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Sazetak

Diplomskog rada studentice Anamarije Novosel, naslova

UTJECAJ METODE EKSTRAKCIJE NA SADRZAJ BIOAKTIVNIH SPOJEVA STOLISNIKA
(Achillea millefolium L.)

Stolisnik (Achillea millefolium L.) i njegovi pripravci (npr. ekstrakti) posjeduju Siroki spektar
djelovanja koji se pripisuje bogatom sadrzaju brojnih bioaktivnih spojeva i etericnog ulja. Na
sadrzaj bioaktivnih spojeva ekstrakta utjecu brojni Cimbenici, a prvenstveno metoda
ekstrakcije. U ovome radu prikupljeni biljni materijal podvrgnut je trima metodama ekstrakcije
(maceracija, mikrovalna ekstrakcija, ultrazvu¢na ekstrakcija), a dobiveni ekstrakti analizirani
su na sadrzaj bioaktivnih spojeva te je utvrden i njihov antioksidacijski kapacitet. Najveci
sadrzaj vitamina C (10,60 mg/100 g svjeZe tvari), ukupnih polifenola (495,29 mg GAE/100 g
svjeze tvari), flavonoida (271,95 mg GAE/100 g svjeZe tvari) i antioksidacijski kapacitet (FRAP
metoda: 3994,41 umol TE/L) zabiljeZzen je kod ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije u
trajanju od 10 minuta, dok je najveci sadrzaj neflavonoida (224,68 mg GAE/100 g svjeZe tvari)
zabiljezen kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta.

Klju€ne rijeci: antioksidacijski kapacitet, polifenoli, flavonoidi, mikrovalna ekstrakcija,
ultrazvuéna ekstrakcija



Summary

Of the master’s thesis — student Anamarija Novosel, entitled

UTJECAJ METODE EKSTRAKCIJE NA SADRZA) BIOAKTIVNIH SPOJEVA STOLISNIKA
(Achillea millefolium L.)

Yarrow (Achillea millefolium L.) and its medicinal preparations (e.g. extracts) have a broad
spectrum of activity, which is attributed to the content of numerous bioactive compounds and
essential oil. The content of the extract itself is influenced by numerous factors, as well as by
the extraction method. In this work, the sampled plant material was subjected to three
extraction methods (maceration, microwave-assisted extraction, ultrasound-assisted
extraction), and the obtained extracts were analyzed for the content of bioactive compounds
and their antioxidant capacity was determined. The highest content of vitamin C (10.60
mg/100 g dw), total polyphenols (495.29 mg GAE/100 g dw), flavonoids (271.95 mg GAE/100
g dw) and antioxidant capacity (FRAP method: 3994.41 umol TE/L) was found in the ultrasound
assisted extraction for 10 minutes, while the highest content of non-flavonoids (224.68 mg
GAE/100 g dw) was recorded during microwave assisted extraction for 10 minutes.

Keywords: antioxidant capacity, polyphenols, flavonoids, microwave-assisted extraction,
ultrasound-assisted extraction



1. Uvod

Stolisnik (Achillea millefolium L.) je zeljasta viSegodiSnja biljna vrsta koja pripada porodici
Asteraceae i rodu Achillea (Applequist i Moerman, 2011). Autohtona je vrsta Europe, Azije,
Sjeverne i Sredisnje Amerike (Vélez-Gavilan, 2016), a samoniklo raste i na podrucju Republike
Hrvatske. Zahvaljujuci svojoj adaptabilnosti, stolisnik, uspijeva u gotovo svim klimatskim
pojasevima, kao i tipovima tla te zbog toga €ini sastavnicu flore gotovo svakog staniSnog tipa
na podrucju Europe pa tako i Republike Hrvatske (Vélez-Gavilan, 2016).

Stolisnik je karakteristicnog mirisa i specificnog gorkog okusa (Mollasalehi i sur., 2013;
Gorni i sur., 2021). U prosjeku doseze visinu od 20 do 90 cm (Mollasalehi i sur., 2013), ima
uspravnu zelenu stabljiku, zelene lancetaste listove koji su dvostruko ili trostruko perasto
razdijeljeni, gronju kao tip sastavljenog cvata, koja se sastoji od brojnih, malih bijelih glavica
koji se sastoje od cjevastih i jeziastih cvjetova te sustav podanaka kojim se vegetativno
razmnoZzava (Hulina, 1998). Cvatnja stolisnika odvija se u periodu od svibnja pa sve do rujna
(Mollasalehi i sur., 2013; Ali i sur., 2017), a plod je sjajna roska veli¢ine 2 mm bez papusa
(Akram, 2013).

Stolisnik je jedna od najpoznatijih ljekovitih biljnih vrsta, Cija upotreba je stara gotovo
koliko i samo ¢ovjecanstvo (Leroi, 1975; Solecki, 1975). Kao biljna droga koristi se svjezi ili
suSen nadzemni dio (herba) od kojeg se pripremaju ekstrakti, poput uvaraka i tinktura (Gorni
i sur., 2021). Ima brojna djelovanja, poput antimikrobnog, adstringentnog i protuupalnog
(Yassa i sur., 2007; Villalva i sur., 2019), a najcesc¢e se upotrebljava za lijecenje probavnih i
menstrualnih tegoba te za zaustavljanje vanjskih i unutarnjih krvarenja.

Iznimna ljekovitost i Siroki spektar djelovanja, ove vrste, pripisuju se njezinom kemijskom
sastavu, Cije sastavnice su brojni bioaktivni spojevi, poput polifenola i flavonoida, i eteri¢no
ulje bogato monoterpenima i seskviterpenima (Villalva i sur., 2022).

Kemijski sastav stolisnika, kao i njegovih ekstrakata, moze varirati. Na to utjecu brojni
Cimbenici (Farasati Far i sur., 2023), ali i metoda ekstrakcije. Zato je pri ekstrakciji vrlo vazan
izbor metode ekstrakcije i njezina optimizacija, kako bi dobiveni ekstrakt sadrzavao sto vedi
udio sastavnica Cije djelovanje je blagotvorno i ljekovito za Covjeka.

Pri izboru metode ekstrakcije, takoder valja uzeti u obzir njezin utjecaj na okolis, odnosno
odabrana metoda treba biti ekoloski prihvatljiva. Primjeri takvih metoda su maceracija,
mikrovalna ekstrakcija i ultrazvucna ekstrakcija koje karakterizira visoka energetska
ucinkovitost, neinvazivnost, brzina, jednostavnost, upotreba otapala koja nisu Stetna za okolis
kao i mogucénost ekstrakcije termolabilnih spojeva (Eskilsson i Bjorklund, 2000; Fu i sur., 2006;
Uysal i sur., 2019; Vazquez-Sanchez i sur., 2019; Alcantara i sur., 2020).



1.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je usporediti utjecaj razli¢itih postupaka ekstrakcije na sadrzaj bioaktivnih
spojeva i antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta stolisnika.



2. Pregled literature

2.1. Stolisnik (Achillea millefolium L.)

2.1.1. Sistematika i rasprostranjenost

Achillea milleolium L. (eng. yarrow; hrv. obicni stolisnik, hajducka trava) viSegodisnja je
vrsta koja pripada porodici Asteraceae (glavocike) i rodu Achillea L.. Rod Achillea obuhvaca
oko 100 do 140 vrsta koje su najve¢im djelom autohtone za podrucje Euroazije, a manjim
djelom za Sjevernu Ameriku i Afriku (Anne i sur., 2006; Vélez-Gavilan, 2016). Na podrucju
Europe prisutno je 58 vrsta koje pripadaju rodu Achillea (Flora Europaea, 2024), dok su na
podrucju Republike Hrvatske prisutne 23 vrste (Tablica 2.1.1.1.).

Tablica 2.1.1.1. Vrste roda Achillea koje su prisutne na podrucju Republike Hrvatske

Latinski naziv

Hrvatski naziv

Achillea abrotanoides (Vis.) Vis.

Planinski stolisnik

Achillea ageratum L.

Trajni stolisnik

Achillea aspleniifolia Vent.

Papratni stolisnik

Achillea clavennae L.

Bijeli stolisnik

Achillea coarctata Poir.

Skupljeni stolisnik

Achillea collina (Wirtg.) Heimerl

Brezuljkavi stolisnik

Achillea crithmifolia Waldst. et Kit.

Motrikolistni stolisnik

Achillea distans Willd.

Okriljeni stolisnik

Achillea distans Willd. ssp. distans

Vunasti jezicac

Achillea distans Willd. ssp. tanacetifolia (Fiori) Janch.

Vraticolistni jezicac

Achillea ligustica All.

Ligurski stolisnik

Achillea millefolium L.

Obicni stolisnik

Achillea millefolium L. ssp. millefolium

Achillea nobilis L.

Plemeniti stolisnik

Achillea nobilis L. ssp. neilreichii (A. Kern.) Velen.

Zuticasti jezicac

Achillea nobilis L. ssp. nobilis

Achillea odorata L.

Mirisljavi stolisnik

Achillea pannonica Scheele

Panonski stolisnik

Achillea pratensis Saukel et Langer

Livadni stolisnik

Achillea ptarmica L.

Mocvarni stolisnik

Achillea setacea Waldst. et Kit.

Bodljasti stolisnik

Achillea tomentosa L.

Pustenasti stolisnik

Achillea virescens (Fenzl) Heimerl

Zelenkasti stolisnik

Izvor: Nikolié, 2024.




Vrsta A. millefolium autohtona je za podrucje Europe, Azije te Sjeverne i Sredisnje
Amerike, a danas je namjerno (u svrhe uzgoja ili kao ukrasna biljka) ili nenamjerno unesena na
podrucje Butana, Kine, Japana, Australije, Afrike i Juzne Amerike (Vélez-Gavilan, 2016).

Na podrucéju Europe rasprostranjene su tri podvrste vrste A. millefolium: subsp.
millefolium (mali bijeli cvjetovi; najrasprostranjenija podvrsta), subsp. alpestris (cvjetovi
ruziaste boje) i subsp. ceretanum (veci bijeli cvjetovi; rasprostranjena samo na podrucju
Spanjolske i Francuske) (Applequist i Moerman, 2011), dok je na podruéju Republike Hrvatske
prisutna samo subsp. millefolium (Nikoli¢, 2024).

Stolisnik je vrlo adaptabilna vrsta te uspijeva na gotovo svim tipovima tala kao i u svim
klimatskim pojasevima (Vélez-Gavilan, 2016), zbog Cega jest sastavnica flore gotovo svakog
stani$nog tipa na podrucju Europe pa tako i Republike Hrvatske (Slika 2.1.1.1.).

Slika 2.1.1.1. Rasprostranjenost stolisnika na podruéju Republike Hrvatske
Izvor: Nikoli¢, 2024.

2.1.2. Morfoloska svojstva

Stolisnik je viSegodiSnja zeljasta biljna vrsta gorka okusa i karakteristicna mirisa
(Mollasalehi i sur., 2013; Gorni i sur., 2021) (Slika 2.1.2.1.). U prosjeku doseze visinu od 20 do
90 cm u ovisnosti o okolisSnim ¢imbenicima u kojima se razvijala (Mollasalehi i sur., 2013).



SIika 2.‘1.2.1. Stolisnik (Achillea millefolium L.)
Autor: Novosel A., 2024.

Ima vrlo plitki sustav podanaka koji rastu vodoravno. Podanci po sebi sadrZze brojne
pupove iz kojih izrastaju novi izdanci (Hulina, 1998). Stabljika je zelena, uspravna, razgranata i
prekrivena je dladicama. Listovi su zeleni, 5 do 20 cm dugacki, lancetasta oblika, dvostruko ili
trostruko perasto razdijeljeni te mogu biti prekriveni dladicama. Listovi su izmjeni¢no
smjesteni na stabljici te su bazalni listovi vecih dimenzija od listova koji se nalaze na gornjem
djelu stabljike (Akram, 2013). Cvat je sastavljena gronja koja se sastoji od brojnih, malih bijelih
glavica koji se sastoje od cjevastih i jezicastih cvjetova (Slika 2.1.2.2.).

: a
Slika 2.1.2.2. Cvat stolisnika
Autor: Novosel A., 2024.



Plod je sjajna roska veli¢ine 2 mm bez papusa (Akram, 2013). Biljka cvate u periodu od svibnja
pa sve do rujna (Mollasalehi i sur., 2013; Ali i sur., 2017).

2.1.3. Kemijska svojstva

Kemijski sastav stolisnika vrlo dobro je istrazen te su do danas identificirani brojni
kemijski spojevi koji ga €ine i to od bioaktivnih spojeva, posebice polifenola (flavonoida) kao i
spojeva sastavnica eteri¢nog ulja. No, valja naglasiti kako kemijski sastav moZze varirati ovisno
o ekotipu, kemotipu, fenofazi biljke, kao i 0 nadmorskoj visini i okoliSnim ¢imbenicima poput
temperature, koli¢ini sunceve svjetlosti i relativne vlage zraka (Farasati Far i sur., 2023).

Polifenoli i flavonoidi ukupno obuhvacaju oko 70 identificiranih spojeva u stolisniku te
je njihova prisutnost zabiljezena u razli¢itim biljnim dijelovima. Od spojeva koji pripadaju
skupini polifenola prisutni su: kolin (Borrelli i sur., 2012), 1,3-dikafeoilkvininska kiselina
(DCQA), 1,4-DCQA, 3,4-DCQA (Benedeki sur., 2007a; Vitalini i sur., 2011), 3,5-DCQA (Innocenti
i sur., 2007; Benedek i sur., 2007a; Fraisse i sur., 2011; Vitalini i sur., 2011), 1, 5-DCQA (Fraisse
isur.,2011), 4, 5, DCQA (Benedek i sur., 2007a; Fraisse i sur., 2011), 4-O-glikozid, luteolin 4-O-
glikozid (Vitalini i sur., 2011), klorogenska kiselina (Tundn i sur., 1994; Innocenti i sur., 2007;
Benetis i sur., 2008; Fraisse i sur., 2011; Vitalini i sur., 2011), luteolin-7-B-D-glukuronid
(Benedek i sur., 2007a), kafeinska kiselina (Tunén i sur., 1994; Wojdyto i sur., 2007; Yassai sur.,
2007; Pires i sur., 2009), p-kumarinska kiselina, neoklorogenska kiselina (Wojdyto i sur., 2007),
ferulinska kiselina (Tundn i sur., 1994; Wojdyto i sur., 2007), stahidrin, salicilna kiselina,
katekol, mandeli¢na kiselina i metil esteri kaprilne, linolenske i undecilenske kiseline (Tunén i
sur., 1994),

Dok su od flavonoida prisutni: resveratrol, miricetin, naringin, naringenin (Keser i sur.,
2013), kvercetin, kempferol (Greger, 1969; Wojdyto i sur., 2007; Keser i sur., 2013), 1,10-
sekogvajalonid, millifolid A, B i C, izo-sekotanapartolid, arteludooikinolid A, 3-acetil-izo-seko-
tanapartolid, 3-metoksitanapartolid, seko-tanapartolid A, seko tanapartolid, 5-epi-
sekotanapartolid A (Li i sur., 2012), achillinin A (Li i sur., 2011), apigenin 7-O-glukozid, luteolin
7-0-glukozid (Horhammer, 1961; Horhammer i sur., 1964; Oswiecimska i Miedzobrodzka,
1966; Kaloshina i Neshta, 1973; Schulz i Albroscheit, 1988 Benedek i sur., 2007a; Yassa i sur.,
2007; Vitalini i sur., 2011), apigenin, luteolin (Guédon i sur., 1993; Innocenti i sur., 2007;
Benedek i sur., 2007a; Wojdyto i sur., 2007; Csupor-Loffler i sur., 2009), centaureidin (Csupor-
Loffler i sur., 2009), kasticin (Falk i sur., 1975; Haidara i sur., 2006; Csupor-Loffler i sur., 2009),
luteolin-3,7-di-O-glukozid, vicenin-2 (Benetis i sur., 2008), artemisin (Falk i sur., 1975;
Ivancheva i sur., 2002; Csupor-Loffler i sur., 2009), rutin (Neshta i sur., 1972; Kaloshina i
Neshta, 1973; Pires i sur., 2009; Benedek i sur., 2007a; Innocenti i sur., 2007; Vitalini i sur.,
2011), dihidrodehidrodiconiferil alkohol glukopiranozid, 9-O-B-D apigenin-7-O-B-D-
glukopiranozid, luteolin-7-0-B-D-glukopiranozid, luteolin-4-O-B D-glukopiranozid (Innocenti i
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sur., 2007), 5-hidroksi 3,40, 6,7-tetrametoksi flavon (Falk i sur., 1975; Gadgoli i Mishra, 2007),
izoramnetin (Greger, 1969; Falk i sur., 1975; Wojdyto i sur., 2007), acacetin (Greger, 1969),
krizofanska kiselina D, salvigenin, kvercetagetin, hispidulin, cirsimari, nepetin, viteksin,
vicenin, kvercetin-3-0-glikozid, kvercetin-3-O-ramnoglikozid, luteolin-7-O-glikozid, diosmetin-
7-0O-glikozid i kempferol-3-0O-glikozid (lvancheva i sur., 2002).

Etericno ulje predstavlja tre¢u glavnu kemijsku sastavnicu stolisnika te se najveca
koli¢ina nalazi u cvatu. Ono se sastoji od mjeSavine monoterpena i seskviterpena, gdje
monoterpeni mogu Ciniti i do 90 % sastava.

Monoterpeni koji su prisutni u sastavu eteri¢nog ulja stolisnika su: pinen, B-felandren
(Hofmann i sur., 1992; Rohloff i sur., 2000; Anne i sur., 2001; Boskovic i sur., 2005; Nemeth,
2005; Bimbiraite i sur., 2008; Conti i sur., 2010; Falconieri i sur., 2011; Nadim i sur., 2011;
Costescu i sur., 2014; Kazemi, 2015; Sevindik i sur., 2016), p-cimen (Anne i sur., 2006; Jaimand
i sur., 2006; Nadim i sur., 2011; Yousefzadeh i Zeinivand, 2013; Ebadollahi i sur., 2016), a-
tujon, B-tujon, a terpinen, y-terpinen (Mazandarani i sur., 2013), kamfen, limonen (Bimbiraite
i sur.,2008; Nadim i sur., 2011; Kazemi, 2015), sabinen (Boskovic i sur., 2005; Contiisur., 2010;
Nadim i sur., 2011), kamfor, borneol, bornil acetat (Candan i sur., 2003; Boskovic i sur., 2005;
Rahimmalekisur., 2009; Contii sur., 2010; Mazandarani i sur., 2013; Kazemi, 2015; Ebadollahi
i sur., 2016; Sevindikisur., 2016), piperiton (Ebadollahii sur., 2016), karvakrol, karvon (Kazemi,
2015), 1, 8 cineol (Bezi¢ i sur., 2003; Candan i sur., 2003; Anne i sur., 2006; Rahimmalek i sur.,
2009; Conti i sur., 2010; Judzentiene i Mockute, 2010; Nadim i sur., 2011; Yousefzadeh i
Zeinivand, 2013; Sevindik i sur., 2016), a-terpineol, terpinen-4-ol (Candan i sur., 2003; Nadim
isur.,2011; Sevindik i sur., 2016), artemisia keton (Contii sur., 2010; Mazandarani i sur., 2013),
linalol, fenhil acetat (Anne i sur., 2006; Mazandarani i sur., 2013), dihidrokarveol, hrisantenil
acetat (Yousefzadeh i Zeinivand, 2013), trans-tujon, trans-hrisantenil acetat (Falconieri i sur.,
2011) i mircen (Bezi¢isur., 2003).

Od seskviterpena prisutni su: B-kariofilen (Bezi¢ i sur., 2003; Conti i sur., 2010; Anne i
sur., 2006; Costescu i sur., 2014; Sevindik i sur., 2016), B-kubeben (Costescu i sur., 2014),
germakren-D i B (Hofmanne i sur., 1992; Lourenco i sur., 1999; Anne i sur., 2001; Boskovic i
sur., 2005; Nemeth, 2005; Jaimand i sur., 2006; Santoro i sur., 2007; Bimbiraite i sur., 2008; ;
Rahimmalek i sur., 2009; Costescu i sur., 2014),a-azaron, B-bisabolen (Falconieri i sur., 2011),
biciklogermakren (Rahimmalek i sur., 2009), a humulen, kadinen (Bimbiraite i sur., 2008), y-
murolen (Anne i sur., 2006), a-elemen, trans-B-farnesen, a-kadinen, germakren-D-4-ol
(Lourenco i sur., 1999), umbelulon (Yousefzadeh i Zeinivand, 2013), viridiflorol, 10 epi-y-
eudesmol, selin-11-en-4a-ol (Judzentiene, 2016), bisabolol-oksid (Anne i sur., 2001; Nemeth,
2005; Costescu i sur., 2014), kariofilen oksid (Boskovic i sur., 2005; Anne i sur., 2006; Conti i
sur., 2010; Judzentiene i Mockute, 2010; Sevindik i sur., 2016), nerolidol, eudesmol
(Judzentiene i Mockute, 2010), spatulenol (Rahimmalek i sur., 2009), B bisabolol (Anne i sur.,
2006), a-bisabolol, B eudesmol, y-eudesmol (Candan i sur., 2003).



Osim monoterpena i seskviterpena u etericnom ulju stolisnika prisutan je azulen i
kamazulen (Hofmannisur., 1992; Annei sur., 2001; Nemeth, 2005; Anne i sur., 2006; Jaimand
i sur., 2006; Santoro i sur., 2007; Rahimmalek i sur., 2009; Nadim i sur., 2011; Mazandarani i
sur., 2013; Costescu i sur., 2014) koji ulju daju specificno plavo obojenje.

2.1.4. Povijest upotrebe, tradicionalna primjena i ljekovita svojstva

Stolisnik je jedna od najpoznatijih ljekovitih biljnih vrsta na svijetu, a svoje ime dobio
je prema Ahileju, junaku iz gréke mitologije, koji je njome lijecio svoje rane kao i rane svojih
vojnika (Benedek i sur., 2007b).

Povijest upotrebe ove vrste stara je gotovo koliko i samo ¢ovjecanstvo. Prvi tragovi
upotrebe pronadeni su u pecini Shanidar u Iraku, gdje su uz kosti neandertalaca, pronadeni
ostatci peludi stolisnika ¢ija starost se procjenjuje na 65 000 pr.Kr. (Leroi, 1975; Solecki, 1975).

Prvi pisani tragovi upotrebe na podrucju Europe datiraju iz perioda antike. Autori tih
zapisa su Plinije Stariji (23. — 79. po. Kr.) rimski pisac i znanstvenik i Pedanije Dioskorid (40. —
90. po. Kr.) grcki lijecnik, farmakolog i botanicar koji u svojim djelima opisuju samu biljku i
njezinu upotrebu u lije¢enju Covjeka. Pedanije Dioskorid opisuje stolisnik kao biljku koja se
koristi pri zaustavljanju krvarenja, za menstrualne tegobe, za razliCite upale te kako se dekokt
moze koristiti za lije¢enje dizenterije (Osbaldeston i Wood, 2000), dok Plinije Stariji spominje
upotrebu ove vrste kod probavnih tegoba, upale uha, ali takoder i kod krvarenja i menstrualnih
tegoba (Applequist i Moerman, 2011; Ali i sur., 2017). Ovi zapisi nedavno su potkrijepljeni i
dokazima s potonulog rimskog broda koji je 1980-ih pronaden na obali Toskane, a
pretpostavlja se da je potonu izmedu 140 i 120 godine pr. Kr. Naime, na brodu su medu
medicinskim potrepstinama pronadene tablete nacinjene od biljnog materijala, a nakon
njihove detaljne DNA analize ustanovljeno je kako je odredeni broj tableta izraden od
stolisnika (Applequist i Moerman, 2011).

Upotreba stolisnika prosirila se i opstala od antike pa sve do danas, a on je postao
sastavnicom tradicionalne medicine gotovo svih naroda (Tablica 2.1.4.1.). Tako ga narodi na
podrucju Euroazije tradicionalno koriste u obliku uvaraka i tinktura (Gorni i sur., 2021) kod
probavnih tegoba, menstrualnih tegoba, upala, gubitka apetita, kao dijaforetik, za lijecenje
rana kao i vanjskih krvarenja, za lijeCenje hemoroida, varikoznih vena, tuberkuloze i zmijskih
ugriza (Blumenthal i sur., 1998; Allen i Hatfield, 2004; Applequist i Moerman, 2011).



Tablica 2.1.4.1. Tradicionalna upotreba stolisnika kod razli¢itih naroda

NAROD

Italija

Njemacka

Madarska

Velika Britanija i Irska

Iran

Kina

Indija
Peru

Brazil

UPOTREBA

Menstrualne tegobe,
probavne tegobe, diuretik,
bolesti urinarnog trakta,
zubobolja i sedativ
Probavne tegobe i gubitak
apetita
Unutarnje bolesti (npr. upale,
bolesti bubrega, probavnog
sustava, jetre), opekline i rane
Rane, epistaksa, menstrualne
tegobe, visoki krvni tlak,
infekcije diSnog sustava,
groznica i reuma
Upale, menstrualne tegobe,
probavne tegobe, hemoroidi,
gastritis i bolovi
Zmijski ugrizi, hemoroidi,
varikozne vene, menstrualne
tegobe i tuberkuloza

Probavne tegobe i groznica
Gastritis, dijabetes, kolesterol
i koZne infekcije
Rane, kozna oboljenja, proljev
i probavne tegobe

IZVOR

Applequist i Moerman (2011)

Blumenthal i sur. (1998)

Applequist i Moerman (2011)

Allen i Hatfield (2004)

Miraldi i sur. (2001)

Applequist i Moerman (2011)

Sharma i sur. (2004)

Bussmann i sur. (2007)

Pires i sur. (2009); Baggio i
sur. (2008)

Dok narodi na podruéju Sjeverne, Sredisnje i Juzne Amerike koriste, takoder u obliku

uvaraka i tinktura, za gastritis, dijabetes, poviseni kolesterol, kozne upale, rane, probavne

tegobe, probleme diSnog sustava, zubobolje, o¢ne bolesti, bolesti jetre i bubrega (Bussman i
sur., 2007; Baggio i sur., 2008; Pires i sur., 2009; Applequist i Moerman, 2011).
Liekovit dio stolisnika je svjezi ili suseni nadzemni dio (biljna droga: Millefolii herba)

koji se najcesée konzumira u obliku uvarka ili tinkture, a ¢ije djelovanje je adstringentno,

analgetsko, antidijabeti¢ko, antioksidativno, antiflogisticko, antimikrobno, antitumorno,

digestivno, dijaforeticko, hepaprotektivno, karminativno, sedativno i spazmoliticko (Yassa i
sur., 2007; Tajik i sur., 2008; Lazarevic i sur., 2010; Akram, 2013; Fierascu i sur., 2015; Al-Ezzy
i sur., 2017; El-Kalamouni i sur., 2017; Chavez-Silva i sur., 2018; Moubhid i sur., 2018; Sayed i
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Bano, 2018; Villalva i sur., 2019; Gorni i sur., 2021). Siroki spektar djelovanja i primjene
pripisuje se njegovom kemijskom sastavu koji se najve¢im djelom sastoji od eteri¢nog ulja,
polifenola i flavonoida (Villalva i sur., 2022).

Osim upotrebe u tradicionalnoj i alternativnoj medicini, stolisnik se upotrebljava i u
agronomiji, gdje se koristi kao prirodni insekticid i repelent, gnojivo, sto¢na hrana i poboljsSivac
razgradnje komposta (Hulina, 1998), kao i u veterinarskoj medicini.
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2.1. Metode ekstrakcije

2.1.1. Maceracija

Maceracija (eng. maceration) je jednostavan i ucinkovit postupak ekstrakcije
(iscrpljivanja) biologki aktivnih spojeva iz biljnog materijala (Cuji¢ i sur., 2016; Monton i sur.,
2019; Cvetanovic¢ i sur., 2020), pri kojem se kao ekstrakcijsko sredstvo koristi neka vrsta
otapala (npr. destilirana voda, alkohol, ulje, itd.).

Ova metoda ekstrakcije ima brojne prednosti. Glavna je ta Sto se ova metoda
ekstrakcije odvija pri sobnoj temperaturi zbog cega je vrlo pogodna za ekstrakciju
termolabilnih spojeva. Dok su jo$ neke od vaznijih prednosti te Sto ova metoda ne zahtjeva
dugotrajnu pripremu, ne uklju¢uje skupu laboratorijsku opremu i za ekstrakciju se mogu
koristiti brojne vrste otapala (Uysal i sur., 2019). Jedan od glavnih nedostataka ove metode je
duZe vrijeme tretmana, a koje najéesée, ovisno o tipu biljnog materijala, ali i vrsti proizvoda
minimalno traje 24 sata.

2.1.2. Mikrovalno potpomognuta ekstrakcija

Mikrovalno potpomognuta ekstrakcija (eng. Microwave assisted extraction, MAE) je je
visokoucinkovita, jednostavna, brza i ekoloski prihvatljiva metoda ekstrakcije bioloski aktivnih
spojeva iz biljnog materijala (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Funkcionira na principu djelovanja
elektromagnetskih valova mikrovalnog podruéja (300 MHz do 300 GHz) na polarizirane
molekule biljnog materijala (npr. vodu) Sto uzrokuje brze rotacije takvih molekula, njihovo
brze kretanje (vibracija), Sto posljedi¢no uzrokuje trenje i razvoj topline te porast temperature
sustava (Eskilsson i Bjorklund, 2000). Porast temperature sustava uzrokuje zagrijavanje
tekucdine u biljnim stanicama, ¢ime tekucina pocinje isparavati i vrsiti pritisak na stani¢nu
stijenku te u konacnici dolazi do pucanja staniéne stijenke pri éemu se stani¢ni sadrZaj otpusta
u otapalo (Mandal i sur., 2007).

Postoje dva tipa komercijalno dostupnih sustava mikrovalno potpomognute
ekstrakcije. Prvi tip je ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i
temperaturi, dok je drugi tip mikrovalna peénica koja vrsi ekstrakciju pri atmosferskom tlaku
(Kaufmann i Christen, 2002).

Za mikrovalno potpomognutu ekstrakciju mogu se koristiti svjezi i susSeni biljni
materijal, a parametri koji su vazni za optimizaciju ekstrakcije su: vrsta otapala, volumen
otapala, temperatura pri kojoj se odvija ekstrakcija, vrijeme ekstrakcije kao i sastav matriksa,
ukljucujudi sadrzaj vode (Eskilsson i Bjorklund, 2000).
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Izbor otapala vrlo je vaZan te ovisi o moguénosti otapala da apsorbira mikrovalove, o
interakciji izmedu otapala i matriksa i topljivosti Zeljenog ekstrakta. Najcesce koriStena otapala
su destilirana voda, metanol i etanol, jer posjeduju dovoljnu polarnost (Font i sur., 1998;
Brachet i sur., 2002). Pri ekstrakciji odredenih termolabilnih spojeva ne preporuca se
koristenje vode kao otapala, zbog njezina niska faktora disipacije koji dovodi do pregrijavanja
(Andrade i sur., 2023). Volumen koriStenog otapala ovisi o koli¢ini biljnog materijala i
sastavnici koju Zelimo ekstrahirati, no u prosjeku je puno manji nego kod drugih metoda
ekstrakcije (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

Temperatura i vrijeme takoder su vazni ¢imbenici koji utjeCu na ucinkovitost ove
metode. Primjenom visokih temperatura poveéava se ucinkovitost ekstrakcije, dok se
primjenom niskih temperatura moze izvrsiti efikasna ekstrakcija termolabilnih sastavnica,
poput eteri¢nog ulja (Brachet i sur., 2002). Vrijeme koje je potrebno za efektivnu ekstrakciju u
prosjeku iznosi 10 minuta, Sto je u usporedbi s drugim ekstrakcijskim metodama kao na
primjer maceracijom vrlo kratko (Eskilsson i Bjorklund, 2000).

2.1.3. Ultrazvuéno potpomognuta ekstrakcija

Ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija (eng. Ultrasound assisted extraction, UAE) je
neinvazivna, netoplinska, visoko energetski ucinkovita i ekoloski prihvatljiva metoda.
Karakterizira ju brz i jednostavan postupak pri kojem se moze izvrsiti ekstrakcija relativno
velike masa uzorka, a da se pritom ocuvaju svi osjetljivi spojevi, poput antioksidansa (Fu i sur.,
2006; Vazquez-Sanchez i sur., 2019; Alcantara i sur., 2020). Takoder ova metoda efektivno
ekstrahira ciljane spojeve s utroSkom manjih koli¢ina otapala u odnosu na neke druge
konvencionalne metode (Luque de Castro i Priego-Capote, 2007).

Ultrazvuéno potpomognuta ekstrakcija funkcionira na principu ultrazvu¢nih valova
visokog intenziteta i niske frekvencije koji uzrokuju pojavu prijelazne kavitacije. Pojava
kavitacije uzrokuje stvaranje mjehuri¢a, koji djelovanjem prijelazne kavitacije pucaju Sto
dovodi i do pucanja stani¢ne stijenke i oslobadanja stani¢nog sadrzaja u otapalo (Romero i
sur., 2010; Veillet i sur., 2010; Hossain i sur., 2012; Dent i sur., 2015). Zahvaljujudi toj pojavi,
proces ekstrakcije, se ubrzava te se takoder povecava i njegova ucinkovitost. Dva najcesce
koristena tipa sustava ultrazvucne ekstrakcije su: sustav ultrazvuc¢ne sonde i ultrazvucna
kupelj.
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3. Materijali i metode

3.1. Biljni materijal

Nadzemni dio biljaka stolisnika (0,5 kg) uzorkovan je u stadiju pune cvatnje, na
podrucju naselja Cvetkovic¢ - Jastrebarsko (45°38'36.5"N, 15°38'55.0"E) u lipnju 2024. godine.
Prikupljeni biljni materijal osuSen je na zraku do sadrzaja vlage od 10 do 12 %.

Prije provodenja ekstrakcijskih metoda, biljni materijal je usitnjen u prah (Slika 3.1.2.),
uredajem Microtron MB 550 (Kinematica AG, Luzern, Switzerland) (Slika 3.1.1.).

Uz ispitivanje ucinkovitosti maceracije, mikrovalno i ultrazvuéno potpomognute
ekstrakcije u izdvajanju bioaktivnih spojeva stolisnika dodatno je provedena i analiza pocetnog
biljnog materijala (praha stolisnika).

Slika 3.1.1. Usitnjavanje biljnog materijala Slika 3.1.2. Prah dobiven usitnjavanjerﬁ

Autor: Novosel A., 2024. biljnog materijala
Autor: Novosel A., 2024.
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3.2. Maceracija

Ekstrakcijska metoda maceracijom provedena je u laboratoriju Zavoda za biljnu
bioraznolikost, SveuciliSta u Zagrebu Agronomskog fakulteta te je provedena u dva
ponavljanja.

Na analitickoj vagi (Radwag PS 1000.R2) odvagano je 2 g praha stolisnika. Odvagana
koli¢éina praha prenesena je u laboratorijsku ¢asu volumena 250 mL te je dodano 200 mL
destilirane vode (Slika 3.2.1.). Casa s uzorkom prekrivena je parafilmom i ostavljena da stoji
24 sata na sobnoj temperaturi uz povremeno mijesanje. Nakon 24 h (Slika 3.2.2.), pripremljeni
uzorci su profiltirani pomoc¢u Whatmanovog filtar papira, a dobiveni ekstrakt pohranjen je u
hladnim i mra¢nim uvjetima do provodenja daljnjih analiza.

Slika 3.2.1. Svjeze pripremljeni uzorci Slika 3.2.2. Uzorci nakon 24 h
Autor: Novosel A., 2024. Autor: Novosel A., 2024.

3.3. Mikrovalno potpomognuta ekstrakcija

Metoda mikrovalno potpomognute ekstrakcije provedena je u laboratoriju Zavoda za
biljnu bioraznolikost, SveuciliSta u Zagrebu Agronomskog fakulteta.
Na analitickoj vagi (Radwag PS 1000.R2) odvagano je 5 g praha stolisnika. Odvagana

koli¢ina praha prenesena je u tikvicu za destilaciju volumena 500 mL te je dodano 500 mL
14



destilirane vode. Tikvica za destilaciju potom je stavljena u uredaj za mikrovalnu ekstrakciju
(ETHOS X, Milestone) (Slika 3.3.1.).

ETHOS X wm sacrow: AN

M S00m -

Slika 3.3.1. Mikrovalno pdtpomognuta ekstrakcija
Autor: Novosel A., 2024.

Mikrovalno potpomognuta ekstrakcija provedena je u trajanju od 5 i 10 minuta, pri
snazi mikrovalova od 800 W i temperaturi od 60 °C. Ekstrakcija je provedena u dva ponavljanja.

Dobiveni ekstrakti, odmah nakon tretmana filtrirani su pomoéu Whatmanovog filtar
papira te su pohranjeni u hladnim i mraénim uvjetima do provodenja daljnjih analiza.

3.4. Ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija

Ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija provedena je u Laboratoriju za analizu kvalitete
poljoprivrednih proizvoda biljnog porijekla, Zavoda za odrZive tehnologije i obnovljive izvore
energije, Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta.

Odvagana su 2 g praha stolisnika. Odvagana koli¢éina praha prenesena je u
laboratorijsku ¢asu volumena 250 mL te je dodano 200 mL destilirane vode. Pripremljeni
uzorak tretiran je ultrazvukom visokog intenziteta frekvencije 35 kHz i nominalne maksimalne
snage uredaja od 140 W u sustavu ultrazvuéne sonde (Bandelin HD 2000.2, Njemacka) (Slika
3.4.1), u trajanju od 5 i 10 minuta pri amplitudi od 60 %. Svako tretiranje provedeno je u dva
ponavljanja.
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Slika 3.4.1. Ultrazvukom potpomognuta Slika 3.4.2. Filtracija dobivenih ekstrakata

ekstrakcija sa sustavom izravne sonde Autor: Novosel A., 2024.
Autor: Novosel A., 2024.

Dobiveni ekstrakti filtrirani su pomocu Whatmanovog filtar papira te su pohranjeni u
hladnim i mracnim uvjetima do provodenja daljnjih analiza (Slika 3.4.2.).

3.5. Analiza bioaktivnih spojeva ekstrakata i praha stolisnika

Analiza kemijskog sastava praha stolisnika i ekstrakata stolisnika provedena je u
Laboratoriju za analizu kvalitete poljoprivrednih proizvoda biljnog porijekla, Zavoda za odrzive
tehnologije i obnovljive izvore energije, Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta.

3.5.1. Odredivanje sadrzaja vitamina C

Postoje razli¢ite metode odredivanja udjela L - askorbinske kiseline, dehidroaskorbinske
kiseline i njihovog ukupnog sadrzaja (vitamina C), a zasnivaju se na reverzibilnoj sposobnosti
sustava. 2,6-diklorfenolindofenol oksidira L - askorbinsku kiselinu u dehidroaskorbinsku
kiselinu, dok boja reagensa ne prijede u bezbojnu leukobazu, pa sluzi istovremeno i kao
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indikator ove redoks reakcije. Ova se metoda primjenjuje za odredivanje sadrzaja askorbinske
kiseline u proizvodima od voca i povréa.

a) Ekstrakt stolisnika
Aparatura i pribor:

e tehnicka vaga

e odmjerna tikvica volumena 50 mL
e Erlenmeyerova tikvica

e Dbireta

Kemikalije:

e oksalna kiselina (2 %)
e 2,6-diklorfenolindofenol (svjeze pripremljen)

Postupak odredivanja:

U odmjernu tikvicu volumena 50 mL odvaze se 5 g ekstrakta na tehnickoj vagi (s
tocnoscu £0,01). Tikvica se nadopuni do oznake oksalnom kiselinom (2 %). Otpipetira se 10 mL
sadrZaja tikvice u Erlenmeyerovu tikvicu volumena 50 mL i titrira se otopinom 2,6-
diklorfenolindolfenola do pojave ruzZi¢aste boje koja mora biti postojana barem pet sekundi.
Iz volumena 2,6-diklorfenolindofenola utroSenog za titraciju filtrata, izracuna se koli¢inu L-
askorbinske kiseline (vitamina C) u uzorku, koja se izrazava u mg/100g svjeze mase.

Racun:

VXF
x 100

vitamin C(mg/100 g sv.t.) =

gdje je:

V - mL utrosenog 2,6-diklorfenolindofenola pri titraciji
F* - faktor otopine 2,6-diklorfenolindofenola
D - masa uzorka u filtratu u gramima

*Qdredivanje faktora otopine 2,6-diklorfenolindolfenola:
Za odredivanje faktora otopine 2,6-diklorfenolindofenola potrebno je napraviti otopinu
askorbinske kiseline koja ¢e se titrirati otopinom 2,6-diklorfenolindofenola. Prema ocitanom
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volumenu potrebnog 2,6-diklorfenolindofenola izraCuna se faktor te otopine. U odmjernu
tikvicu od 50 mL na analitickoj vagi odvagne se + 0,0100 g askorbinske kiseline, a tikvica
nadopuni do oznake 2 %-tnom otopinom oksalne kiseline. U Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL
otpipetira se 5 mL 2 %-tne otopine oksalne kiseline i 5 mL pripremljene otopine askorbinske
kiseline te se titrira otopinom 2,6- diklorfenolindofenola do pojave ruzi¢aste boje koja mora
biti postojana. Iz podatka utrosenog volumena otopine 2,6-diklorfenolindofenola potrebnog
za titraciju odredene mase askorbinske kiseline izraCuna se faktor (F) otopine 2,6-
diklorfenolindofenola.

b) Prah stolisnika
Aparatura i pribor:
e tehnicka vaga

e odmjerna tikvica volumena 100 mL
e (aSavolumena 100 mL

o lijevak
o filtar papir
e Erlenmeyerova tikvica
e Dbireta
Kemikalije:

e oksalna kiselina (2 %)
e 2,6-diklorfenolindofenol (svjeze pripremljen)

Postupak odredivanja:

Na odmjernu tikvicu od 100 mL postavi se obican lijevak te se preko njega u tikvicu
izvaZze 10 g uzorka na tehnickoj vagi (s to¢noscu +0,01). Takav uzorak kvantitativno se prenosi
u tikvicu pomocu 2 %-tne otopine oksalne kiseline. Tikvica se do oznake nadopuni otopinom
oksalne kiseline (2 %). SadrZaj iz odmjerne tikvice se profiltrira, a dobiveni filtrat se dalje
koristiti za odredivanje askorbinske kiseline. Otpipetira se 10 mL filtrata u Erlenmeyerovu
tikvicu volumena 50 mL i titrira se otopinom 2,6-diklorfenolindolfenola do pojave ruzicaste
boje koja mora biti postojana barem pet sekundi. Iz volumena 2,6-diklorfenolindofenola
utroSenog za titraciju filtrata, izracuna se kolicinu L-askorbinske kiseline (vitamina C) u uzorku,
koja se izrazava u mg/100 g svjeZe mase.
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Racun:

F
x 100

VX
vitamin C(mg/100 g sv.t.) =

gdje je:

V - mL utroSenog 2,6-diklorfenolindofenola pri titraciji
F* - faktor otopine 2,6-diklorfenolindofenola
D - masa uzorka u filtratu u gramima

*Qdredivanje faktora otopine 2,6-diklorfenolindolfenola isto kao i za ekstrakt stolisnika

3.5.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli odreduju se Folin-Ciocalteu metodom, koja se zasniva na obojenoj
reakciji koju fenoli razvijaju s Folin-Ciocalteu reagensom. Naime, Folin-Ciocalteu reagens je
smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline, koje se pri oksidaciji fenolnih spojeva iz
uzorka reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid koji su plavog obojenja. Intenzitet
nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 750 nm.

a) Ekstrakt stolisnika

Aparatura i pribor:

e odmjerna tikvica (50 mL)

e pipeta

e kivete

e spektrofotometar (Schimadzu 1900i)

Kemikalije:

e Folin-Ciocalteu reagens
e zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na,COs)
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Postupak odredivanja:

U odmijernu tikvicu volumena 50 mL otpipetira se 1 mL ekstrakta i 1 mL Folin-Ciocalteu
reagensa (razrijedenog u omjeru 1:2 destiliranom vodom) i pusti se da odstoji 3 minute. Nakon
toga se u tikvicu dodaju 3 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata. Sadrzaj tikvice dobro se
promucka i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostavljaju da odstoje 2 h na
sobnoj temperaturi. Nakon $to su uzorci odstajali izmjeri se apsorbanca otopina pri valnoj
duljini od 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

b) Prah stolisnika
Aparatura i pribor:
e tehnicka vaga

e konusna tikvica
e odmjerna tikvica (50 i 100 mL)

o lijevak

o filtar papir

e povratno hladilo
e pipeta

e kivete

e spektrofotometar (Schimadzu 1900i)

Kemikalije:

e etanol (80 %)
e Folin-Ciocalteu reagens
e zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na2COs)

Postupak odredivanja:

Na tehnickoj vagi odvaze se 10 g uzroka (s to¢nosc¢u +0,01) i homogenizira s 40 mL 80
%- tnog etanola. Homogena smjesa kuha se 10 min uz povratno hladilo. Dobiveni ekstrakt
filtrira se u odmjernu tikvicu od 100 mL preko naboranog filtar papira. Zaostali talog zajedno
s filtar papirom ponovno se prebacuje u tikvicu sa slifom, dodaje se 50 mL 80 %-tnog etanola
i uz povratno hladilo kuha se jos 10 min (Slika 3.5.2.1.). Dobiveni ekstrakt spaja se s prethodno
dobivenim ekstraktom i odmjerna tikvica se nadopuni do oznake 80 %-tnim etanolom. U
odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetira se 0,5 mL ekstrakta i redom se dodaju: 30 mL destilirane
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vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog u omjeru 1:2 destiliranom vodom) i 7,5
mL otopine zasi¢enog natrijeva karbonata. Sadrzaj tikvice dobro se promucka i nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostavljaju da odstoje 2 h na sobnoj temperaturi.
Nakon Sto su uzorci odstajali izmjeri se apsorbanca otopina pri valnoj duljini od 750 nm uz
destiliranu vodu kao slijepu probu.

Izrada baZdarnog pravca:

Za izradu baZzdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline i otopi je se u 80 %-tnom
etanolu, nakon c¢ega se odmjerna tikvica, volumena 100 mL, napuni do oznake. Od
pripremljene otopine galne kiseline pripreme se razrijedenja u odmjernim tikvicama
volumena 100 mL, na nacin da se otpipetira redom 0, 1, 2, 3, 5i 10 mL temeljne standardne
otopine (,stock” otopina) u svaku tikvicu te ih se potom nadopuni do oznake 80 %-tnim
etanolom. Koncentracije galne kiseline u tikvicama iznose 0, 50, 150, 250 i 500 mg/L.

U odmijerne tikvice od 50 mL otpipetira se 0,5 mL uzorka iz tikvica i dodaje se 30 mL
destilirane vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa i nakon 3 minute 7,5 mL otopine zasi¢enog
natrijevog karbonata. Sadrzaj tikvica dobro se promijesa, nadopuni do oznake te ostavi 2 sata
na sobnoj temperaturi. Nakon Sto uzorci odstajali izmjeri se apsorbanca otopine
spektrofotometrom pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu. Iz
izmjerenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac tako da na apscisi budu koncentracije galne
kiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbance.

Racun:
Bazdarni pravac nacrta se na racunalu u programu Microsoft Excel, te se izracuna

jednadzba pravca prema kojoj se izracuna koncentracija ukupnih polifenola

Formula:
y =0,001x + 0,0436

gdje je:

y — apsorbancija na 750 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg/L)
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Slika 3.5.2.1. Priprema ekstrakta kuhanjem uz povratno hladilo
Autor: Novosel A., 2024.

3.5.3. Odredivanje flavonoida i neflavonoida

Za taloZenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida.
Formaldehid reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuéi metilol
derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na C-6 ili C-8 poziciji. Pri
tome nastaju kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem. Ostatak neflavonoidnih
fenola odreduje se po metodi za ukupne polifenole. Razlika ukupnih polifenola i neflavonoida
daje koli¢inu flavonoida.

a) Ekstrakt stolisnika
Aparatura i pribor:

e odmjerna tikvica (25 i 50 mL)

e pipeta

o kivete
e spektrofotometar (Schimadzu 1900i)
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Kemikalije:

e klorovodi¢na kiselina (HCI) (razrijedena s vodom u omjeru 1:4)
e formaldehid (13 mL 37 %-tnog formaldehida u 100 mL vode)

e dusik za propuhivanje uzoraka

e Folin-Ciocalteu reagens

e zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na,COs)

Postupak odredivanja:

U odmjernu tikvicu volumena 25 mL otpipetira se 1 mL ekstrakta, 1 mL klorovodi¢ne
kiseline i 0,5 mL formaldehida. Smjesa se propuse dusikom, zatvori i ostavi u mraku na sobnoj
temperaturi 24 sata. Nakon 24 sata uzorak se filtrira filtar papirom te slijedi isti postupak kao
i kod odredivanja ukupnih polifenola (Slika 3.5.3.1.).

Slika 3.5.3.1. Pripremljeni uzorci za odredivanje flavonoida i neflavonoida
Autor: Novosel A., 2024.

Racun:

Koncentracija neflavonoida izra¢unava se na nacin jednak izra¢unavanju koncentracije
ukupnih polifenola uzimajudéi u obzir dodatna razrijedenja. Koli¢ina ukupnih flavonoida odredi
se izracunom razlike koli¢ine ukupnih polifenola i neflavonoida.
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b) Prah stolisnika
Aparatura i pribor:
e tehnicka vaga

e konusna tikvica
e odmjerna tikvica (25, 50 i 100 mL)

o lijevak

o filtar papir

e povratno hladilo
e pipeta

o kivete

e spektrofotometar (Schimadzu 1900i)

Kemikalije:

e etanol (80 %)

e klorovodi¢na kiselina (HCI) (razrijedena s vodom u omjeru 1:4)
e formaldehid (13 mL 37%-tnog formaldehida u 100 mL vode)

e dusik za propuhivanje uzoraka

e Folin-Ciocalteu reagens

e zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na,COs)

Postupak odredivanja:

Ekstrakt ukupnih polifenola (opisan u poglavlju 3.5.2.) koristi se i pri odredivanju
flavonoida i neflavonoida.

U odmjernu tikvicu volumena 25 mL otpipetira se 10 mL ekstrakta, 5 mL otopine
klorovodicne kiseline (1:4) i 5 mL formaldehida. Smjesa se propuse dusikom, zatvori i ostavi u
mraku na sobnoj temperaturi 24 sata. Nakon 24 sata uzorak se filtrira filtar papirom te slijedi
isti postupak kao i kod odredivanja ukupnih polifenola.

Racun:
Koncentracija neflavonoida izracunava se na nacin jednak izraCunavanju koncentracije

ukupnih polifenola uzimajué¢i u obzir dodatna razrijedenja. Koli¢ina ukupnih flavonoida
utvrduje se izracunom razlike koli¢ine ukupnih polifenola i neflavonoida.
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3.5.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

ABTS metoda temelji se na gasenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-
azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-sulfonsa kiselina) (ABTS + radikal-kationa) koji se oblikuje bilo
kemijskom ili enzimatskom oksidacijom otopine ABTS-a (Ciji je karakteristiCan adsorpcijski
maksimum pri valnoj duljini od 734 nm. U prisutnosti antioksidansa ABTS+ kation se reducira
u ABTS, a reakcija se ocituje obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS
radikala koji ,gase” razli¢iti antioksidansi mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije ABTS
radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene
koli¢éine Troloxa (6 hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim

uvjetima.
Priprema ABTS reagensa:

1. dan:

Priprema 140 mM otopine kalijeva persulfata; K25,0s (0,1892 g K,S,0sg izvaZe se i otopi u 5
mL destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL).

Priprema 7 mM ABTS otopine (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5 mL destilirane vode u
odmjernoj tikvici od 10 mL).

Priprema stabilne ABTS'+ otopine: 88 uL K;S,0s otopine (140mM) prenese se u tikvicu u
kojoj se nalazi 5 mL otopine ABTS-a; sadrzaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, oblozZi
aluminijskom folijom i ostavi stajati 12-16 sati pri sobnoj temperaturi. Stajanjem intenzitet
plavo-zelene boje se pojacava.

2. dan:

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1 %-tna otopina ABTS'+ (1 mL ABTS'+
otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96 %-tnim etanolom do
oznake). Nakon toga mjeri se apsorbanca 1 %-tne otopine ABTS'+ pri 734 nm koja mora iznositi
0,70 + 0,02. Ako apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je potrebno namjestiti, odnosno
ako je apsorbanca premala u tikvicu od 100 mL pripremljene 1%-tne otopine ABTS'+ treba
dodati joS par kapi stabilne ABTS'+ otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda treba
razrijediti odnosno u tikvicu (100 mL) dodati jo$ 96 %-tnog etanola.

NAPOMENA: Isti dan kada se pripremi 1 %-tna otopina ABTS'+ s podeSenom

apsorbancom na 0,70 + 0,02 treba napraviti i sve analize uzoraka (i bazdarni pravac ako je to
potrebno) jer je ABTS + otopina nestabilna i nepostojana veé unutar 24 sata.
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Priprema uzorka za analizu:

Procedura ekstrakcije iz uzoraka ista je kao i u protokolu odredivanja fenola Folin
Ciocalteu metodom. Deset g uzorka izvaZe se izravno u Erlenmeyerovu tikvicu sa Slifom (300
mL) i doda se 40 mL 80 %-tnog etanola te se kuha uz povratno hladilo 10 minuta. Nakon
kuhanja sadrzaj se profiltrira u odmjernu tikvicu od 100 mL. Ostatak taloga zajedno s filtar
papirom prebaci se u Erlenmeyerovu tikvicu (istu, 300 mL), doda se 50 mL etanola i ponovno
kuha 10 minuta uz hladilo. Nakon toga sadrzaj se profiltrira u istu tikvicu od 100 mL, odnosno
ekstrakti se spoje, ohlade, nakon ¢ega se odmjerna tikvica od 100 mL nadopuni 80 %-tnim
etanolom do oznake. Ako je potrebno ekstrakte treba razrijediti 80 %-tnim etanolom (u slucaju
prevelike apsorbance).

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski):

160 uL uzorka (ekstrakta) pomijesa se s 2 mL 1 %-tne otopine ABTS'+ te se nakon 1
minute mjeri apsorbanca na 734 nm. Za slijepu probu koristi se 96 %-tni etanol.

Izrada baZdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca u ABTS metodi koristi se Trolox koji uzrokuje smanjenje
boje ABTS'+ otopine.

Tocke odredene za izradu bazdarnog pravca su sljedeée: 0, 100, 200, 400, 1000, 2000
i 2500 pmol/dm3.

Najprije se pripremi temeljna standardna otopina (,stock” otopina) i to tako da se u
odmijernu tikvicu od 25 mL izvaze 0,0156 Trolox-a, a tikvica se 80 %-tnim etanolom nadopuni
do oznake. Iz stock otopine uzimaju se sljedeéi volumeni Trolox-a za pripremu daljnjih
razrjedenja (u odmjernim tikvicama od 25 mL):

e 0 — 0 mLTrolox
¢ 100 — 0,4 mL

¢ 200 — 0,8 mL

¢ 400 — 1,6 mL

¢ 1000 — 4 mL

* 2000 — 8 mL

¢ 2500 - 10 mL
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Od svake koncentracije Trolox-a uzima se 160 uL i dodaje se 2 mL 1 %-tne ABTS'+
otopine podesSene apsorbance (0,70 + 0,02) te se mjeri apsorbanca pri 734 nm. Temeljem
izmjerenih vrijednosti apsorbanca za svaku koncentraciju napravi se bazdarni pravac.

3.5.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda bazira se na reakciji redukcije
Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo
obojeni produkt na principu redukcije Fe3* iona — TPTZ (Zeljezo (lIl)-2,4,6-tripiridil-s-triazin) u
Fe?* - TPTZ s antioksidansom putem SET mehanizma. Rezultat reakcije je intenzivno plavo
obojenje otopine s apsorbancijom na 550 nm. FRAP je brza, jednostavna i jeftina
kolorimetrijska metoda koja se koristi za odredivanje antioksidacijskog potencijala.

Priprema reagensa:
TPTZ (2,4,6- tripiridil-s-triazin) 10 mM: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u tikvicu od 10 mL i
do oznake se nadopuniti 40 mM klorovodi¢nom kiselinom

40 mM klorovodi¢na kiselina (HCI): otpipetira se 330 pl 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline
u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i nadopuni se destiliranom vodom do oznake

Zeljezo (IN)-klorid heksahidrat (FeCl; x 6H20) 20 mM: odvaze se 0,541 g Zeljezo (IlI)-
klorida heksahidrata u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni se destiliranom vodom do
oznake

Acetatni pufer 0,3 M: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u tikvicu od 1 L, otpipetira
se 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuniti destiliranom vodom do oznake; pH pufera
trebao bi iznositi 3,6

FRAP reagens (svaki puta pripremiti svjeZi): u tikvicu ili ¢aSu volumena 50 mL pomijesa
se s 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Fe(lll)-klorid heksahidrata
u omjeru 10:1:1
Postupak odredivanja:

Prvo je potrebno napraviti slijepu probu. Slijepa proba sadrzZi sve osim uzorka umjesto

kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran tj. 80 %-tni EtOH. U epruvetu dodaje se
240 pulL destilirane vode, 80 pL 80 %-tnog EtOH i 2080 uL FRAP reagensa te se termostatira u
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vodenoj kupelji 5 min na 37 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 593 nm.
Rezultati mjerenja u konacnici su izrazeni kao ekvivalent koncentracije standarda Trolox (uM).

Postupak reakcije:

U epruvetu se doda 240 uL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 uL FRAP reagensa te
se termostatira 5 min u vodenoj kupelji na 37 °C (Slika 3.5.5.1.). Nakon toga mijeri se
apsorbancija pri 593 nm, u odnosu na slijepu probu.

Za izraCunavanje koncentracije (u mM Zeljezo(ll)-sulfat heptahidrata (FeSO4x7H;0))
prema baZzdarnom pravcu potrebno je oduzeti apsorbanciju slijepe probe od apsorbancije
uzoraka te tako dobivenu razliku apsorbancija koristiti za preracunavanje prema dobivenoj
jednadzbi pravca.

e

Slika 3.5.5.1. Termostacija u vodenoj kupelji
Autor: Kril¢i¢ M., 2024.

Postupak izrade baZdarnog pravca za FRAP metodu:
Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-

tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina). Zatim se u epruvete redom otpipetira 240 pL
destilirane vode, 80 pL otopine standarda iz prethodno pripremljenih tikvica i 2080 uL FRAP
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reagensa. Reakcije se pomijesaju i temperiraju 5 minuta na 37 °C te se apsorbancija se mjeri
pri 593 nm.

3.6. Odredivanje boje ekstrakata stolisnika

Odredivanje boje ekstrakata stolisnika provedeno je u Laboratoriju za analizu kvalitete
poljoprivrednih proizvoda biljnog porijekla, Zavoda za poljoprivrednu tehnologiju, skladistenje
i transport, SveuciliSta u Zagrebu Agronomskog fakulteta.

Boja ekstrakata odredena je kolorimetrom (PCE-CSM2, PCE Instruments UK Ltd.) po
CIELAB metodi. Ovom metodom se energija iz uzorka, pomocu filtera, pretvara u fizikalnu
funkciju, odnosno boju. Kolorimetar je fotolektri¢ni tristimulusni uredaj Sto znaci da se boje
na njemu opisuju pomocu tri broj¢ane vrijednosti: L*, a* i b*.

Vrijednost L* (engl. luminosity) predstavlja dozZivljaj jasnoée boje u oku odnosno
intenzitet svjetla ili tame. Ukoliko je vrijednost L* = 0 tada nema refleksije svjetlosti Sto
odgovara crnoj boji, dok je kod L* = 100 potpuna refleksija koja odgovara bijeloj boji.

Vrijednost a* oznacava intenzitet crvene ili zelene boje; negativne vrijednosti (-a*)
ukazuju na prisutnost zelene boje, dok pozitivne vrijednosti (+a*) ukazuju na prisutnost crvene
boje.

Vrijednost b* oznacava intenzitet Zute ili plave boje; negativne vrijednosti (-b*)
ukazuju na prisutnost plave boje, a pozitivne vrijednosti (+b*) ukazuju na prisutnost Zute boje.

3.7. Statisticka obrada podataka

Nakon provedenog istraZivanja, dobiveni podatci statisticki su obradeni jednosmjernom
analizom varijance (ANOVA) u programskom paketu SAS (SAS Institute, 2004), dobivene
prosjecne vrijednosti usporedene su pomocu post hoc Tukey-evog testa.

29



4. Rezultati i rasprava

4.2. Sadrzaj vitamina C

Vitamin C (askorbinska kiselina) jedan je od najbitnijih vitamina ¢ija uloga je usko
povezana s imunoloskim sustavom. Topljiv je u vodi, a njegova glavna funkcija je
antioksidacijsko djelovanje pri kojem direktno inaktivira slobodne radikale. Takvo djelovanje
posebno je vazno u prevenciji razvoja razliCitih bolesti, a ponajvise onih kancerogenih (Carr i
Maggini, 2017).

Utvrdene su statisticki znacajne razlike u sadrZaju vitamina C izmedu razli¢itih metoda
ekstrakcije (P < 0,0001). Prosjecna vrijednost sadrzaja vitamina C u analiziranim ekstraktima
kretala se od 6,59 mg/100 g svjeZe tvari kod maceracije do 10,60 mg/100 g svjeZe tvari kod
ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta. Analizom varijance zabiljezena
je statisticki znacajna razlika u sadrZaju vitamina C izmedu maceracije i svih drugih metoda
ekstrakcije. Statistickom obradom podataka takoder je utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu sadrzaja vitamina C u ekstraktima tretiranim mikrovalovima u trajanju od 5 i 10
minuta, pri ¢emu je duZe vrijeme ekstrakcije rezultiralo viSim prosje¢nim vrijednostima
vitamina C (10,27 mg/100 g svjeZe tvari). SadrZaj vitamina C izmedu razli¢itog vremena trajanja
ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije nije se znacajno razlikovao (grafikon 4.1.1.).

U znanstvenoj literaturi nisu dostupni podaci o sadrzaju vitamina C kod ekstrakata
stolisnika koji bi bili usporedivi s rezultatima ovog istrazivanja. Istrazivane su neke srodne
vrste, npr. Achillea nobilis L. kod koje je utvrden sadrzaj vitamina C (20,70 g /100 g svjeZe tvari)
Dok je u istrazivanju sadrzaja vitamina C u ekstraktima biljaka iz porodice Asteraceae najnizi
sadrzaj vitamina C zabiljeZen kod vrste Echinacea purpurea (L.) Moench (3,38 g /100 g svjeze
tvari) (Glnes i sur., 2019).
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** vrijednosti oznacene istim slovima ne razlikuju se znacajno na razini P < 0,0001

Grafikon 4.1.1. SadrzZaj vitamina C u ekstraktima stolisnika

4.2. Sadrzaj ukupnih polifenola

Polifenoli predstavljaju jednu od glavnih skupina sekundarnih metabolita biljaka, a kao
Sto je veé prethodno spomenuto, oni Cine i jednu od najzastupljenijih skupina kemijskog
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sastava stolisnika. Njihova prisutnost povezuje se s brojnim pozitivnim ucincima na ljudski
organizam i zdravlje, a najvaZznije djelovanje od svih jest ono antioksidacijsko. Naime,
polifenoli inaktiviraju slobodne radikale te time preveniraju razvoj brojnih bolesti (Zainol i sur.,
2003; Ali i sur., 2017; Gorni i sur., 2021; Farasati Far i sur., 2023).

Prosje€na vrijednost sadrzaja ukupnih polifenola u analiziranim ekstraktima stolisnika
iznosila je 355,52 mg GAE/100 g svjeZe tvari kod maceracije, 382,31 mg GAE/100 g svjeZe tvari
kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju 5 minuta, 405,92 mg GAE/100 g svjeze
tvari kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, 373,54 mg GAE/100
g svjeze tvari kod ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju 5 minuta i 495,29 mg
GAE/100 g svjezZe tvari kod ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta,
gdje je znacajno najmanja prosjecna vrijednost zabiljeZena kod ekstrakta dobivenog
maceracijom, a znacajno najvisa kod ekstrakta dobivenog ultrazvu¢no potpomognutom
ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta. Izmedu dvaju vremena trajanja mikrovalne ekstrakcije
(5 i 10 minuta) zabiljezena je statisticki znacajna razlika te je duze vrijeme trajanja ekstrakcije
rezultiralo i viSim sadrZajem ukupnih polifenola (P < 0,0001). Isto je uoceno i kod ultrazvu¢no
potpomognute ekstrakcije, pri kojoj je tretman ekstrakta ultrazvu¢nom sondom u trajanju u
10 minuta rezultirao viSim koncentracijama ukupnih polifenola (grafikon 4.2.1.).
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Grafikon 4.2.1. SadrzZaj ukupnih polifenola u ekstraktima stolisnika

Rezultati dostupnih istrazivanja Siroke su varijabilnosti te pokazuju kako izbor metode
ekstrakcije i otapala kojim se ekstrakcija provodi imaju veliki utjecaj na sadrzaj ukupnih
polifenola. Tako su Georgieva i sur. (2015) u svome istrazivanju usporedivali metode
ekstrakcije stolisnika (infuzija, dekokcija, ultrazvu¢na ekstrakcija sustavom ultrazvuéne kupelji
i mikrovalno potpomognuta ekstrakcija) s vodom kao otapalom te su utvrdili da je sadrzaj
ukupnih polifenola bio u rasponu od 2,74 + 0,01 do 7,92 + 0,09 mg GAE/g svjeze tvari. Najnizi
sadrzaj ukupnih polifenola bio je zabiljezen kod ultrazvuéne ekstrakcije sustavom ultrazvuéne
kupelji (2,74 + 0,01 mg GAE/ 100 g svjeze tvari), dok je najvisi sadrzaj ukupnih polifenola
zabiljezen kod dekokcije (7,92 + 0,09 mg GAE/100 g svjeZe tvari).

33



Juki¢ i sur. (2019) proveli su istrazivanje gdje su, usporedbom razli¢itih otapala
(destilirana voda,, 30 %, 50 % i 70 % etanol) kod ekstrakcijske metode maceracijom dobili
rezultate koji su bili u rasponu od 85,22 + 0,67 do 109,99 + 1,04 mg GAE/100 g svjeze tvari, s
najnizim sadrzajem ukupnih polifenola kod ekstrakta dobivenog vodom (85,22 + 0,67 mg
GAE/100 g svjeZe tvari), a najvisim kod ekstrakta dobivenog u 50 %-tnom etanolu (109,99 +
1,04 mg GAE/100 g svjeZe tvari). Veci sadrzaj ukupnih polifenola pri upotrebi etanola kao
otapala zabiljezili su i Villalva i sur. (2022). Koji su u svojem istraZivanju zabiljeZili sadrzaj
ukupnih polifenola u etanolnom ekstraktu, dobivenom ultrazvuénom ekstrakcijom sustavom
ultrazvucne sonde, od ¢ak 3768,6 mg GAE/100 g svjeze tvari.

4.3. Sadrzaj flavonoida i neflavonoida

Flavonoidi pripadaju polifenolnoj skupini sekundarnih biljnih metabolita. Posjeduju
brojna djelotvorna svojstva poput protuupalnog, antikancerogenog i antioksidativnog te cine
jednu od glavnih kemijskih sastavnica stolisnika (Gorni i sur., 2021; Farasati Far i sur., 2023).

Prosje€na vrijednost sadrzaja flavonoida analiziranih ekstrakta iznosila je 173,71 mg
GAE/100 g svjeZe tvari kod maceracije, 178,96 mg GAE/100 g svjeZe tvari kod mikrovalno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, 181,24 mg GAE/100 g svjeZe tvari kod
mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju 10 minuta, 155,41 mg GAE/100 g svjeZe tvari
kod ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, Sto je ujedno i najmanja
zabiljeZzena vrijednost te 271,95 mg GAE/100 g svjeZe tvari kod ultrazvu¢no potpomognute
ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, Sto je najvisa zabiljezena vrijednost.

U istrazivanju Juki¢ i sur. (2019) dobiveni su rezultati sadrzaja flavonoida, prilikom
usporedbe razli¢itih otapala (destilirana voda,, 30 %, 50 % i 70% etanol) kod ekstrakcijske
metode maceracijom, u rasponu od 28,31 * 0,65 do 35,90+0,84 mg GAE/100 g svjeze tvari.
Najmaniji sadrzaj flavonoida zabiljezen je kod maceracije vodom (28,31 + 0,65 mg GAE/100 g
svjeze tvari), dok je najveci sadrzaj flavonoida zabiljezen kod ekstrakta dobivenog ekstrakcijom
u 70%-tnom etanolu (5,90+0,84 mg GAE/100 g svjezZe tvari). A Villalva i sur. (2022) su u svome
istraZivanju zabiljezili sadrzaj flavonoida u etanolnom ekstraktu, dobivenom ultrazvuénom
ekstrakcijom sustavom ultrazvuéne sonde, od 2924,4 mg GAE/100 g svjeZe tvari.

Analizom varijance zabiljezeno je postojanje znacajne razlike u sadrzaju flavonoida
izmedu ekstrakta dobivenog maceracijom i ekstrakata dobivenih ostalim metodama, takoder
je zabiljeZena i znacajna razlika izmedu ekstrakata dobivenih mikrovalno potpomognutim
ekstrakcijama i onih dobivenih ultrazvu¢no potpomognutim ekstrakcijama (P < 0,0001). Dok
izmedu ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju 5 minuta i
ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta nije
zabiljeZzena znacajna razlika. lzmedu ekstrakta dobivenog ultrazvué¢no potpomognutom
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ekstrakcijom u trajanju od 5 minuta i ekstrakta dobivenog ultrazvu¢no potpomognutom
ekstrakcijom u trajanju 10 minuta, utvrdena je znacajna razlika (grafikon 4.3.1.).
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Grafikon 4.3.1. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima stolisnika

Prosje€na vrijednost sadrzaja neflavonoida analiziranih ekstrakata iznosila je 181,81
mg GAE/100 g svjeze tvari kod maceracije, $to je ujedno i najmanja zabiljeZena vrijednost,
203,34 mg GAE/100 g svjeze tvari kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5
minuta, 224,68 mg GAE/100 g svjeze tvari kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u
trajanju od 10 minuta, $to je ujedno i najveca zabiljeZzena vrijednost, 218,13 mg GAE/100 g
svjeze tvari kod ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta te 223,34 mg
GAE/100 g svjeze tvari kod ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta.
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Analizom varijance zabiljeZzena je znacajna razlika u sadrzaju neflavonoida izmedu
ekstrakta dobivenog maceracijom i ekstrakata dobivenih ostalim metodama, kao i izmedu
ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju 5 minuta i
ekstrakata dobivenih ostalim metodama (P < 0,0001). Dok izmedu ekstrakata dobivenih
mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta, ultrazvu¢no
potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 5 minuta i ultrazvuéno potpomognutom
ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta nije zabiljeZena znacajna razlika u sadrzaju neflavonoida
(grafikon 4.3.2.).
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** vrijednosti oznacene istim slovima ne razlikuju se znacajno na razini P < 0,0001

Grafikon 4.3.2. Sadrzaj neflavonoida u ekstraktima stolisnika
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4.4. Antioksidacijski kapacitet (ABTS metoda)

Antioksidacijski kapacitet svojstvo je povezano sa sadrZajem vitamina C, polifenola i
flavonoida te je njegov rast proporcionalan je rastu tih sastavnica (Gorni i sur., 2021).

ProsjeCna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog ABTS metodom,
analiziranih ekstrakata stolisnika kretala se od 2464,20 pumol TE/L kod ultrazvucno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta do 2535,33 pumol TE/L kod mikrovalno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta. Analizom varijance zabiljezena je znacajna
razlika izmedu antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog ABTS metodom, svih ekstrakata (P <
0,0001) osim izmedu ekstrakata dobivenih mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u
trajanju od 5i 10 minuta (grafikon 4.4.1.).

Georgieva i sur. (2015) su odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom,
kod razli¢itih metoda ekstrakcije (infuzija, dekokcija, ultrazvuéna ekstrakcija sustavom
ultrazvuéne kupelji i mikrovalno potpomognuta ekstrakcija) s vodom kao otapalom, dobili
rezultate u rasponu od 18,59 * 0,22 do 125,75 % 2,24 uM TE/100 grama svjeZe tvari. Gdje je
najnizi antioksidacijski kapacitet bio kod ekstrakta dobivenog tretmanom ultrazvuénom
kupelji (18,59 + 0,22 uM TE/100 grama svjeze tvari), a najveci kod dekokcije (125,75 + 2,24 uM
TE/100 grama svjeze tvari).
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Grafikon 4.4.1. Antioksidacijski kapacitet (ABTS metoda) ekstrakata stolisnika

4.5. Antioksidacijski kapacitet (FRAP metoda)

Prosje¢na vrijednost antioksidacijski kapacitet, dobivenog FRAP metodom, za
analizirane ekstrakte iznosila je 2721,20 umol TE/L kod maceracije, 3487,71 umol TE/L kod
mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, 3812,79 umol TE/L kod
mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, 2464,11 umol TE/L kod
ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta te 3994,41 umol TE/L kod
ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta.

Najmanja prosjeCna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta zabiljezena je kod
ekstrakta dobivenog ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 5 minuta, dok je
najveéa zabiljezena kod ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcije u trajanju od 10 minuta.
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Analizom varijance zabiljeZena je znacajna razlika antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog
FRAP metodom, izmedu svih ekstrakata (P < 0,0001), osim izmedu ekstrakta dobivenih
mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta i ekstrakta dobivenog
ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta (grafikon 4.5.1.).

U istrazivanjima antioksidacijskog kapaciteta dobivenog FRAP metodom, Georgieva i
sur. (2015) su, usporedbom razli¢itih metoda ekstrakcije (infuzija, dekokcija, ultrazvuéna
ekstrakcija sustavom ultrazvucne kupelji i mikrovalno potpomognuta ekstrakcija) s vodom kao
otapalom, dobili rezultate gdje je antioksidacijski kapacitet bio u rasponu 29,57 £ 0,40 do
132,71 £ 1,86 uM TE/100 grama svjeZe tvari s najnizim zabiljeZzenim kod ekstrakta dobivenog
tretmanom ultrazvu¢nom kupelji, a najviSim kod dekokcije. Dok su Juki¢ i sur. (2019),
usporedbom razli¢itih otapala (destilirana voda, 30 %, 50 % i 70 % etanol) kod ekstrakcijske
metode maceracijom, dobili rezultate antioksidacijskog kapaciteta u rasponu od 10,27 £ 0,84
do 21,28+1,13 umol Trolox/mg. NajnizZi antioksidacijski kapacitet zabiljezen je kod ekstrakta
dobivenog maceracijom vodom, a najvisi je zabiljezen kod ekstrakta dobivenog maceracijom
u 50 %-tnom etanolu.
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Grafikon 4.5.1. Antioksidacijski kapacitet (FRAP metoda) ekstrakata stolisnika

4.6. Boja ekstrakata stolisnika

Analizom tri brojcane vrijednosti boje (L*,a*, b*) dobiveni su slijedeéi rezultati.
Prosje¢na vrijednost L*, analiziranih ekstrakata, iznosila je 15,77 kod maceracije, 17,82 kod
mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju 5 minuta, 18,03 kod mikrovalno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, 15,15 kod ultrazvu¢no potpomognute
ekstrakcije u trajanju od 5 minuta te 15,17 kod ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije u
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trajanju od 10 minuta. Najmanja prosjecna vrijednost zabiljeZena je kod ultrazvéno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, dok je najveca zabiljeZzena kod mikrovalno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta. NajviSe vrijednosti parametra L upucuju
na ¢injenicu da je ekstrakt dobiven ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od
10 minuta bio najsvjetliji.
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** yrijednosti oznacene istim slovima ne razlikuju se znacajno na razini P < 0,0001

Grafikon 4.6.1. Vrijednost boje L* ekstrakata stolisnika

Prosje¢na vrijednost a* u analiziranim ekstraktima stolisnika, iznosila je 6,20 kod
maceracije, 7,79 kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, 8,88 kod
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mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, 7,07 kod ultrazvu¢no
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta te 6,99 kod ultrazvu¢no potpomognute
ekstrakcije u trajanju od 10 minuta. Najmanja prosjecna vrijednost zabiljeZzena je kod ekstrakta
dobivenog maceracijom, a najveca kod ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom
ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta.

Analizom varijance utvrdena je znacajna razlika izmedu svih analiziranih ekstrakata (P
< 0,0001), osim izmedu ekstrakata dobivenih ultrazvu¢no potpomognutom ekstrakcijom u
trajanju od 5i 10 minuta (grafikon 4.6.2.).

42



10

9
———
C
8
———
B
*
@
7 ——
D
D
——
6 A
5
K1 M1 M2 ul u2

Metoda ekstrakcije

* K1-maceracija; M2-mikrovalno potpomognuta ekstrakcija u trajanju od 5 min; M2-mikrovalno potpomognuta
ekstrakcija u trajanju od 10 min; U1-ultrazvucno potpomognuta ekstrakcija u trajanju od 5 min; U2-ultrazvucno
potpomognuta ekstrakcija u trajanju od 10 min

** vrijednosti oznacene istim slovima ne razlikuju se znacajno na razini P < 0,0001

Grafikon 4.6.2. Vrijednost boje a* ekstrakata stolisnika

ProsjeCna vrijednost b* u analiziranim ekstraktima stolisnika iznosila je 5,14 kod
maceracije, 10,23 kod mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta, 12,12 kod
mikrovalno potpomognute ekstrakcije u trajanju od 10 minuta, 3,47 kod ultrazvuéno
potpomognute ekstrakcije u trajanju od 5 minuta te 3,66 kod ultrazvu¢no potpomognute
ekstrakcije u trajanju od 10 minuta. Najmanja prosjecna vrijednost zabiljeZzena je kod ekstrakta
dobivenog ultrazvuénom potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 5 minuta, dok je najveca
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zabiljeZzena kod ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od
10 minuta.

Analizom varijance zabiljeZena je izmedu svih analiziranih ekstrakata (P < 0,0001), osim
izmedu ekstrakata dobivenih ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 5i 10
minuta (grafikon 4.6.3.).
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Grafikon 4.6.3. Vrijednost boje b* ekstrakata stolisnika
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Vizualnom inspekcijom, boje razli¢itih ekstrakata, nisu se znatno razlikovale te su svi
ekstrakti bili tamno narancasto-smede boje $to je i uocljivo pregledom rezultata L*, a*, b*
varijabli, gdje izmedu sve tri varijable ne postoje znacajne razlike. Kako razlic¢iti kemijski spojevi
posjeduju odredenu boju u Cistom ekstraktu, bilo je ocekivano da ¢e njihova mjesavina
rezultirati ekstraktom smede boje te na temelju ovih rezultata ne moZzemo boju ekstrakta (ili
jednu od njenih sastavnica) uzimati kao pokazatelj neke od mjerenih varijabli.

Prema mojim saznanjima trenuta¢no u dostupnoj literaturi ne postoje istraZivanja na
stolisniku s kojima bi se dobivene broj¢ane vrijednosti boje L*, a*, b* mogle usporediti.

4.7. Analiza praha stolisnika

Usitnjeni suhi biljni materijal, najdostupniji je komercijalni oblik stolisnika. On se
takoder koristi kao pocetna sirovina za izradu ljekovitih ekstrakata, poput uvaraka i tinktura,
koji su najcesci oblici primjene ove ljekovite vrste (Gorni i sur., 2021). Zato je u ovome radu,
osim analize ekstrakata dobivenih razli¢itim metodama ekstrakcije, analiziran i pocetni biljni
materijal (prah stolisnika), kako bi se utvrdio njegov sadriaj bioaktivnih spojeva i
antioksidacijski kapacitet prije podvrgavanja ekstrakcijskim metodama.

Analizom sadrzaja bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta praha stolisnika,
dobiveni su slijededi rezultati: prosje¢na vrijednost sadrzaja vitamina C iznosila je 45,56
mg/100 g svjeze tvari, prosjecna vrijednost ukupnih polifenola iznosila je 1327,3 mg GAE/100
g svjeZe tvari, prosjecna vrijednost sadrzaja flavonoida iznosila je 563,77 GAE/100 g svjeze
tvari, dok je kod neflavonoida iznosila 763,54 GAE/100 g svjezZe tvari, prosjecna vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog ABTS metodom, iznosila je 2525,42 umol TE/L, a ona
dobivena FRAP metodom je iznosila 4388,58 umol TE/L.

lako je provedena analiza praha stolisnika, rezultati su statisti¢ki neusporedivi s onima
dobivenim analizom ekstrakata, a takoder prema mojim saznanjima u dostupnoj literaturi ne
postoje rezultati s kojima bi rezultati dobiveni u ovome istraZzivanju mogli biti usporediti.
Neovisno o navedenom, a s obzirom na dobivene rezultate, valja posebno istaknuti kako su za
prah stolisnika utvrdene vrlo visoke vrijednosti ukupnih polifenolnih spojeva kao i vrlo visoke
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta Sto ponovno ovu biljnu vrstu moze istaknuti kao biljni
materijal potencijalno brojnih funkcionalnih svojstava i blagodati za ljudsko zdravlje.

45



5. Zakljucak

Na temelju dobivenih rezultata zakljuceno je slijedede:

1. Najveda prosjecna vrijednost sadrzaja vitamina C (10,60 mg/100 g svjeZe tvari),
ukupnih polifenola (495,29 mg GAE/100 g svjeze tvari) i flavonoida (271,95 mg
GAE/100 g svjeze tvari) zabiljeZzena je kod ekstrakata dobivenih ultrazvuéno
potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minuta.

2. Najveca prosjecna vrijednost sadrzaja neflavonoida zabiljezen kod ekstrakta
dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10 minutaiiznosila
je 224,68 mg GAE/100 g svjeze tvari.

3. Najveca prosjecna vrijednost antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog ABTS metodom,
zabiljezen je kod ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u
trajanju od 5 minuta i iznosila je 2535,33 umol TE/L.

4. Najveca prosjec¢na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog FRAP metodom,
zabiljezen je kod ekstrakta dobivenog ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom u
trajanju od 10 minuta i iznosila je 3994,41 umol TE/L.

5. Najveca prosjecna vrijednost svih triju brojéanih vrijednosti boje zabiljezena je kod
ekstrakta dobivenog mikrovalno potpomognutom ekstrakcijom u trajanju od 10
minuta. Za vrijednost L* iznosila je 18,03, za vrijednost a* 8,88, a za vrijednost b*
12,12.

6. RazliCite ekstrakcijske metode uvelike utjeCu na sadrzaj bioaktivnih spojeva i
antioksidacijskog kapaciteta. Od metoda istraZivanih u ovome radu, najbolje rezultate
dale su ultrazvucno i mikrovalno potpomognuta ekstrakcija u trajanju od 10 minuta.
Obije istaknute metode ekoloski su prihvatljive, a kako bi polucile jos bolje rezultate
valja ih optimizirati.

7. Stolisnik i njegovi pripravci, poput ekstrakata, predstavljaju bogat izvor vitamina C,
polifenola i flavonoida s visokim antioksidacijskim djelovanjem, ¢ime ovu biljnu vrstu
mozemo istaknuti kao biljni materijal potencijalno brojnih funkcionalnih svojstava kao
i vrstu Cija upotreba ima brojne blagodati za ljudsko zdravlje.
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