na znacaj tog parametra. Pokazalo se da glicerol nema znacajan utjecaj na ekstrakciju,
no ipak primjetno je da kombinacija viSeg udjela glicerola i mlijecne kiseline, snizava prinose
za 29-90 % dok sam glicerol nema znacajan ucinak. Zakljucuje se na temelju E6, E7, E8 i E14
u usporedbi sa E12. Takoder, usporedivsi ekstrakte E§, E11 i E12 nastale u uvjetima vise
temperature, mase droge i snage ultrazvuka, moze se primijetiti da dodatak suotapala kao Sto
su glicerol i/ili mlije¢na kiselina smanjuje prinose za 29-39 %. S obzirom da se flavonoidi u
smilju ve¢ nalaze u vrlo malim koncentracijama, ekstrakciju u ovakvim uvjetima nema smisla

provoditi.

Iz svega navedenog, moZe se zakljuciti kako je kljucan parametar u ekstrakciji, masa
droge. Iako temperatura ima znacajan utjecaj, zbog ekstrakta E10 se bez statistiCke analize ne
mozZe donijeti adekvatan zakljucak. Za odredivanje znac¢aja udjela glicerola takoder je potrebna
statisticka analiza. Nadalje, nepozeljan je dodatak mlijecne kiseline §to se posebno vidi u
uvjetima nize mase droge. Koncentracija flavonoida u ovome je radu izrazena kao miligrami
ekvivalenata kvercetina po mililitru ekstrakta (mg/mL) dok je u literaturi izrazena kao
miligrami aktivne tvari po gramu droge (mg/g) te se podaci ne mogu izravno usporediti radi
prije navedenih razloga. U literaturi se za ekstrakciju najceSce koriste otapala poput 45 %
etanola. Odredena koncentracija u takvom otapalu iznosi 20,68 mg/g (Kladar i sur., 2015). Valja
napomenuti da su u literaturi flavonoidi u smilju nastali ekstrakcijom polarnim otapalima
nekada zastupljeni u vecoj koli¢ini od fenolnih kiselina, a nekada u manjoj. S obzirom da sastav
ekstrakata ovisi 0 uvjetima rasta, staniStu 1 vremenu branja smilja, rezultati u svakom slucaju

ne mogu biti potpuno usporedivi.
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4.3 Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina

Fenolne kiseline sintetiziraju biljke kao jedan od odgovora na oksidacijski stres, u svrhu
zastite od nepovoljnih vanjskih ucinaka poput razli¢itih insekata i mikroorganizama.
Zahvaljujuéi istaknutom antioksidativnom ucinku, koji se temelji na uklanjanju slobodnih
radikala i vezanju metalnih iona koji iniciraju nastanak slobodnih radikala, sastavnice su brojnih
kozmetic¢kih i medicinskih proizvoda. Masene koncentracije ukupnih fenolnih Kiselina u
ekstraktima E1-E16 izrazene su kao ekvivalenti kavene kiseline (mg/mL). Medusobna
usporedba masenih koncentracija fenolnih kiselina prikazana je Slici 11 dok se brojc¢ane
vrijednosti za svaki navedeni ekstrakt nalaze u Tablici P1.
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Slika 11. Usporedba koncentracija ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima E1-E16. Nazivi i

uvjeti pripreme ekstrakata navedeni su u Tablici 1.

Ekstrakt koji sadrzi najve¢u koncentraciju fenolnih kiselina je i u ovom slucaju E12
(1,557 mg/mL). Vrijednosti koncentracija ostalih ekstrakata prikazani su u prilogu (Tablica P1).

Najbolja ekstrakcija postize se u uvjetima snage ultrazvuka 720 W, temperature 70 °C, vodom
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kao otapalom te masom droge od 0,6 g Sto ¢ini rezultate u korelaciji sa do sad dobivenima.
Bitno je naglasiti utjecaj mlije¢ne kiseline koja pospjesuje ekstrakciju fenolnih kiselina. Utjecaj
je posebno vidljiv u ekstraktima E5 i E7 priredenima pri nizoj temperaturi (30 °C) i ve¢oj masi
(0,6 g). Ispitivanje polifenola potvrduje iste rezultate, Sto dokazuje visoku koncentraciju
fenolnih kiselina u uzorku smilja. Na primjeru fenolnih kiselina najuocljiviji je znacaj
temperature na ekstrakciju. S obzirom da podaci nisu u tolikoj mjeri rasprseni, vidljivo je da su
najbolji ekstrakti (ES, E11, E12 1 E16) nastali u uvjetima vece temperature dok su oni najlosiji
(E1, E4, E9, E10 1 E14) pri nizoj temperaturi. Ostali ekstrakti odstupaju od tog pravila ponajvise

zbog mase i koncentracije mlijecne kiseline pri nizim temperaturama.

Rezultati upucuju na to da na ekstrakciju indirektno utjece snaga ultrazvuka, dok dodatak
glicerola gotovo da i nema utjecaja. Iz prinosom najbogatijih ekstrakata (E11, E12 i E16) moze
se zakljuciti kako su najbitniji parametri u ekstrakciji masa droge i temperatura, a ako se
ekstrakcija provodi pri nizim temperaturama, dodatak mlijec¢ne kiseline moze povecati prinos
(E5 i E7) fenolnih kiselina, sli¢no kao i kod prinosa polifenola. Koncentracija fenolnih kiselina
u ovome je radu izraZena kao miligrami ekvivalenata kavene kiseline po mililitru ekstrakta
(mg/mL) dok je u literaturi izraZzena kao miligrami aktivne tvari po gramu droge (mg/g) pa
neposredna usporedba nije moguca. Analizom literaturno dostupnih podataka, najcesce
koriStena otapala za ekstrakciju su polarna i relativno polarna otapala poput 45 % etanola 1
metanola. S obzirom da u literaturi ve¢inom nije navedena ukupna koncentracija fenolnih
kiselina izrazena u ekvivalentima kavene kiseline ve¢ su one navedene pojedinacno, za

.....

odredena je koncentracija fenolnih kiselina 1,4 mg/g (Weglarz i sur., 2022).

4.4 Kvantifikacija klorogenske kiseline koristenjem HPLC-a

Klorogenska kiselina je fenolna kiselina od velikog interesa za kozmeti¢ku industriju.
Novija istrazivanja ispitivana na kulturi stanica koZe i kose potvrduju znafajan utjecaj
klorogenske kiseline (0,2 mg/ mL) na proliferaciju stanica, jednog i drugog tipa. Navedeno
moze predstavljati temelj za istrazivanja potencijala upotrebe u zarastanju rana, u anti-age
proizvodima te pripravcima za poticanje rasta kose. Metoda ekstrakcije klorogenske kiseline iz
biljnih izvora mora biti ucinkovita kako bi jamcila minimalnu potrebnu koncentraciju za
ispoljavanje takve bioloske aktivnosti (Saewan, 2022). Masena koncentracija klorogenske

kiseline u uzorcima odredena je koristenjem HPLC-a kako je to opisano u poglavlju 3.2.5.
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Rezultati provedenih analiza ekstrakata i njihova medusobna usporedba prikazani su na Slici

12 i Tablici P1.

0,9 =

¥ (Kloroeenska Kiselina) f me/ml

1 E2 E3 E4 E3 E6 E7 EF E9 EID E1l E1T E13 E14 E15 El6

Slika 12. Usporedba koncentracija klorogenske kiseline u ekstraktima E1-E16. Nazivi i uvjeti

pripreme ekstrakata navedeni su u Tablici 1.

Moze se primijetiti kako ekstrakt E12 sadrzi najve¢u koncentraciju Klorogenske kiseline
(0,816 mg/mL) i u ovom slucaju radi se o istom vodenom ekstraktu. Rezultati su u korelaciji sa
ispitivanjem koncentracije fenolnih kiselina. Zanimljivo je i ovdje primijetiti da je vodeni
ekstrakt E12 prinosom najbolji, dok je vodeni ekstrakt E4 s 0,149 mg/mL klorogenske kiseline,
prinosom najlosiji. Iz takvih podataka mozemo zakljuciti o velikom znacaju temperature i mase,
unato¢ otapalu, na sveukupni prinos ekstrakcije. Takoder, ekstrakt E8 (0,795 mg/mL) nastao
pri uvjetima veceg udjela mlijecne kiseline i glicerola od ekstrakta E12 pokazuje samo 3 %
manji prinos. Tu se nalazi i potencijal za buduca istrazivanja, no na osnovu ostalih parametara
moze se potvrditi da su temperatura i masa droge znacajniji parametri od sastava otapala.
Takoder, s obzirom da E11 osigurava za manje od 8 % nize prinose od najboljeg ekstrakta valja
ga uzeti u obzir kod procjene povoljnih ekstrakcijskih uvjeta. Sva tri ekstrakta su nastala u
uvjetima visoke temperature, ve¢e mase droge i snage ultrazvuka. Zbog rasprSenosti rezultata

ekstrakata nastalih pri ve¢oj snazi ultrazvuka, bez statisti¢ke analize ne moZe se utvrditi znacaj

22



tog parametra. Zanimljivo je primijetiti kako E8 ima 35 % manji prinos fenolnih kiselina od
E12 iz cega se moze zakljuciti da ostale fenolne kiseline prisutne u uzorku imaju razlicite
preferirane uvjete ekstrakcije od klorogenske kiseline te potencijalno veci utjecaj otapala na
ekstrakciju. Mlije¢na kiselina zna¢ajno pospjesuje ekstrakciju pri nizoj temperaturi $to se vidi
iz ekstrakata E5, E7 i E13 te se u uvjetima nize temperature moze upotrijebiti u svrhu poveéanja
prinosa. Glicerol gotovo nema utjecaja na ekstrakciju. Literaturno dostupni izvori,
koncentraciju klorogenske kiseline prikazuju kao miligrame aktivne tvari po gramu droge
(mg/g) dok su u ovome radu koncentracije izrazene kao miligrami aktivne tvari po mililitru
ekstrakta (mg/mL). S obzirom da je gustoéa ekstrakata nepoznata, izravna usporedba
onima u ovome radu. Analizom literaturno dostupnih podataka vodenih ekstrakata smilja
nastalih ultrazvuénom ekstrakcijom, koncentracija klorogenske kiseline iznosila je 4 mg/g.

Ekstrakcija je provodena pri visokoj temperaturi, 100°C (Kramberger i sur., 2020).
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5. ZAKLJUCAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je optimizirati uvjete ekstrakcije u cilju dobivanja
najveceg prinosa polifenola na ekoloski prihvatljiv nac¢in. Kao sredstvo za povecanje topljivosti
bioaktivnih tvari koristeni je 2-HP-B-CD koji je u preliminarnim ispitivanjima pokazao

znacajan utjecaj na poboljsanje prinosa ekstrakcije.

Najbogatiji izvor ukupnih polifenola te svih podskupina polifenola je neosporno E12;
ekstrakt dobiven pri temperaturi 70 °C, uz masu droge 0,6 g, snagom ultrazvuka 720 W te s
vodom kao otapalom. Visoka temperatura (70 °C) i ve¢a masa droge (0,6 g) najznacajnije utje¢u
na prinos ekstrakcije, za sve ispitivane sastavnice osim flavonoida za koje je znacajnija masa
droge. Snaga ultrazvuka indirektno utjeCe na efikasnost. Koncentracija glicerola je gotovo
irelevantna za ekstrakciju svih sastavnica. Mlije¢na kiselina ima pozitivan utjecaj na prinos
fenolnih kiselina posebno pri nizoj temperaturi, ali negativno utje¢e na prinos flavonoida.
Potrebno je provesti statisticku analizu kako bi se to¢nije utvrdila relevantnost tog, i ostalih
parametara. Za konkretnije zaklju¢ke mogu se provesti dodatna ispitivanja s ve¢im brojem

ekstrakata.

S obzirom da su dva najvaznija parametra temperatura i masa droge, potencijal za

buduca istrazivanja nalazi se u njihovom eksperimentalnom utvrdivanju.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1 Sazetak

Smilje (Helichrysum italicum, (Roth), G. Don) je izvor visokovrijednih polifenola,
prirodnih antioksidansa. Raznolikost tih kemijskih spojeva koji pojedinac¢no ili u sinergiji
pridonose farmakoloskoj aktivnosti, nudi brojne moguénosti prakticne primjene ekstrakata
biljke. U cilju uc¢inkovitog izdvajanja navedenih spojeva iz biljnog materijala provedena je
optimizacija ekstrakcijskih uvjeta. U radu je koristena metoda inkapsulacije (2-hidroksipropil)-
B-ciklodekstrinom, te ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija, u svrhu boljeg iskoristenja i
skraéenog vremena ekstrakcije. U usporedbi sa konvencionalnom metodom ekstrakcije
etanolom ili drugim organskim otapalima, ova metoda je ekoloski prihvatljiva. Provedena je
spektrofotometrijska analiza sadrzaja ukupnih polifenola i podskupina polifenola, fenolnih
Kiselina i flavonoida u ekstraktima, te kvantifikacija sadrzaja klorogenske kiseline koristenjem
tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. HPLC). Najboljim uvjetima ekstrakcije
pokazali su se neosporno: snaga ultrazvuka 720 W, temperatura 70 °C, masa droge 0,6 g te
voda kao otapalo. Parametri s najveéim utjecajem na ekstrakcijski kapacitet su temperatura i
masa droge. Snaga ultrazvuka indirektno utjece na prinos dok glicerol gotovo nema utjecaja.
Udio mlijecne kiseline pozitivno utjeCe na ekstrakciju fenolnih kiselina, pri nizim

temperaturama, dok na koncentraciju flavonoida ima negativan utjecaj.

7.2 Summary

Immortelle (Helichrysum italicum, (Roth), G. Don) is a source of high-value
polyphenols, natural antioxidants. The diversity of these chemical compounds, which
individually or synergistically contribute to pharmacological activity, offers many possibilities
in practical use of plant extracts. In order to efficiently extract mentioned compounds from plant
material, extraction conditions were optimised. In this paper, methods that were used were (2-
hydroxypropyl)-B-cyclodextrin encapsulation and ultrasound-assisted extraction for the
purpose of better extraction efficiency and shortened extraction time. In comparison to
conventional extraction method with ethanol or other organic solvents, this method is
environmentally friendly. Spectrophotometric analysis of total polyphenols, phenolic

subclasses, phenolic acids and flavonoids in the extracts was conducted, as well as
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quantification of chlorogenic acid content using high performance liquid chromatography
(HPLC). The best extraction conditions indisputably proved to be: ultrasound power 720 W,
temperature 70 °C, drug weight 0,6 g and water as a solvent. Parameters with the greatest impact
on the extraction capacity are temperature and drug mass. Ultrasound power affects the yield
indirectly, while glycerol had almost no effect. The proportion of lactic acid has a positive effect
on phenolic acids’ extraction at lower temperatures, while it has a negative effect on the

flavonoid concentration.
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8. PRILOZI

Tablica P1. Koncentracije TP, TPA, TF i KK u ekstraktima.

Naziv TP TF TPA KK
ekstrakta  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) mg/mL)
El 0,622 0,246 0,276 0,165
E2 0,766 0,220 0,532 0,419
E3 0,855 0,134 0,653 0,392
E4 0,661 0,286 0,262 0,149
ES 1,048 0,230 0,794 0,594
E6 0,877 0,191 0,603 0,381
E7 0,989 0,245 0,825 0,565
ES8 1,430 0,328 1,013 0,795
E9 0,919 0,301 0,401 0,324
E10 0,852 0,354 0,363 0,314
Ell 1,332 0,282 1,064 0,754
E12 2,057 0,463 1,557 0,816
E13 0,820 0,115 0,621 0,463
El4 0,502 0,042 0,310 0,248
E15 0,931 0,244 0,756 0,387
E16 1,744 0,345 1,226 0,684

TP = ukupni polifenoli, TPA = ukupne fenolne kiseline, TF = ukupni flavonoidi i KK =
klorogenska Kiselina.
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