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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Pripraviti ekstrakte rastike s podru¢ja Hercegovine primjenom razli¢itih metoda
ekstrakcije (ultrazvu¢na i mikrovalna ekstrakcija) i otapala (voda i etanol).

U ekstraktima odrediti udio ukupnih fenola i ispitati antioksidacijsku aktivnost vodenih
i alkoholnih ekstrakata rastike koriStenjem tri razli¢ite metode: FRAP (Ferric-reducing
antioxidant power), DPPH (2,2,-Diphenyl 1-picrylhydrazyl assay) i ORAC (Oxygen
radical absorbing capacity).

Dobivene rezultate usporediti i donijeti zaklju¢ak o najpovoljnijim uvjetima ekstrakcije

obzirom na udio ukupnih fenola i antioksidacijski potencijal ekstrakata rastike.



SAZETAK

Rastika (Brassica oleracea L. var. acephala) je autohtona hrvatska povrtna kultura, osobito
popularna u juznom priobalju Dalmacije i susjedne Bosne i Hercegovine ali nazalost vrlo malo
istrazena. Razvojem znanosti i projektima koji se oslanjaju na popularizaciju autohtonih
kultura, rastika danas postaje sve ¢eS¢e predmetom istrazivanja zbog svog bogatog nutritivnog
sastava 1 bioloskog ucinka na ljudsko zdravlje. U ovom radu ispitana je primjena razli¢itih
metoda ekstrakcije (ultrazvuk - UZV i mikrovalna - MAE), kao i otapala (voda i 50 %-tni
etanol), na prinos ukupnih fenola u ekstraktima rastike s podrucja Hercegovine. Udio ukupnih
fenola odreden je spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteu metodom. Antioksidacijska aktivnost
ispitana je razli¢itim metodama, ovisno o mehanizmu djelovanja: FRAP (Ferric-reducing
antioxidant power), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) i ORAC (Oxygen radical
absorbing capacity). Dobiveni rezultati ukazuju na bogatiji fenolni sastav ekstrakata
pripravljenih koristenjem vode kao otapala kod obje metode ekstrakcije, UZV i MAE (250-
270 mg GAE/L). Usporedujuci metode ekstrakcije istaknula se MAE metoda koja je u puno
kraéem vremenu dala gotovo sli¢an prinos fenolnih komponenti u odnosu na UZV.
Antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom bila je najbolja u vodenim ekstraktima,
dok se kod ORAC i DPPH metode uocavaju veliku razlike u antioksidacijskoj aktivnosti
osobito kod etanolnih uzoraka ekstrahiranih ultrazvukom i mikrovalovima. Dobiveni rezultati
se nedvojbeno razlikuju, no svi ispitivani uzorci pokazuju izrazito dobar antioksidacijski
potencijal i udio ukupnih fenola. Uzimaju¢i u obzir da su razlike u rezultatima fenolnog sastava
i antioksidacijske aktivnosti testiranih uzoraka vrlo male, kao najpovoljnija metoda ekstrakcije

odabrana je mikrovalna upravo zbog kraceg vremena provedbe ekstrakcije.

Kljuéne rijeci: raStika, ukupni fenoli, antioksidacija, DPPH, ORAC, FRAP, mikrovalna

ekstrakcija



SUMARY

Kale (Brassica oleracea L. var. acephala) is an autochthonous Croatian vegetable culture,
especially popular in the southern coast of Dalmatia and neighboring Bosnia and Herzegovina,
but unfortunately poorly researched. With the development of science and projects that rely on
the popularization of indigenous cultures, rastika is now increasingly the subject of research
due to its rich nutritional composition and biological effect on human health. In this paper, the
application of different extraction methods (ultrasound - UZV and microwave - MAE), as well
as solvents (water and 50% ethanol), on the yield of total phenols in extracts of kale from the
territory of Herzegovina. The proportion of total phenols was determined by the Folin-
Ciocalteu spectrophotometric method and antioxidant activity was tested with different
methods, depending on the mechanism of action: FRAP (Ferric-reducing antioxidant power),
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) and ORAC (Oxygen radical absorbing capacity).
The obtained results indicate an abundant phenolic composition of extracts prepared using
water as solvent in both extraction methods, ultrasound and MAE (250-270 mg GAE/L).
Comparing the extraction methods, MAE method stood out, which in a much shorter time gave
almost similar yields of phenolic components compared to ultrasound. The antioxidant activity
determined by the FRAP method was the best in aqueous extracts, while the ORAC and DPPH
methods showed large differences in antioxidant activity, especially in ethanol samples
extracted by ultrasound and microwaves. The obtained results undoubtedly differ, but all tested
samples show extremely good antioxidant potential and total phenolic contents. Considering
that the differences in the results of phenolic composition and antioxidant activity of the tested
samples was very small, the microwave was chosen as the most appropriate extraction method

because of the shorter duration of extraction.

Key words: kale, total phenols, antioxidantion, DPPH, ORAC, FRAP, MAE
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UvOoD

Nasi preci su jo$ u prapovijesti bili svjesni ,,funkcionalnosti* hrane i dobrobiti odredenih vrsta
namirnica na ljudsko zdravlje. Vremenom su se te znacajke potisnule i hrana je ispunjavala
samo primarnu ulogu, utazivanje gladi i pruzanje hranjivih sastojaka. Medutim, rapidnim
razvojem znanosti posljednjih nekoliko desetljeca, pojavljuje se sve veci broj dokaza da hrana
i odredene komponente hrane znacajno utjecu na zdravlje i dobrobit ljudi. Time se uvelike
mijenja 1 percepcija potrosaca i javlja se trend takozvane funkcionalne hrane. Takva hrana, za
koju postoje brojna utemeljena znanstvena istrazivanja, izravno pridonosi boljem
zdravstvenom stanju, smanjuje rizik od nekih bolesti i/ili se koristi za lijeCenje odredenih
bolesti. Cijeli taj koncept slijedi dobro poznatu i davno opravdanu Hipokratovu izjavu ,,Neka
hrana bude tvoj lijek i lijek neka bude tvoja hrana®.

Skupina kupusnjaca se zbog visokovrijednog udjela fitokemikalija odnosno fitonutrijenata
ubraja u funkcionalnu hranu i svojim djelovanjem potvrduje navedenu izjavu. Osim §to se
tradicionalno uzgaja u podrucju Mediterana, posebno popularna postaje i u Sjevernoj Americi.
Razlog tomu je visoka tolerantnost na ekstremne temperaturne promjene tokom godine zbog
Cega se poljoprivrednici sve Ce$¢e okreCu uzgoju vrsta iz skupine kupusnjaca. Jedna od
najstarijih vrsta iz porodice kupusnjaca je rastika (Brassica oleracea L. var. acephala). Njena
upotreba datira jo§ od 2 000 godina prije naSe ere a sSmatra se da potjece iz istocnog Mediterana.
Uzgaja se na malim proizvodnim povrSinama, u vrtovima i okuénicama i to najcesce iz vlastite
sjemenske produkcije. U Hrvatskoj je poznata i po lokalnim nazivima kao §to su ,,ras¢ika“,
»stalar®, ,bracki kupus® i drugi. Znanstvenim istrazivanjima koja su posljednjih godina
pokazala pozitivno djelovanje na ljudsko zdravlje, zahvaljujuéi bioaktivnim komponentama,
smatra se funkcionalnom hranom i sve ¢eS¢e postaje zanimljiva potroSacima.

U ovom radu ispitivani su vodeni i alkoholni ekstrakti vlastito uzgojene rastike (Brassica
oleracea L. var. acephala) na podru¢ju Hercegovine. Provedene su dvije razli¢ite metode
ekstrakcije, ultrazvuéna i mikrovalna. Ekstraktima je mjeren udio ukupnih fenola i
antioksidacijska aktivnost metodama FRAP, DPPH i ORAC.



1. OPCIDIO

1.1.  Kupusnjace (porodica Brassicaceae)

Kupusnjace ili krstasice velika su biljna porodica i to s nutritivnog i ekonomskog znacaja.
Rasirene su po svim naseljenim kontinentima, a posebno prevladavaju u podruc¢ju Europe i
Sjeverne Amerike. U redu Brassicales izdvaja se ukupno 7 887 vrsta, a sedam najuzgajanijih
vrsta su: Alliaria (Alliaria petiolata), Brassica (Brassica elongata i Brassica tournefortii),
Cardamine (Cardamineflexuosa i Cardamineglacialis) i Lepidium (Lepidium latifolium i
Lepidium virginicum). (1)

U porodicu kupusnjaca spada veliki broj povréarki ¢iji se razliciti biljni dijelovi svakodnevno
koriste za ishranu. Sve vrste se pojedina¢no isticu velikom raznoliko§¢u u morfologiji
vegetativnih dijelova ali ih povezuje izrazita sli¢nost reproduktivnih organa. Vecina ovih
biljnih vrsta su dvogodi$nje, osim kineskog i pekinskog kupusa i brokule, ranih sorti cvjetace,
brokule i korabice koje su jednogodisnje. Grada cvijeta, cvata, ploda, sjemena i kotiledonih
listi¢a je ista. Sjeme kupusnjaca je toliko sli¢no da razlike nisu vidljive golim okom. Uocljive
su isklju¢ivo mikroskopskim promatranjem i to u gradi sjemenjace. Prve jasne razlike nastaju
tek pojavom prvog pravog lista, a rastom vegetativnih organa one postaju sve znacajnije i
najveée su u fazi tehnoloske zrelosti. Sto se ti¢e morfoloskih karakteristika spadaju u
dikotiledonske biljke koje nicu sa dva bubrezasta srcolika klicina listica, zelene boje i
hipokotiledonske sa slabijom ili izrazenijom ljubicastom bojom. (1)

Zbog klimatske 1 zemljiSne raznolikosti u Hrvatskoj je jako duga tradicija uzgoja povrca §to je
razlog prisutnosti velikog broja sorti od kojih su mnoge toliko ukorijenjene u autohtonu
agronomiju i gastronomiju hrvatskog dijela Mediterana da su neke dobile i Zasti¢enu oznaku
izvornosti poput Ogulinskog zelja/ kupusa. Migracijama ljudi dolazilo je i do razmjene sjemena
razli¢itih povrtnih kultura. Medutim, samo ono koje se najbolje prilagodilo lokalnim uvjetima,
davalo je dobre prinose i ostalo je tu do danas. Iz porodice kupusnja¢a najveci znacaj za ljudsku
prehranu imaju vrste koje su se razvile iz divljeg kupusa, Brassica oleracea, a njihova
popularnost bila je izrazita u malim obiteljskim gospodarstvima ruralnih dijelova Hrvatske.
Medutim, sve veca komercijalizacija proizvodnje povréa S vremenom je dovela do nestajanja
takvih malih gospodarstava Sto je bilo pokreta¢ depopulacije ruralnih prostora zbog Cega je
bioloska raznolikost povrtnih kultura izrazito ugrozena sve do danas. (2) Tomu doprinose i

okoli$ne promjene poput ekstremnih temperatura, suse ili poviSenog saliniteta tla posljednjih



nekoliko desetlje¢a. Posljedica svih tih negativnih utjecaja je znaCajno smanjenje prinosa
poljoprivrednih usjeva. Rjesenje takvim problemima namece se iz Fondova Europske unije za
poticanje razvoja ruralnog gospodarstva na §to se domaci poljoprivrednici, izmedu ostalog,

poti¢u na uzgoj i oCuvanje autohtonih vrsta poput kupusa, lisnatog kelja i rastike. (3)
1.1.1. Rod Brassica

Rod Brassica jedan je od najvaznijih rodova porodice Kupusnjaca a u njega se ubrajaju mnoge
poznate poljoprivredne vrste poput repice, gorusice, kupusa i brokule koji imaju dugu tradiciju
kultivacije u ljudskoj povijesti. Tome svjedoce i zapisi na sanskrtu koji navode uporabu
kupusnjaca roda Brassica ¢ak 3 000 g. prije nase ere. (4)

Podrijetlo Sest najvaznijih Brassica vrsta (B. oleracea, B. rapa, B. napus, B. nigra, B. carinata
i B. juncea) najjednostavnije se objasnjava teorijom U trokuta prikazanom na Slici 1. Tom
teorijom, utemeljenom jo$ 1935. g., genomi navedenih vrsta podijeljeni su na tri glavna genoma
(A, B i C) koji su organizirani kao diploidi (AA, BB i CC) i alotetraploidi (AABB, AACC i
BBCC). Diploidni genomi sve tri vrste postoje zasebno kao genom A (B. rapa, AA, 2n = 20),
genom B (B. nigra, BB, 2n = 16) i genom C (B. oleracea, CC, 2n = 18) koji se nalaze na
vrhovima trokuta Slike 1., no budu¢i da su usko povezani podrijetlom moguce je njihovo

medusobno krizanje. Prirodnom hibridizacijom tako su nastale nove vrste. (4)

Brassica nigra
n=8

?_@ix
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Slika 1. Odnosi medu vrstama roda Brassica prema teoriji U trokuta (4)



Sve kupusnjacée pripadaju porodici Brassicaceae, rod Brassica, vrsta Brassica oleraca a u njih
ubrajamo glavicasti kupus, lisnati kelj (raStan, rastika), kelj glavicar, kelj pupcar, cvjetaca,
brokula, kineski i pekinski kupus, i korabica. Zajednicke karakteristike su im otpornost prema
mrazu i dobro uspijevanje na tlu pognojenom organskim gnojivima. (1) Literaturni nazivi s

latinskim imenima svih kupusnjac¢a prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Vrste Brassica oleracea (1)

Literaturni naziv Latinski naziv (vrste i podvrste)
KUPUS Brassica oleracea var. capitata forma alba i rubra
KELJ Brassica oleracea var. Sabauda
LISNATI KELJ _
y 5 Brassica oleracea var. acephala
(RASTAN, RASTIKA)
KELJ PUPCAR Brassica oleracea
CVJETACA Brassica oleracea var. Botrytis
Brassica oleracea var. botrytis, sub-var. cymosa,
BROKULA _
subvar. Italica
KINESKI KUPUS Brassica oleracea var. chinensis
PEKINSKI KUPUS Brassica oleracea var. pekinensis
KORABICA Brassica oleracea var. gongylodes

Uvjeti uspijevanja svih navedenih kupusnjaca su vrlo sli¢ni i karakteriziraju ih sli¢ni zahtjevi

zarast i razvoj:

e Temperatura - Kupusnjace su relativno otporne na niske temperature. Optimalna
temperatura za rast je od 17-20 °C, a visoke temperature preko 25 °C usporavaju rast.

e Svjetlost — Kupusnjace su biljke dugog dana i imaju umjerene zahtjeve prema svjetlosti.
Najveci zahtjevi za svjetloS¢u su u prvim fazama rasta i razvoja.

e Voda - Kupusnjace spadaju u vrste sa visokim zahtjevima za vodom. Nedostatak vlage u
tlu zaustavlja rast kupusnjaca, ali i prevelika koli¢ina vode takoder djeluje nepovoljno.

e Tlo - srednja teska tla sa dobrim zra¢nim i vodnim svojstvima, uz dovoljno hranjivih tvari,
najpovoljnija su za uzgoj kupusnjaa. Vrlo dobro reagiraju na organska gnojiva.
Kupusnjace dobro uspijevaju na tlima sa velikom koli¢inom podzemne vode, ali ne
podnose terene sa puno povrsinske vode. Takoder, ne uspijevaju na kiselim tlima, a za

uspjesnu proizvodnju najpovoljnija su neutralna tla. (1)



1.2.  Rastika (Brassica oleracea var. acephala)

Do nazad nekoliko godina brokula je bila najpopularnija vrsta iz porodice kupusnjaca,
zahvaljujuci intenzivnim znanstvenim istrazivanjima bioloski aktivnih komponenti brokule 1
njenih pozitivnih utjecaja na zdravlje. Medutim, orijentacijom znanosti na detaljnija
proucavanja ostalih vrsta kupusnjaca, lisnati kelj/ rastika (Brassica oleracea var. acephala)
postaje sve popularnija medu predstavnicima porodice kupusnjaca. U prilog tome ide i
¢injenica da se u SAD-u svake godine u listopadu slavi Dan rastike, engl. National kale day.
Intenzivna promocija medu potrosac¢ima koja rastiku klasificira kao funkcionalnu hranu,
dovela ju je do jelovnika mnogih restorana Sirom SAD-a, posebno onih orijentiranih na zdravu
prehranu. Na podruc¢ju Republike Hrvatske takoder se tradicionalno odrzavaju “Rastikijade® i
slicne manifestacije. Postoji puno razli¢itih vrsta rastike, a zajednicko svakoj formi jest da je
vr$ni pup u vegetativnoj fazi otvoren i aktivan tj. ne tvori glavu, glavicu kupusa. Botanicari su
ih svrstali u razlicite podvrste, a najprihvatljivija je podjela prema Pignattiju u dvije forme:

o f.viridis, glatkog lis¢a, koja se u nas najéesce zove rastika i

o f. sabellica, mjehurastog ili kovrcavog lis¢a koje se zove lisnati kelj. (1)
Jedino §to ih razlikuje je upravo taj izgled lista.
Listovi se obi¢no samo blanSiraju ili se ¢ak koriste svjeZi u salatama s umacima a duzom
termickom obradom kuhaju se raznovrsna jela poput juha, variva, toplih predjela i sl. U Europi
pa tako i u Hrvatskoj, rastika se ¢e$¢e posluzuje tradicionalno uz dimljenu svinjetinu, kao
varivo. (5) Lis¢e rastike/lisnatog kelja najvise se koristi kuhano na leSo ili zajedno s drugim
povréem, krumpirom, bobom, slanutkom 1 sli¢no te ¢ini vrlo ukusan prilog jelima od mesa.
Mljeveno meso s rizom umotano u liS¢e rastike, kuhano i zac¢injeno kiselim mlijekom ili
vrhnjem naziva se ,,japrak® i popularno je u Hercegovini. (1) Posljednjih nekoliko godina jaca
trend susenog povrc¢a i proizvodnje tzv. ,,zdravog ¢ipsa“ pa se tako procesom suSenja listova
rastike na trziSte stavlja i Cips od rastike. (5)
Na priobalnom podrué¢ju Dalmacije, Dalmatinske zagore, Istre i otoka rastika se tradicionalno
uzgaja kao povrtna kultura ve¢ dugi niz godina. (6) Duboko je ukorijenjena u tradicionalnu
gastronomiju navedenih dijelova Hrvatske dok se stariji listovi rastike koriste kao hrana
domacim zivotinjama. (6) Medu hrvatskim populacijama rastike prevladava intrapopulacijska
i interpopulacijska varijabilnost. Intrapopulacijska varijabilnost je rezultat medusobnog

krizanja s ostalim Brassica vrstama, a uzrokovana je slabom izolacijom pri sjemenskoj



proizvodnji. Interpopulacijska varijabilnost posljedica je selekcije od strane poljoprivrednika
te genetske adaptacije. (7) Problem uzgoja rastike je $to ona nije ekonomski zna¢ajno povrce,
nema selekcioniranih vrsta i sjeme se ne moze pronaci u trgovinama. Kao ekstenzivna vrsta
uzgaja se na malim proizvodnim povrSinama, u vrtovima i okuénicama i to naj¢esce vlastito
uzgojenim sjemenom (Slika 2.), §to znaci da se sjeme ¢uva i ponovno Koristi a to je zasigurno

razlog i velike bioloske raznolikosti. (2)

Slika 2. Vlastiti uzgoj sjemena rastike na malom obiteljskom gospodarstvu (8)

Razvojem znanosti u Hrvatskoj je posljednjih godina provedeno nekoliko projekata
istrazivanja i oCuvanja autohtonih povrtnih kultura medu kojima je i projekt Z. Matotana iz
2007. u kojemu je rastika s ovih podrucja bila ukljucena u projekt prikupljanja, morfoloske
karakterizacije i regeneracije lokalnih ekopopulacija rastike u svrhu zastite i ocuvanja starih

sorti povrca. (9)



Slika 3. Odrasla biljka rastike (Brassica oleracea var. acephala) (10)

Zdravstvena dobrobit se kod svih povrcarki iz roda Brassica, pa tako i u rastici, pripisuje
prisutnosti fitonutrijenata iz skupine glukozinolata, polifenola, karotenoida ili terpenoida.
Istrazujuci zapise o tradicionalnoj medicini zapazeno je da se ista rijec koristila za sve lisnato
povrée Brassice, pa je tesko razlikovati kada se u tradicionalnoj medicini koristio kupus
(capitata skupina) a kada kelj (acefalna skupina). Medutim, time mozemo zakljuciti kako je
upotreba raStike u tradicionalnoj medicini sli¢na kao i upotreba drugih kultura iz roda
Brassica koje se stolje¢ima koriste za lijeCenje gastritisa i ¢ira na Zeludcu. Osim ublazavanja
simptoma zeluc¢anog ulkusa, rastika se koristi za lijecenje dijabetesa melitusa, reumatizma,

slabosti kostiju, bolesti jetre, anemije, pretilost itd. (5)



1.2.1. lzgled rastike

Gledaju¢i od podnozja prema vrhu, usporedno s drugim kupusnjacama, rasStika je izrazito
visoka biljka. Korijen joj je snazan i dubok a stabljika naraste i do 100 cm, a u prvoj godini
vegetacije rastom je najveca te doseze i do 200 cm. Kao $to je i vidljivo na Slici 3., listovi su
spiralno rasporedeni a na vrhu stabljike formiraju rozetu. DuZina peteljke lista te sam oblik i
veli¢ina lista ovise na kojem dijelu stabljike se list nalazi. Donji listovi su na duzim peteljkama,
okruglog su ili ovalnoj oblika, valovitog ili malo nazubljenog zuba, glatke ili malo valovite
povrSine prekriveni voStanom prevlakom. (1) Listovi na srednjem dijelu stabljike spiralno
obavijaju stabljiku u vr$Snom dijelu i ¢ine rozetu. Listovi se sastoje od duge peteljke i zelene do
sivo — zelene plojke. Plojka je naborana, posebice na rubovima listova i ima jako izraZene zile

kao $to je vidljivo na Slici 4. (9)

Slika 4. Izgled lista rastike (11)

Vec¢ u drugoj godini vegetacije iz pazuha listova gornjeg dijela stabljike izbijaju cvjetne grane
sa grozdastim cvatovima. Cvjetovi rastike su karakteristi¢ne grade za kupusnjace. Sastoje se
od cetiri elipti¢na lapa, Cetiri zute latice, 6 prasnika, te jedne dvogradne plodnice s vise
sjemenih zametaka. Plod je do 12 cm dugacka cilindri¢na komuska u kojoj se u dva reda nalazi
poredano sjeme. Sjeme je jajasto-okruglastog oblika, crvenkasto smede boje, promjera do 3

mm. Sjemenke su male mase, a uz pravilno ¢uvanje sjeme moze zadrzati klijavost do 5 godina.

9)



1.2.2. Uzgoj rastike

Rastika je, po navodima uzgajivaca, vrlo jednostavna biljka, vrlo skromnih zahtijeva. Jako
dobro podnosi visoke temperature i susu tijekom ljeta, a isto tako niske temperature i snijeg
tijekom zime. Jedna je od rijetkih biljnih kultura koja odli¢no podnosi mraz, uzorci pokazuju i
najbolja organolepticka svojstva nakon prvih zimskih mrazova jer se tada koli¢ina ukupnih
Secera u biljci poveca gotovo dvostruko. Lako je prilagodljiva biljka, ¢emu pridonosi i voStana
prevlaka na listovima a moze se uzgajati na razliitim vrstama tla i davati dobre prinose.
Izrazito dobre prinose daje nakon gnojidbe, posebno stajskim gnojem. U plodoredu, kao
prekulture rastici, veoma su dobre krumpir te mahunarke koje akumuliraju velike koli¢ine
dusika u tlu. Rastika se najceSée uzgaja iz vlastite sjemenske produkcije i to iz presadnica koje
se uzgajaju na otvorenom. U proljetnom roku sije se krajem veljace ili pocetkom ozujka a
presaduje se u travnju. Drugi rok sjetve je tijekom srpnja iz kojeg se presaduje krajem kolovoza.
U proizvodnji presadnica za uzgoj rastike te tijekom samog uzgoja u polju mogu se primijeniti

isti tehnoloski principi koji se primjenjuju u proizvodnji kupusa. (9)

1.2.3. Nutritivna vrijednost i kemijski sastav rastike

Zbog visokog udjela bioloski aktivnih spojeva i njihovog pozitivnog djelovanja na organizam,
rastika se smatra funkcionalnom hranom.(12) Njena nutritivna vrijednost i zdravstvene
dobrobiti usporedivi su sa drugim dobro poznatim vrstama iz porodice kupusnjaca (kelja
pupcar, kupusa i kelj).(1)

Poznato je da su fitokemikalije zauzele sam vrh ljestvice primarnih istrazivanja u polju
prehrambene tehnologije i biotehnologije pa se tako poseban naglasak stavlja na istrazivanja
njihovog utjecaja na zdravlje ¢ovjeka. Posebice je uocen pozitivan ucinak glukozinolata i
flavonoida kojima obiluje rastika. Smatra se da ovi spojevi imaju vaznu ulogu u prevenciji
razli¢itih bolesti kao $to su bolesti kardiovaskularnog sustava, karcinom i bolesti vezane uz
starenje. (12) Bogatstvo glukozinolata, flavonoida, vitamina i vlakana ocituje se kroz
antibakterijsko, antivirusno, protuupalno i antikancerogeno djelovanje. (13)

Glukozinolati su slozena skupina tioglukozidne strukture. Nalaze se u biljkama, sadrze sumpor
1 primarno su povezani sa zdravstvenim benefitima. Medutim, glukozinolati postaju aktivni tek
kad se hidroliziraju endogenim biljnim enzimom, mirozinazom. Danas je poznato oko 200
razliCitih vrsta alifatskih, aromatskih i indolnih glukozinolata. Njihova podjela napravljena je

prema strukturi aminokiseline glukozinolata: alifatski (nastali iz metionina, izoleucina, leucina
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i valina), indolne (nastali iz triptofana) i aromatski (nastali iz fenilalanina i tirozina). (13)
UnatoC sli¢nosti kemijskog profila, svaka vrsta iz porodice kupusnjaca pokazuje drugaciji
glukozinatni profil koji ukljucuje vise od deset razlicitih glukozinolata ali najcesée dominiraju
samo 3-4 vrste. Dominantnost alifatskih ugljikohidrata u rastici drze sinigrin, glukoiberin i
glukorafanin. Sinigrin i produkt njegove hidrolize, alil izotiocijanat, povezani su sa
terapeutskim djelovanjem dok produkt hidrolize glukorafanina, sulforafan, ima utjecaj na
smanjenje rizika od raznih vrsta raka, dijabetesa, ateroskleroze, bolesti diSnog sustava,
neurodegenerativnih poremecaja, oftamoloskih te kardiovaskularnih bolesti. (5)

Takoder, rastika obiluje vitaminom C te antioksidansima lutein i zeaksantin iz skupine
polifenola. (14) U usporedbi s ostalim kupusnjaéama (Tablica 4.) vidljivo je da rastika
prednjaci i u udjelima vitamina A te vitamina K.

Vitamin C ili askorbinska kiselina (AA) je vrlo vazan hidrosolubilni vitamin. Djeluje kao
potentan antioksidans u bioloSkim tekuéinama, hvataju¢i fizioloski vazne reaktivne spojeve,
slobodne radikale (ROS 1 RNS). Hvatanjem slobodnih radikala AA sprjecava oksidativnu Stetu
na znacajnim bioloSkim makromolekulama, a to su DNA, lipidi i proteini. Esencijalna je za
biosintezu kolagena, karnitina i neurotransmitera. AA iz hrane se lako apsorbira (80-90%)
aktivnim transportom u crijevima. Medutim, vrlo je osjetljiva na zrak, svjetlost, toplinu i lako
se unistava predugim skladiStenjem i obradom hrane. Preporucena dnevna doza (RDA; engl.
Recommended Dietary Allowance- koli¢ina nutrijenta koja se smatra nuznom za odrzavanje
dobrog zdravlja) za AA iznosi 90 mg/d za muSkarce 1 75 mg/d za Zene, s tim da je 100 mg/d
dovoljno da zasiti tjelesne rezerve vitamina C u zdravih pojedinaca. Unos 100 mg/d je povezan
sa smanjenim rizikom smrtnosti od sréanih oboljenja, mozdanog udara i karcinoma a kao §to
vidimo iz Tablice 4., to je potpuno zadovoljeno konzumacijom jednog obroka rastike od 100g.
(15) Osim §to kao antioksidans sprje¢ava oksidaciju drugih spojeva, vitamin C obnavlja
tokoferoksilni radikal vitamina E te tako omogucava da vitamin E ponovno djeluje kao
antioksidans. (16)

Minerali imaju bitnu ulogu u ljudskom organizmu i takoder doprinose dobrom zdravstvenom
statusu. Povr¢e je bitan izvor minerala ali njihov utjecaj 1 iskoristivost u organizmu ovisi o nizu
faktora kao $to je nacin tehnoloske obrade povréa, dnevni unos minerala, njihov kemijski oblik
te prisutnost tvari koje ogranicavaju ili povecavaju bioraspolozivost minerala kao i fiziolosko
stanje i sveukupno zdravlje potroSaca. (17) Iz Tablice 3. vidimo kako rastika, usporedno s
drugim navedenim kupusnjacama, prednja¢i u udjelu magnezija, kalija, fosfora ali ima i

izrazito dobre udjele kalcija.
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Obzirom na nutritivnu vrijednost i kemijski sastav rastika je bogata riznica organskih Kiselina,

lipida 1 minerala te slobodnih Se¢era. Uzimaju¢i u obzir da rastika, kao i ostale kupusnjace,

izvrsno podnosi zimu i niske temperature, zanimljivo je da se nakon perioda mraza udio

ukupnih Seéera poveca gotovo dvostruko. (17) Lipidi su djelomi¢no odgovorni za fizikalna i

kemijska svojstva hrane ali oni koji imaju glavni nutritivni znacaj su zapravo esteri masnih

kiselina. Medutim, uloga lipida u hrani je naj¢esce opisana kroz sastavni dio njihovih masnih

kiselina. (17)

U Tablicama 2.-5. vidljive su usporedbe kemijsko-nutritivnog profila rastike sa ostalim

vrstama iz porodice kupusnjaca.

Tablica 2. Usporedba nutritivnih komponenti u nekoliko razli¢itih vrsta kupusnjaca (5)

RASTIKA | KELJ | BROKULA | CVIETACA | KUPUS | PROKULICA
VODA (g) 84,04 | 89,62 89,30 92,07 92,18 86,00
ENERGIA
P 49 32 34 25 25 43
PROTEINI (g) 4,28 3,02 2,82 1,92 1,28 3,38
LIPIDI (g) 0,93 0,61 0,37 0,28 0,10 0,30
UGLJIKOHI-
e ——— 8,75 5,42 6,64 4,97 5,80 8,95
VLAKNA (g) 3,6 4,0 2,6 2,0 2,5 3,8
SECERI (g) 2,26 0,46 1,70 1,91 3,20 2,20

Tablica 3. Usporedba udjela minerala u nekoliko razli¢itih kupusnjaca (5)

VINERAL RASTIKA | KELJ | BROKULA | CVJIETACA | KUPUS | PROKULICA
Ca (mg) 150 232 47 22 40 42
Fe (mg) 1,47 0,47 0,73 0,42 0,47 1,40
Mg (mg) 47 27 21 15 12 23
P (mg) 92 25 66 44 26 69
K (mg) 491 213 316 299 170 389
Na (mg) 38 17 33 30 18 25
Zn (mg) 0,56 0,21 0,41 0,27 0,18 0,42
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Tablica 4. Usporedba udjela vitamina u nekoliko razli¢itih kupusnjaca (5)

VITAMINI RASTIKA | KELJ | BROKULA | CVIJETACA | KUPUS | PROKULICA
Vitamin C (mg) 120 35,3 89,2 48,2 36,6 85
Tiamin (mg) 0,110 0,054 0,071 0,050 0,061 0,136
Riboflavin (mg) 0,130 0,130 0,117 0,060 0,040 0,090
Niacin (mg) 1,000 0,742 0,639 0,507 0,234 0,745
Vitamin B-6

0,271 0,165 0,175 0,184 0,124 0,219
(mg)
Folna kiselina

141 129 63 57 43 61

(ng)
Vitamin A (ug) 500 251 31 0 5 38
Vitamin E (mg) 1,54 2,26 0,780 0,08 0,15 0,88
Vitamin K (ug) 704,8 437,1 101,6 15,5 76,0 177,0

Tablica 5. Usporedba udjela masnih kiselina medu nekoliko razli¢itih kupusnjaca (5)

RASTIKA | KELJ | BROKULA | CVIETACA | KUPUS | PROKULICA
ZMK(g) 0,091 | 0,055 | 0,039 0,130 0,034 0,062
INMK(mg) 0052 | 0030 | 0,011 0,034 0,017 0,023
VNMK(mg) 0338 | 0201 | 0,038 0,038 0,017 0,153

ZMK-zasicene kasne kiseline; INMK- jednostruko nezasi¢ene masne kiseline;
VNMK- visestruko nezasi¢ene masne kiseline

1.3.

Fenolni sastav i antioksidacijska svojstva rastike

Fenolni spojevi su Siroka skupina bioloski aktivnih spojeva, specijaliziranih biljnih metabolita,

koji pozitivno utjecu na ljudsko zdravlje. Prema kemijskoj strukturi dijelimo ih na flavonoide

(flavonole, flavone, flavanone, antocijanidine, izoflavone i flavane) i neflavonoide (fenolne

kiseline, kumarini, tanini i stilbeni). (18) Znanstvena istrazivanja pokazuju brojne dobrobiti

njihovog djelovanja na veliki spektar bolesti od pretilosti, dijabetesa (tipa 2), metabolickih

sindroma pa sve do neurodegenerativnih bolesti, raka i brojnih dr. (5)

Promjenjivi sastav i udio bioaktivnih spojeva glavni su problem pri proizvodnji i predstavljanju

odredenih sorti povréa kao funkcionalne hrane jer potrosafi ofekuju ujednacenu razinu

zdravstvene vrijednosti. Medutim, na udio i sastav bioaktivnih spojeva utjecu brojni ¢imbenici

kao $to su: genotip biljke, utjecaj okolisa, kakvoca zemlje, zrelost u vrijeme branja biljke te
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uvjeti skladistenja nakon branja. Fenolni spojevi, iako prisutni u svim biljnim tkivima, nisu
ravnomjerno rasporedeni. Nisu isti udjeli fenolnih komponenti na razini stanice i na razini
tkiva. Povrsinski slojevi biljaka bogatiji su fenolima nego unutarnji. Fenolni spojevi u biljkama
mogu djelovati kao signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, stite ih
od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko djelovanje), djeluju kao zastitni agensi od UV
zraCenja, privlaée opraSivace, pridonose pigmentaciji biljaka. Takoder, u namirnicama
pridonose ukupnom organoleptickom profilu, sudjeluju u stvaranju okusa gorcine, ostrine,
mirisa i okusa te pridonose stvaranju boje i oksidativne stabilnosti. (13)

Znanstvenim istrazivanjima vrsta iz roda Brassica dokazano je da fenolni spojevi, posebno u
sinergiji s drugim spojevima, znac¢ajno doprinose bioloskoj aktivnosti. Usporedba rezultata
nekoliko ve¢ ranije naglasili da ovise o brojnim faktorima kao $to su uvjeti uzgoja, sorta, stadij
zrelosti, lokacija uzgoja i klimatski uvjeti. Medutim, postoji niz suvremenih, preciznih metoda
(HPLC-MS, HPLC-DAD, GC-MS...) koje daju specifi¢ne i relevantne podatke o koli¢ini
ukupnih fenola. Najbolje proucavana skupina fenolnih spojeva su flavonoidi. Literaturni
dokazi znanstvenih istrazivanja pokazuju kako su upravo kvercetin i kempferol (Slika 5.)
najzastupljeniji flavonoidi u vrstama Brassica oleracea var. acephala, to¢nije njihovi mono- i
tetra-glikozidi. (5)

Slika 5. Kemijska struktura kvercetina i kempferola (19)

Flavonoidi imaju antioksidativno djelovanje na vise razli¢itih nacina a najznacajniji su kada
djeluju kao hvataci slobodnih radikala, prekidajuéi na taj nacin oksidativnu lan¢anu reakciju.
Medutim, znacajan je jo$ jedan moguci nacin antioksidacijskog djelovanja flavonoida a to je
njihova interakcija s drugim fizioloskim antioksidansima poput vitamina C te vitamina E.
Sinergijski u¢inak djeluje mehanizmom zastite fenolnih spojeva od oksidativne degeneracije.
Medutim, unato¢ brojnim istrazivanjima mehanizam zaStitnog djelovanja fenolnih spojeva i
dalje se smatra predmetom brojnih rasprava. (20)

Nadalje, fenolne kiseline takoder predstavljaju veliku i zna€ajnu skupinu fenolnih spojeva

rasprostranjenih u Brassica rodu. Predstavnici fenolnih kiselina, derivati benzojeve i cimetne
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kiseline, osim $to utjeu na organoleptiku biljnih vrsta, pozitivno djeluju i na zdravlje kostiju.
Dominantne fenolne kiseline u sortama vrste Brassica oleracea var. acephala su one iz
hidroksicmetne skupine (do 92,8% identificiranih fenolnih kiselina). Najve¢i udio u listovima

rastike Cine kava kiselina, ferulinska i sinapinska kiselina. (5)

1.3.1. Antioksidansi i mehanizmi djelovanja

Antioksidansi su tvari koje se nastoje oduprijeti oksidacijskom stresu na nac¢in da inhibiraju ili
usporavaju oksidaciju drugih molekula a to naposljetku dovodi do sprje€avanja lancanih
reakcija slobodnih radikala. (16) Naj¢esce slobodne radikale dijelimo na: dusikove (RNS, engl.
Reactive nitrogen species-reaktivne dusikove vrste) 1 kisikove (ROS, engl. Reactive oxygen
species-reaktivne kisikove vrste) reaktivne oblike. (16)

Ravnoteza ljudskog organizma poremecena je upravo onda kada se RNS i ROS, te ostali
slobodni radikali nalaze na neprikladnim mjestima i kada su zastupljeni u velikoj koli¢ini. Kao
posljedica toga nastaje stanje zvano oksidacijski stres. Takvo stanje u tijelu predstavlja
neravnotezu izmedu proizvodnje slobodnih radikala i sposobnosti tijela da neutralizira njihove
Stetne ucinke. (15) Da bi se uspostavila ravnoteza izmedu antioksidansa i slobodnih radikala u
tijelu, antioksidansi se moraju neprestano obnavljati jer oni u bilo kojem trenutku mogu
reagirati sa slobodnim radikalima ponasaju¢i se kao elektron donori. (16)

Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti su brojne, ali obzirom na mehanizme
djelovanja nace$ce ih dijelimo na metode koje se temelje na prijenosu vodika ili HAT (engl.
Hydrogen atom transfer) i metode koje se temelje na prijenosu elektrona ili SET (engl. Single
electron transfer) (Tablica 6.) (20) Bez obzira na mehanizam, krajnji rezultat je isti ali se
razlikuju kinetika i potencijal sporednih reakcija. (20)

HAT metode mjere sposobnost antioksidansa da reagira sa slobodnim radikalima donirajuci
im vodikov atom, gaseci na taj nacin njihovo Stetno djelovanje. (20,21) Metode su brze i traju
znatno krac¢e od SET metoda, a reakcije ne ovise o otapalu i pH vrijednosti sustava. (20,21)
Reakcije koje se temelje na SET mehanizmu mjere sposobnost potencijalnog antioksidansa da

prenosi jedan elektron na nestabilnu molekulu, ukljucujuéi radikale, metale i karbonile. (22)
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SET metode su obi¢no spore i za razliku od HAT metoda zahtijevaju vise vremena do
dobivanja konacnih rezultata a tokom vremena dolazi do osjetnog pada kinetike 1
antioksidacijskog kapaciteta, tako da se izraCunavanje kapaciteta antioksidansa temelji na

postotnom smanjenu oksidacijske aktivnosti a ne na kinetici. (20,23)

Tablica 6. Antioksidacijske metode (20,21,22,23)

METODA PUNI NAZIV METODE (engl.) MERANIZAM
DJELOVANJA
ORAC Oxygen radical absorbing capacity HAT
TRAP Total reactive antioxidant potential HAT
TOSC Total oxidant scavening capacity HAT
TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity SET
DPPH 2,2,-Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay SET
FCR Folin-Ciocalteu reagens SET
FRAP Ferric-reducing antioxidant power SET
CUPRAC | Cupric ion reducing antioxidant capacity SET

1.4. Ekstrakcija

Ekstrakcija je jedna od metoda za prociS¢avanje i za izolaciju neke tvari iz otopine, suspenzije,
emulzije ili krute smjese pomocu otapala. Bez obzira radi li se o ekstrakciji iz tekuce
(ekstrakcija tekuce-tekuce) ili iz ¢vrste faze (ekstrakcija ¢vrsto-tekuce), organsko otapalo koje
se primjenjuje za ekstrakciju treba zadovoljiti sljedece uvjete:

* tvar koju ekstrahiramo mora imati $to bolju topljivost u tom otapalu,

* otopina iz koje ekstrahiramo Zeljenu tvar i otapalo moraju se §to viSe razlikovati u gustoci,

* otapalo ne smije imati previsoko vreliste kako bi se, nakon ekstrakcije, moglo lako ukloniti,
* otapalo mora biti §to manje zapaljivo, otrovno i jeftino. (24)

Otapala koja se najéeSce koriste za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljaka su voda, etanol,

dietil-eter i druga organska otapala (kloroform, petroleter, diklormetan itd.).
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Mehanizam provedbe ekstrakcije temelji se na razli¢itoj topljivosti tvari koju Zelimo izdvojiti
iz otopine i primjesa koje prate tvar, u dva otapala koja se ne mije$aju. Pri tom dolazi do
razdjeljenja (particije) tvari izmedu dva otapala. Vec¢inom su to voda (odnosno vodena otopina
tvari) i neko organsko otapalo koje se ne mijesa s vodom. (24)

Moderniji pristupi priprave ekstrakata i izolacije Zeljenih bioaktivnih komponenti ukljucuju:
ultrazvuénu ekstrakciju (ekstrakcija otapalom potpomognuta ultrazvukom), mikrovalnu
ekstrakciju (ekstrakcija otapalom potpomognuta mikrovalovima), mikrovalnu ekstrakciju bez
otapala i ubrzanu ekstrakciju otapalom (ekstrakcija kod povisene temperature i tlaka) te
ekstrakciju aromati¢nog bilja sa subkriti€énim i superkritiénim fluidima (primjer je ekstrakcija
s CO2). (24)

Ekstrakcija organskih tvari iz Cvrste faze izvodi se pri sobnoj temperaturi (maceriranje,
perkoliranje) i pri poviSenoj temperaturi. Ekstrakcija pri poviSenoj temperaturi moze se izvesti
zagrijavanjem s otapalom u aparaturi s povratnim vodenim hladilom (refluksiranje), a zatim se
jos$ vruca otopina dekantira ili filtrira. (24)

Ekstrakcija tekuce-tekuce, koju nazivamo i izmuckavanje, izvodi se u lijevku za odjeljivanje.
Izmuckavanjem otopine s nekim otapalom s kojim se ona ne mijesa, stvara se velika dodirna
povrsina izmedu dvije tekuce faze i povecava uspjeSnost ekstrakcije. U€inak ekstrakcije je bolji
ako se ona provodi viSe puta s manjom koli¢inom otapala, nego jedanput upotrebom cijele
koli¢ine otapala. (24)

Obzirom na specifi¢nost nase sirovine ne postoji mnogo znanstvenih istrazivanja o njoj ali kao
Sto je prethodno navedeno, postoje brojne metode za izolaciju bioaktivnih komponenti iz
biljnog materijala. Uzimajuéi sve ¢injenice u obzir provedene su ekstrakcije u ultrazvuénoj
kupelji i mikrovalnom ekstraktoru kako bi odabrali optimalnu metodu kojom bi postigli
najbolji ucinak u izolaciji zeljenih komponenti. Nakon provedene ekstrakcije iz biljnog

materijala, izvrSena je filtracija a potom ekstrakcija tekuce-tekuce.

1.4.1. Ultrazvuéna ekstrakcija (UZV)

Ultrazvuéna ekstrakcija se temelji na principu akusticne kavitacije koja oSte¢uje stanine
stijenke biljnog materijala ¢ime pogoduje oslobadanju bioaktivnih komponenti u otapalo.
Akusticna kavitacija izaziva niz kompresija i razrjedenja u molekulama otapala, uzrokujuci
stvaranje mjehuri¢a kao rezultat promjena tlaka 1 temperature. Ova se tehnologija moze

primijeniti za izolaciju razlicitih fitokemikalija od koji se posebno isticu fenolni spojevi.
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Ultrazvuéna ekstrakcija je cijenjena i vrlo ¢esto upotrebljavana u raznim poljima industrije a
posebno u prehrambenoj i farmaceutskoj. (25)

Mehanizam rada ultrazvuka je takav da generator pretvara napon istosmjerne struje u visoke
frekvencije od oko 25 kHz (25000 ciklusa po sekundi) elektricne energije. Ta elektri¢na
energija se dalje pomocu ultrazvuc¢nih pretvaraca pretvara u energiju zvuka. Uslijed djelovanja
energije zvuka nastaju piezoelektricni kristali koji se Sire 1 kontrahiraju u elektricnom polju.
Zbog privlacenja polariziranih molekula pojavljuju se mehanic¢ke vibracije koje se pojacalom
pojacavaju, a ultrazvucni valovi se sondom emitiraju u medij. U mediju se potom formiraju
milijuni mikroskopskih mjehuri¢a (Supljina), koji se proSiruju pod utjecajem negativnog tlaka,

a zatim naglo implodiraju pod utjecajem pozitivnog tlaka. (26)

1.4.1.1. Utjecaj pojedinih parametara na UZV ekstrakciju

Bitnu ulogu kod provedbe UZV ekstrakcije imaju parametri provedbe o kojima ovisi
ucinkovitost ekstrakcije i prinosi a naposljetku i ishodis$ni rezultati. To je primarno nacin na
koji je provedena UZV ekstrakcija (izravno ili neizravno) a zatim uvjeti ekstrakcije poput
snage, frekvencije, vremena, temperature, vrste otapala i koncentracije. (25)

Jako bitu ulogu imaju snaga i frekvencija. Dulje izlaganje visokim frekvencijama (385-850
kHz) ili velikoj snazi (750 W) moZe prouzrociti razgradnju 1/ili oksidaciju fenolnih spojeva
pod utjecajem nastanka visoko reaktivnih hidroksilnih radikala. 1z tog se razloga u svim
znanstvenim istrazivanjima koja zahtijevaju precizne, sigurne i ponovljive rezultate koristi
nisko frekventna oprema (20-60 kHz) jer takve frekvencije ne utjecu na stabilnost bioaktivnih
fenolnih komponenti. (25)

Priprema uzoraka za ekstrakciju, poput tehnike dehidracije ili nadina smanjenja veli¢ine
Cestica ima veliki u€inak na prinos ekstrakcije fenolnih spojeva. Istrazivanja su pokazala da je
tako puno veci prinos ekstrakcije kod uzoraka koji su prethodno suseni na zraku nego kod
uzoraka koji su ubrzano suSeni pod utjecajem sunceve topline. To se pripisuje stvaranju
povrsinske opne na uzorcima susenim ubrzanim postupkom $to za posljedicu ima smanjenje
koeficijenta prijenosa mase tijekom UZV ekstrakcije. Takoder, istrazivanja su pokazala da je
prinos puno bolji §to su Cestice uzorka manje jer je na taj nacin veca dodirna povrsina sirovine
i otapala pa je i brzina prijenosa mase veca. (25)

Izbor otapala je bitna stavka prije provedbe ekstrakcije. Hidrofilne tvari se najcesce nalaze u
biljnim vakuolama, dok se komponente poput lignina, flavonoida i u vodi netopivih polifenola

taloZe u stani¢noj stijenci pa se tako, ovisno o komponenti koju zelimo izolirati, izabire otapalo
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ali u konacnici bitno je da otapalo zadovolji sve stavke koje su prethodno navedene. Do sada
provedena istrazivanja i analize pokazuju da upotreba visoko Cistih organskih otapala moze
dovesti do dehidracije i potpunog kolapsa biljne stanice kao i do denaturacije proteina stani¢ne
stjenke zbog Cega je ekstrakcija fenolnih spojeva otezana. Zbog toga se hidro-alkoholne smjese
razli¢itih polariteta, poput onih s etanolom smatraju najprikladnijim za ekstrakciju fenolnih
spojeva. Neki znanstvenici dosli su do zakljucka da je najbolji omjer 50%-50% smjese etanol-
voda jer tako imaju najbolji sinergijski u¢inak buduéi da voda djeluje na bubrenje biljne stanice,
povecéavajuci kontaktnu povrsinu, dok etanol inducira puknuce veze. (25)

Temperatura je jedan od glavnih ¢imbenika koji su ukljuceni u UZV ekstrakciju. Pove¢anjem
temperature povecava se prinos ekstrakcije jer poti¢e brze puknuce veza, povecava topljivost
spoja, veca je brzina difuzije otapala i prijenos mase a smanjuje se viskoznost i napetost
otapala. Iako poveéanje temperature ima mnostvo pozitivnih znacajki, ono takoder moze
potaknuti vecu razgradnju i unistavanje spojeva koje zapravo zelimo izolirati, to se posebno
dogada kada temperatura prede iznad 75 °C. Jo$ jedan negativan ucinak previsokih temperatura
je smanjenje konstante brzine ekstrakcije zbog smanjenja intenziteta kavitacije koji nastaje kao
posljedica nize povrsinske napetosti i poviSenog tlaka pare. (25)

Tijekom postupka UZV ekstrakcije biljni materijal je konstantno u kontaktu s otapalom pa na
ucinkovitost ekstrakcije veliki utjecaj ima upravo vrijeme interakcije izmedu tih dviju faza.
Neki znanstvenici su dokazali kako se koncentracija fenolnih spojeva ekstrahiranih
ultrazvukom povecava s povecanjem vremena i taj period podijelili u 2 faze: prva faza je
zapravo prvih 10 min ekstrakciju u kojima se odmah postize otapanje i do 90% fenolnih
komponenti, dok su drugu fazu okarakterizirali fazom polaganog ekstrahiranja u kojoj se
prijenos mase otopljene tvari iz stanice u otapalo provodi difuzijom a vrijeme tog postupka
moze trajati 60-100 minuta. (25)

2.4.2. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalna ekstrakcija se smatra kao potencijalna alternativa tradicionalnoj kruto-tekucoj
ekstrakciji za ekstrakciju metabolita iz biljaka. U prednosti je pred konvencionalnim na¢inima
ekstrakcije jer je smanjeno vrijeme ekstrakcije, smanjena je uporaba otapala i poboljsan je
ekstrakcijski prinos. Dielektricno zagrijavanje ovisi o sposobnosti materijala da apsorbira
mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu. Mikrovalovi zagrijavaju cijeli volumen uzorka
simultano 1 oste¢uju vodikove veze poticuéi rotaciju dipola. Kretanje otopljenih iona povecava

penetraciju otapala u matriks te na taj nacin potice otapanje. (27)
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Trenutno su razvijene dvije vrste komercijalno dostupnih sustava za ekstrakciju
mikrovalovima: sustav zatvorenih posuda i sustav otvorenih posuda. Prvi se obi¢no naziva
ekstrakcija uz pomo¢ mikrovalne pecnice (engl. microwave-assisted extraction, MAE),
pomocu koje se mogu ekstrahirati mnogi bioaktivni spojevi. Potonji se naziva fokusirana
ekstrakcija Soxhletom ili ekstrakcija otapalom uz pomo¢ mikrovalne peénice, u kojoj je uzorak
uronjen u otapalo koje apsorbira mikrovalove u otvorenoj posudi ozracenoj fokusiranom
mikrovalnom energijom do zavrsetka ekstrakcije. (28)

Svaki mikrovalni sustav sastoji se obi¢no od tri osnovna dijela: izvora mikrovalne pecnice,
valovoda i aplikatora. Izvor mikrovalne peénice je magnetron. Magnetron se sastoji od
vakuumske cijevi sa srediSnjom katodom koja emitira elektrone vrlo negativnog potencijala, a
okruzena je strukturiranom anodom koja tvori Supljine, koje su spojene poljima i imaju
predvidenu mikrovalnu rezonantnu frekvenciju. Izlaznom snagom magnetrona moze se
upravljati strujom cijevi ili ja¢inom magnetskog polja. Za vodenje elektromagnetskog vala

mogu se koristiti dalekovodi i valovodi. (28)

1.4.2.1. Utjecaj pojedinih parametara na mikrovalnu ekstrakciju

U mikrovalnoj ekstrakciji najvazniji faktor je izbor otapala. Izbor otapala ovisi o topljivost
zeljenog ekstrakta, o interakciji izmedu otapala 1 biljnog materijala te o svojstvima otapala
odredenim dielektricnom konstantom, da upijaju mikrovalove. Najvaznije je da izabrano
otapalo ima visoku dielektricnu konstantu i da ima dobru moguénost upijanja energije
mikrovalova. Otapala poput etanola, metanola i vode dovoljno su polarna da bi se mogli
zagrijati mikrovalnom energijom. (27) Za ekstrakciju termolabilnih spojeva moze se
upotrijebiti kombinacija otapala s relativno nizim dielektricnim svojstvima kako bi se osiguralo
da temperatura otapala ostane niza za hladenje otopljenih tvari nakon njihovog oslobadanja u
otapalo. U ovom sluc¢aju, mikrovalna energija ima prednost u interakciji s biljnim stanicama
sto dovodi do ucinkovitog oslobadanja biljnih spojeva u hladnije otapalo. (28)

Sto se ti¢e vremena zakljudci su sli¢ni onim donesenima za UZV ekstrakciju. U mnogim
provedenim istrazivanjima 1 analizama ekstrakata dobivenih koriStenjem mikrovalova
primijeceno je da prinos ekstrakcije ima tendenciju povecanja s porastom vremena ekstrakcije,
ali je porast prinosa bio vrlo mali s daljnjim pove¢anjem vremena, §to mozemo usporediti s
pretpostavljene dvije faze u vremenu ekstrakcije koje su postavljene analizom UZV
ekstrakcije. Kako je brzina zagrijavanja polarnih otapala poput etanola i metanola prili¢no

visoka, zbog visokih dielektri¢nih svojstava, daljnje razrjedivanje vodom povecava kapacitet
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grijanja pa dulja primjena mikrovalova na uzorak u otapalu moze dovesti do razgradnje ciljanih
spojeva i do pregrijavanja cijelog sustava otopljene tvari/ otapala. (28)

Intenzitet mikrovalne snage kontrolira koli¢inu energije koja se dovodi u uzorak koja se
pretvara u toplinsku energiju u dielektricnom materijalu te dovodi do promjene njegove
temperature. On utjeCe na interakcije 1 ravnoteznu brzinu te kontrolira raspodjelu analita
izmedu uzorka i otapala. Opcenito je primije¢eno da pove¢anjem snage mikrovalne pecnice
dolazi do poveéanja prinosa ekstrahiranog spoja, medutim prevelika mikrovalna snaga ipak
moze pretjerano povecati temperaturu sustava i smanjiti prinos ekstrakcije oste¢enjem biljnog
materijala ili potpunom razgradnjom spojeva. (28)

Ekstrakcija mikrovalovima na visokoj temperaturi moze biti vrlo pogodna, kao i UZV
ekstrakcija pri pove¢anim temperaturama. Razlog tomu je Sto temperatura uzrokuje povecanje
medumolekularne interakcije unutar otapala, §to dovodi do ve¢eg molekularnog kretanja i na
taj nacin povecava topljivost. Sve pozitivne ¢injenice poviSenih temperatura koje su nabrojane
u karakterizaciji parametara UZV ekstrakcije vrijede i ovdje. Medutim, u pojedinim je
istrazivanjima uoceno kako se ucinkovitost ekstrakcije povecava s porastom temperature dok
ne dode do optimalne granice, nakon ¢ega se poc¢ne smanjivati daljnjim porastom temperature.
To opet sve varira o vrsti spojeva koji se Zele ekstrahirati jer je temperatura razgradnje svakog
spoja razlicita. (39) Postoji nekoliko znanstvenih istrazivanja stabilnosti fenolnih komponenti
provedbom mikrovalne ekstrakcije i utvrdena su poprili¢no sli¢na zapazanja. U velikom
istrazivanju provedenom 2007. godine primijeceno je da su od 22 ispitivana fenolna spoja svi
bili stabilni na temperaturama oko 100°C, dok je na 125°C doslo do znacajne razgradnje i
uniStavanja odredenih spojeva, posebno epikatehina, resveratrola i miricetina. (28) Drugi
znanstveni tim ponovio je istrazivanja godinu kasnije 1 dosli su do sli¢nih zakljucaka da se
spojevi s ve¢im brojem hidroksilnih skupina lakSe razgraduju na visokim temperaturama
ekstrakcije, jer se u njihovom slucaju prinos flavonoida povecavao s porastom temperature od
90°C do 110°C, dok je ve¢ pri temperaturama visim od toga pocela razgradnja nekih spojeva.
(28)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu koriSteni su svjezi cijeli listovi rastike (list + peteljka) ubrani na

podru¢ju zapadne Hercegovine u razdoblju nakon zimskog mraza, sredinom veljace.

Uzorkovanje je provedeno sa 12-15 razli¢itih grmova rastike orijentiranih k sjevernom dijelu

poljoprivredne povrSine razli¢itih povrtnih kultura na tlu gnojenom prirodnim stajskim

gnojem.

2.2. Uredaji

Od uredaja u eksperimentalnom dijelu diplomskog rada koriSteni su sljedeéi uredaji:

Mikrovalni uredaj ETHOS-X, Milestone, Italija

Ultrazvuéna kupelj, Ultrasonic cleaner, Digital pro+, UK

Tecan MicroPlates Reader, model SUNRISE, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svicarska
Spektrofotometar LAMBDA EZ201 PERKIN ELMER, UK

Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK

Mikrotitarske plocice, nesterilne, Sarsted, Njemacka

Sjeckalica

2.3. Kemikalije

KoriSteni reagensi 1 otapala u radu su:

Folin- Ciocalteu reagens

Natrijev fosfat dihidrat, NaH2PO4 x 2H.O (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD)

Dinatrijev hidrogenfosfat, Na,HPO4 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri,
SAD)

Fluorescein, (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany)

AAPH, 2,2-azobis (2- metilpropionamid)—dihidroklorid (Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, Missouri, SAD)
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Natrijev acetat, CH3COONaxH>O (Alkaloid AD-Skopje, Skoplje, Sjeverna
Makedonija);

Glacijalna octena kiselina, C>HsO> (Alkaloid AD-Skopje, Skoplje, Sjeverna
Makedonija);

Klorovodiéna kiselina, 37% (Pancreac, Barcelona, Spanjolska);

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) C1sH12Ne (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka),

Zeljezo (I11) klorid, FeCls (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

Trolox  (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic  acid), C14H180s,
Mr=250,29 g/mol, 97% cistoce (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Etanol p.a. (Alkaloid AD-Skopje, Skoplje, Sjeverna Makedonija);

DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, free radical), CigsH22NsOs (Sigma-Aldrich,
Steinhem, Njemacka)

Diklormetan (CH2Cl> ) stabiliziran s oko 0,002% 2-metilbut-2-enom, (DBH
PROLABO, UK)

2.4. Metode ekstrakcije

Ekstrakcija je provedena uz pomo¢ mikrovalova i ultrazvuka (UZV) kako bi odabrali

optimalnu metodu kojom bi postigli najbolji uc¢inak u izolaciji Zeljenih komponenti.

Za pripremu ekstrakata koriSteni su svjeZi listovi rastike. Kao otapalo odbrani su voda i 50%-

tna otopina etanola. Omjer biljnog materijala (rastike) (g) i otapala (destilirana voda ili 50%-

tna otopina etanola) (ml) bio je 1:5 kod svih metoda ekstrakcije.

Oznake pripravljenih uzoraka, kao 1 koriSteno otapalo i metoda ekstrakcije prikazani su u

Tablici 7:

Tablica 7. Prikaz oznaka za pripravljanje ekstrakte.

Oznaka Otapalo Metoda ekstrakcije
uzVv HxO destilirana voda uzv
UzZV EtOH 50 %-tni etanol uzv
MAE H20 destilirana voda MAE
MAE EtOH 50 %-tni etanol MAE
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2.4.1. Ultrazvuéna ekstrakcija

Za pripremu ekstrakata ultrazvukom odvagano je po 50 g listova rastike. Listovi su usitnjeni
pomocu elektricne sjeckalice na vrlo male komadic¢e promjera nekoliko mm a potom je u svaku
tikvicu dodano 250 ml otapala (u jednu tikvicu destilirana voda, u drugu otopina 50%-tnog
etanola). Ekstrakcija je provedena u ultrazvucnoj kupelji u trajanju od 2 sata pri temperaturi od
od 60 °C na oba uzorka (Slika 6.). Nakon isteka predvidenog vremena i zavrsetka ekstrakcije

uzorci su filtrirani kroz naborani filtar papir (Slika 7.) te prebaceni u Falcon epruvete.

Slika 6. Prikaz provedbe ekstrakcije u Slika 7. Filtracija kroz naborani

UZV kupelji filtar papir

2.4.2. Mikrovalna ekstrakcija

Za pripremu ekstrakata mikrovalovima odvagano je po 100 g listova rastike. Listovi su
usitnjeni na isti na¢in koji je opisan za UZV ekstrakciju, a potom su usitnjeni listovi prebaceni
u tikvicu okruglog dna nakon ¢ega je u svaku tikvicu dodano 500 ml otapala (u jednu tikvicu
destilirana voda, u drugu otopina 50%-tnog etanola). Ekstrakcija je provedena u mikrovalnom

ekstraktoru (Slika 8.) uz parametre prikazane u Tablici 8.
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Tablica 8. Parametri mikrovalne ekstrakcije.

MAE H20 600 4 60
MAE EtOH 600 4 62

=

Slika 8. Prikaz provedbe ekstrakcije u mikrovalnom ekstraktoru

Slika 9. Prikaz uzorka u otopini 50%-tnog EtOH nakon mikrovalne ekstrakcije
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Nakon provedene mikrovalne ekstrakcije i izolacije bioaktivnih komponenti i ovdje je

provedena filtracija kroz naborani filtar papir (Slika 7.)

2.5. Metoda odredivanja ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima rastike provedeno je spektrofotometrijskom
metodom koja se temelji na oksidaciji fenolnih grupa dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa (pod
uvjetom da je pH otopine 10, sto se postize dodatkom Na,CO3) i nastajanju obojenog produkta.
Fenolne grupe oksidiraju se do kinona dodatkom smjese molibdofosfatnih i volframfosfatnih

aniona koji se recuciraju i daju plavo obojenje.

Reagensi:
e Folin-Coicalteu reagens
e 20 %-tna otopina natrij karbonata (Na,C03)

e Galna kiselina - maticna otopina standarda (c=5 mg/mL)

Postupak:

U kivete od 10 mm otpipretira se 25 pL uzorka, doda se 1,5 mL destilirane vode i 125 puL
reagens Folin-Ciocalteu. Otopina se promijesa tipsom i nakon 1 minute doda se 375 pL 20%-
tne otopine natrij karbonata Na>COs te jos 475 L destilirane vode. Ostavi se stajati na sobnoj
temperaturi 2 sata u mraku, a nakon toga se ocita apsorbancija na spektrofotometru na valnoj
duzini od 765 nm. Dobiveni rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata galne kiseline u litri
ekstrakta (mg GAE/L) posto je standardizacija izvrSena s galnom kiselinom. Svi uzorci su
analizirani u tri ponavljanja a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna

devijacija (SD).
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2.7. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

2.7.1. FRAP metoda

FRAP (ferric-reducing antioxidant power) je jednostavna, brza, jeftina i robusna
kolorimetrijska metoda koja je sveprisutna u znanstvenim i industrijskim ispitivanjima
antioksidacijske aktivnosti. (29)

Mehanizam reakcije predstavlja reakciju izmjene jednog elektrona (SET netoda), prilikom
Cega se mjeri redukcija feril-tripiridil-s-triazin kompleksa (Fe(I11)-TPTZ). Redukcijom Zuto
obojenog kompleksa Felll -TPTZ u Fell oblik, uslijed prisustva antioksidansa i pri niskom pH,

dolazi do pojave plavog obojenja, maksimalne apsorpcije pri 595 nm. (20)

Reagensi:

e Acetatni pufer, ¢ (C2H3sNaO2x3H20) = 300 mmol/L, pH 3,6

e Otopina klorovodicne kiseline (HCI), ¢ (HCI) = 40 mmol/L

e Otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI, ¢(C18H12N6) = 10
mmol/L

e Otopina Zeljezovog (1) klorida (FeCls), c(Fe*") = 20 mmol/L

e FRAP reagens se priprema mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine TPTZ
i 2,5 mL otopine FeCls.

Postupak:

U mikrotitarsku ploc€icu se otpipetira 300 pL svjeZe pripravljene otopine FRAPreagensa 1 ocita
mu se absorbancija pri 595 nm. Potom se u reagens doda 10 pL uzorka i

prati se promjena apsorbancija nakon 4 minute. Promjena apsorbancije, izracunava se kao
razlika konacne vrijednosti apsorbancije reakcijske smjese nakon 4 minute i apsorbancije
FRAP reagensa prije dodatka uzorka, te se usporeduje s vrijednostima dobivenim za otopinu
standarda. Kao standard koriSten je Trolox, a rezultati za FRAP otopina ekstrakata usporedeni
su s rezultatima za FRAP Troloxa i izrazeni kao uM Trolox ekvivalenti (TE). Sva mjerenja

izvrSena su u 4 ponavljanja. Rezultati svih ispitivanja prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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2.7.2. ORAC metoda

ORAC (engl. oxygen radical absorbance capacity - kapacitet za apsorpciju kisikovih radikala)
metoda je znanstveno i industrijski popularan, standardizirani test kojim se reakcijskim
mehanizmom prijenosa atoma vodika (HAT) mjeri stupanj inhibicije peroksil radikala (ROO").
Izvor radikala je azo-spoj 2,2'-Azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH), koji se
raspada na temperaturi od 37°C konstantnom brzinom te tako generira peroksil radikale.
Fluorescentna proba u testu predstavlja stanicnu molekulu koja je izloZena oksidaciji od strane
peroksidnog radikala, stimulirajuéi na taj na¢in oksidativni stres. Dodani antioksidans iz uzorka
se potom natjece s fluorescentnom probom (fluorescein) za radikale $to u konacnici inhibira i
usporava oksidaciju same probe. (30) ORAC je jedina metoda koja kombinira stupanj i trajanje
inhibicije u jednu vrijednost, te daje informacije o zastitnom ucinku antioksidansa u duzem
vremenskom periodu. (30). Kao standardna otopina u testu se koristi u vodi topivi analog
vitamina E, odnosno sintetski antioksidans, pod nazivom Trolox, prikazan na Slici 6. ORAC

vrijednosti obi¢no se iskazuju kao ekvivalenti Troloxa. (20)

Reagensi:

e Fosfatni pufer, pH=7, ¢c=0,2 M

e Fosfatni pufer, pH=7,4, c=0,075 M

e Fluorescein; Stock otopina (c=4,2 mM)

¢ Radna otopina fluoresceina (c=0,08 uM

e AAPH: 0,207 g AAPH otopi se u 5 mL 0,075 M pufera. Svaki dan se priprema svjezi
reagens, do mjerenja se ¢uva u ledenoj kupelji 1 stabilan je 8 h.

e Otopina standarda — Trolox: ¢c= 5-50 uM

Postupak:

U svaku rupicu mikrotitarske plo¢ice doda se 150 L fluoresceina i 25 pL uzorka prethodno
razrijeden 100 puta. Uzorak predstavljaju 0,075 M fosfatni pufer za slijepu probu (blank),
otopina standarda Troloxa za izradu bazdarne krivulje i uzorci ekstrakata rastike. Tako
pripremljene otopine se termostatiraju 30 minuta pri 37 °C. Potom se dodaje 25 uL AAPH, te
se svake minute mjeri promjena intenziteta fluorescencije pri Aeks= 485 nm i Aem = 520 nm. Sva

mjerenja su uradena u 3 ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +£SD.
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2.7.3 DPPH metoda

DPPH metoda (reakcija s 1,1-difenil-2-pikrihidrazilom) je metoda gasenja slobodnih DPPH
radikala (stabilni organski dusikov radikal)i jedna je od najpoznatijih metoda odredivanja
antioksidacijske aktivnosti razli¢itih ekstrakata i spojeva. (31) Ovom metodom dobivaju se
informacije o reaktivnosti ispitivanog spoja sa stabilnim slobodnim radikalom. Zbog svog
nesparenog elektrona, DPPH jako apsorbira u vidljivom dijelu spektra pri valnoj duljini 517
nm. (32) Sposobnost hvatanja slobodnih radikala izra¢unava se preko postotka preostalog
DPPH' koji je proporcionalan koncentraciji antioksidansa. (20,33)

Reagensi:

e Otopina DPPH radikala, c=0,04 mg/mL

e Radni DPPH pripravlja se razrjedivanjem otopine DPPH radikala etanolom, sve dok se ne

postigne absorbancija otopine 1,2 (x0,002) pri 492 nm i to neposredno prije mjerenja.

Postupak:

U mikrotitarske plo€ice otpipetira se volumen od 290 uL radne otopine DPPH radikala i o¢ita
se apsorbancija prije dodatka uzorka. Nakon toga, u otopinu DPPH radikala se doda 10 pL
uzorka. Promjena apsorbancije pri 492 nm ocita se nakon jednog sata. Sve analize, odnosno
mjerenja izvrSena su u 4 ponavljanja a rezultati iskazani kao srednja vrijednost = SD.
Antioksidacijska aktivnost izrazena je kao % inhibicije DPPH radikala izracunata prema

izrazu:

% inhibicije DPPH= [( A C(0) — A A(t)) / A C(0) ] 100

gdje je: A C(0) — apsorbancija kontrole (otopina DPPH radikala) kod t = 0 minuta;
A A(t) — apsorbancija reakcijske smjese nakon 1 h.
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3.  REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

U opcem dijelu ovog rada naglasili smo da je broj znanstvenih istrazivanja rastike jako mali i
da je svakim danom interes istrazivaca za ovom biljkom sve ve¢i. Medutim, primjena razli¢itih
metoda ekstrakcije i koriStenih otapala, daje velike razlike u fenolnom sastavu pripravljenih
ekstrakata Sto otezava njihovu usporedbu. Nedovoljno podataka o najpovoljnijim metodama
priprave ekstrakata bili su prvi parametri na koje se fokusiralo u pripravi ekstrakata rastike
koriStenih u ovom radu. Primjenom UZV 1 MAE ekstrakcije, te koriStenjem dva otapala na
osnovu razli¢ite polarnosti (voda i 50%-tni etanol), pripravljena su Cetiri razlicita ekstrakta.
Odredivanje ukupnih fenola u pripravljenim ekstraktima provedeno je spektrofotometrijskom

metodom, a dobiveni rezultati su prikazani na Slici 10.
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Slika 10. Graficki prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola ekstrakata rastike

1z grafi¢kog prikaza vidljiv je najveci udio fenola u vodenom ekstraktima rastike pripravljenim
djelovanjem ultrazvuka (270,0+1,67 mg GAE/L) i mikrovalova (251,4+10,29). Obzirom na
¢injenicu da su fenolni spojevi polarne molekule moZemo uociti je da u ovom slucaju voda, s
ve¢om polarnosti u odnosu na 50%-tnu otopinu etanola, utjecala na bolji prinos fenolnih
komponenti u ispitivanim uzorcima. Ako usporedujemo metode primijenjene ekstrakcije, bez
obzira na veci fenolni prinos u ekstraktima pripravljenijim UZV, moramo istaknuti da je MAE

ipak bolji izbor obzirom na krace vrijeme provedbe ekstrakcije. Dakle, MAE ekstrakcijom u

29



trajanju od 4 min postigli smo gotovo sli¢ni udio fenolnih komponenti (227-251 mg GAE/L) u
testiranim ekstraktima kao i kod onih koji su pripravljeni UZV u trajanju od 2 h (246-270 mg
GAE/L). Parametar temperature je u svim vrstama ekstrakcije bio isti i nema utjecaja na prinos
fenola. Sto se ti¢e jadine mikrovalova i ultrazvuka, u oba sluéaja je primijenjena niza vrijednost,
odnosno niska frekvencija (40 kHz) i intenzitet mikrovalova od 600 W.

Pregledom dostupne literature mogu se uociti razlike u sadrzaju ukupnih fenola u ekstraktima
rastike zbog koristenih razli¢itih otapala i metoda ekstrakcije, ali isto tako i modifikacija
metode kojem su isti odredeni.

Kural 1 sur. (2011) su u svom radu usporedivali vodeni i metanolni ekstrakt suhog liS¢a raStike
pripravljenog po Soxhletu u trajanju od 24 h i dobili su veci udio ukupnih fenola (55,2 mg
GAE/g suhog lis¢a) u metanolnom ekstraktu u odnosu na vodeni ekstrakt (34,3 mg GAE/g
suhog lis¢a). (34)

Ayaz F. i sur. (2008) su takoder pripremali ekstrakte li§¢a rastike metodom po Soxhletu s n-
heksanom i naftnim eterom. Identificirano je i HPLC-MS analizom kvantificirano 9 fenolnih
kiselina. Najzastupljenije kiseline bile su ferulinska (169 ng/g svjezeg lista rastike u slobodnom
I 170 ng/g svjezeg lista rastike u esterskom obliku) i kava kiselina (2040 ng/g svjezeg lista
rastike u glikozidu i 2640 ng/g svjezeg lista rastike u esterskim oblicima). Utvrdeno je i da
sadrzaj ukupnih fenola u analiziranim svjezim listovima rastike iznosi 1366 ng/g. (35)
Michalak i sur. (2020.) su pazljivom kvalitativnom analizom fenolnog profila ekstrakata rastike
identificirali nekoliko spojeva. Otkriveno je da su ekstrakti metanola bogati izvori jednostavnih
fenolnih kiselina 1 flavonoida. Medu prvima su s velikom precizno$¢u mase identificirane
ferulinska Kiselina, kava Kiselina, protokatehinska, klorogenska, vanilinska, p-kumarinske,
cimetna i sinapinska. Ekstrakcija je provedena u ¢vrstoj fazi (SPE) prema postupku koji je
predlozio proizvodac (Strata-X 33 um polimerna reverzna faza SPE kolona, Phenomenex 8B-
S100-FBJ). (36)

Zohu i Yu (2006.) proveli su analize na uzorcima rastike u 50%-tnoj otopini etanola koji su
ekstrahirani pod duSikom na sobnoj temperaturi. Usporedujuci rastiku, Spinat i rabarbaru,
rastika je pokazala najveci udio ukupnih fenola a vrijednost se kretala 16,3-18,8 mg GAE/qg.
(37)

S druge pak strane, Korus i Lisiewska (2011.) u svom istrazivanju pokazuju da je udio ukupnih
fenola u svjezim listovima rastike 384,9 mg GAE/100g. Od identificiranih fenolnih spojeva, u
najvecoj je koli¢ini bila ferulinska kiselina (240,44 mg/100 g, §to ¢ini 62% ukupnih polifenola).
Sadrzaj kaempferola (59,64 mg/100 g) i kava kiseline (41,54 mg/100 g) bio je znatno nizi,
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¢inec¢i 15%, odnosno 11% polifenola. Sadrzaj kvercetina, p-kumarinske kiseline i sinapinske
kiseline ¢inio je manje od 5% ukupnih polifenola. (38)

Kako istrazivanja pokazuju, dominantne fenolne kiseline su one iz podgrupe hidroksicimetnih
kiselina (do 92,8% identificiranih fenolnih kiselina) (Ayaz i sur., 2008.; Lin i sur., 2009.; Olsen,
Aaby i Borge 2009.;0lsen, Aaby i Borge 2010). U listovima rastike najcesce identificirane

fenolne Kiseline su ferulinska, sinapinska, kava kiselina i njihovi derivati. (5)

3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata rastike
FRAP metodom
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Slika 12. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata
rastike ORAC metodom
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Slika 13. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata
rastike DPPH metodom

Rezultati ispitivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata rastike prikazani su na Slikama 11-
13. Antioksidacijska aktivnost odredena metodom FRAP (Slika 11.) bila je najbolja u ekstraktu
rastike UZV H2O s vrijednosti 695 UM TE, dok je najslabiju aktivnost pokazao ekstrakt MAE
EtOH s FRAP vrijednosti od 557 UM TE, §to je u korelaciji sa sadrzajem ukupnih fenola. lako
smo u op¢em dijelu naveli da metode DPPH 1 FRAP imaju isti mehanizme djelovanja (SET
metode) u ovom radu nisu dali sli¢ne rezultate. Koristenjem metode DPPH dobiven je nesto
drugaciji odnos aktivnosti. U ovoj metodi (Slika 13.) najvec¢i % inhibicije DPPH radikala
pokazali su ekstrakti rastike pripravljeni u 50%-tnoj otopini etanola (UZV EtOH = 37,61% i
MAE EtOH =31, 01%), dok vodeni ekstrakti pokazuju nesto slabiju aktivnost. Obzirom da se
sam slobodni DPPH radikal otapa u etanolu, mozemo pretpostaviti da je to jedan od razloga za
razlike u aktivnosti. Isto tako pregledom brojnih istrazivanja i znanstvenih radova, pojedini
autori DPPH metodu ne svrstavaju u SET metodu ve¢ u HAT. (35)

Navedena odstupanja u djelovanju ekstrakta u usporedbi s sadrzajem ukupnih fenola se javljaju
i kod ORAC metode. ORAC metoda je metoda koja je 100%-tno temeljena na HAT
mehanizmu i kao s$to je vidljivo na Slici 12., najbolju aktivnost pokazuje ekstrakt rastike UZV
EtOH (67,43+3,58 uM TE), dok je u ovom slucaju najslabiju aktivnost imao ekstrakt MAE
EtOH (48,56£1,26 uM TE). Vodeni ekstrakti raStike su ORAC metodom pokazali sli¢no
djelovanje i njihove ORAC vrijednosti su se kretale oko 57,04-59,17 uM TE. Zanimljivo je
kako uzorci ekstrahirani u destiliranoj vodi u ORAC metodi daju rezultate s vrlo malim
razlikama pa je vrlo teSko odrediti koja metoda ekstrakcije je u€inkovitija za uzorke otopljene

u destiliranoj vodi gledaju¢i antioksidacijsku aktivnost. S druge pak strane, za uzorke otopljene
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u etanolu vidimo veliku razliku antioksidacijske aktivnosti za uzorke ekstrahirane ultrazvukom
i mikrovalovima kod ORAC metode ali i kod DPPH metode.

Na antioksidacijski potencijal rastike ukazuju i nekoliko istrazivanja (Zhou i Yu 2006; Ayes i
sur. 2008; Hagen, Borges, Solvang i Bentsen 2009; Korus i Lisiewska 2011; Korus 2011;
Becerra-Moreno i dr. 2013). Bez obzira na odstupanja u rezultatima, koja se pripisuju
razli¢itom fenotipu, na¢inu uzgoja i dijelovima godine kada su uzorci prikupljani, metodama
ekstrakcije, koriStenim otapalima i sl., nedvojbeno je da su svi analizirani uzorci rastike
pokazali dobro antioksidacijsko djelovanje. (5)

Sikora i sur. (2008) mijerili su antioksidacijsku aktivnost u rastici, brokuli, prokulici i zelenoj i
bijeloj cvjetaci te otkrili da je raStika imala znatno vecu aktivnost u usporedbi s drugim
analiziranim povré¢em. (39)

Znanstvena studija Zhou i Yu (2006.) u kojoj je odreden antioksidacijski potencijal 38 najcesce
konzumiranih povrtnih kultura primjenom nekoliko metoda izdvaja rastiku, zajedno sa
Spinatom, brokulom i rabarbarom, kao povrée s najvis§im antioksidacijskim djelovanjem.
Analiza je provedena na osuSenim uzorcima u 50%-tnoj otopini acetona, ekstrakcija je
provedena pod dusikom na sobnoj temperaturi. Ovaj podatak jo$ jednom ukazuje na neupitno
dobar antioksidacijski potencijal ekstrakta rastike bez obzira na metodu ekstrakcije. (37)
Tako npr. Ayaz i sur. (2008.) zakljucuju da je sveukupna aktivnost njihovih uzoraka
ekstrahiranih metodom po Soxhletu s n-heksanom i naftnim eterom bila u visokoj korelaciji s
njihovim ukupnim sadrzajem fenola (r = 0,969), a naveli su da su rezultati takoder u skladu s
prethodno provedenim istrazivanjima drugih znanstvenika (Beta i sur., 2005; Bouaziz i sur.,
2004; Kuti & Konuru, 2004; Liyana-Pathirana & Shahidi, 2006). (35)

Takoder, Korus (2011) u svojim samostalnim istrazivanjima navodi da je FRAP vrijednost
ekstrakta rastike iznosila 71 mM Trolox/1 g suhe tvari. (40)

lako su u svom radu Kural i sur (2011.) naveli da metanolni ekstrakti rastike imaju bolji udio
fenola, vodeni ekstrakti su u ovom radu pokazali jaci antioksidacijski kapacitet odreden ABTS
metodom, $to je u ovom diplomskom radu bio slu¢aj samo kod vodenog ekstrakta pripravljenog
ultrazvukom i to kod FRAP i DPPH metode. VVodeni ekstrakti pripravljeni mikrovalnom

ekstrakcijom pokazali su bolji antioksidacijski u¢inak samo ORAC metodom. (34)
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4.  ZAKLJUCCI

Iz rezultata dobivenih ovim istrazivanjem mogu se izvesti sljedec¢i zakljuccei:

e Dobiveni rezultati se nedvojbeno razlikuju, no svi ispitivani uzorci pokazuju izrazito

dobru antioksidacijsku aktivnost i slican udio ukupnih fenola.

e Najbolje ekstrakcijsko otapalo se pokazala voda jer su ekstrakti pripravljeni u vodi

prosjeéno davali veé¢i udio ukupnih fenola.

e Usporedujuci metode ekstrakcije, bez obzira na nesto veci fenolni prinos u ekstraktima
pripravljenijim UZV, kao bolji izbor se ipak ¢ini MAE obzirom na znatno krace vrijeme

provedbe ekstrakcije.

e Antioksidacijska aktivnost provedena FRAP metodom dala je najbolje rezultate i u
potpunoj je Kkorelaciji sa sadrzajem ukupnih fenola dok su ORAC i DPPH metode
pokazuju nesto drugacije rezultate, no ukupno gledano, svi ispitivani uzorci su bez

sumnje pokazali dobar antioksidacijski potencijal.
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