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1.UVOD 
 

Bioaktivni spojevi začinskog, aromatskog, ljekovitog i medicinskog bilja vrlo su zanimljivi u 

znanosti. Mogu djelovati kao antioksidansi i na taj način suzbiti opasne slobodne radikale koji 

uzrokuju oštećenja stanica te u konačnici mnogobrojne bolesti. Osim toga, imaju sposobnost 

djelovanja kao mikrobiocida i konzervanasa. 

Mediteransko bilje poput rogača, mirte i tršlje bogat je izvor bioaktivnih spojeva od kojih glavno 

mjesto zauzimaju različiti fenolni spojevi. Za izolaciju ovih spojeva iz biljnog matriksa, od 

davnina pa sve do danas se koriste različite metode ekstrakcije. S napretkom tehnologije, 

razvile su se i nove tehnike ekstrakcije kao što je to ekstrakcija primjenom ultrazvuka koja je 

korištena u ovom radu. 

Prednosti inovativnih tehnika ekstrakcije su manja štetnost za okoliš zbog smanjene potrošnje 

kemikalija, skraćeno je vrijeme ekstrakcije, povećana je efikasnost ekstrakcije i veće su uštede 

energije. 

Cilj ovog istraživanja bio je odrediti utjecaj ultrazvukom potpomognute ekstrakcije na prinose 

fenolnih spojeva (masene udjele ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i 

flavonola) te pigmenata (klorofila a i b) izoliranih iz osušenih i usitnjenih plodova rogača, listova 

i plodova mirte te listova tršlje. Provedena je sukcesivna ekstrakcija primjenom otapala rastuće 

polarnosti (heksan, 80% aceton te 96% etanol) pri temperaturi od 65  C̊ i vremenu trajanja 

od 30 minuta. U svim ekstraktima određen je antioksidacijski kapacitet primjenom ORAC  

metode. 
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2.TEORIJSKI DIO 
 

2.1. FENOLNI SPOJEVI 

Fenolni spojevi široka su skupina sekundarnih biljnih metabolita koje karakterizira prisutnost 

hidroksilne skupine (-OH) direktno vezane na aromatski ili benzenski prsten. Ukoliko ovi spojevi 

sadrže dvije ili više hidroksilnih skupina, tada se govori o polifenolima. U biljnom carstvu fenolni 

spojevi predstavljaju najbrojniju i najraznolikiju skupinu spojeva, s trenutno više od 8000 

poznatih kemijskih struktura. Fenolni spojevi sveprisutni su u svim biljnim organima i zbog 

toga su sastavni dio ljudske prehrane (Bravo, 1998; Kabera i sur., 2014; Tungmunnithum i 

sur., 2018). 

Zbog velikog broja fenolnih spojeva, njihova terminologija i klasifikacija je kompleksna. Iako 

svi fenolni spojevi imaju sličnu kemijsku strukturu, postoje neke karakteristične razlike na 

temelju kojih se mogu podijeliti u dvije skupine: flavonoidi i neflavonoidi. Temeljna struktura 

flavonoida sastoji se od dva benzenska prstena (A i B) povezana piranskim prstenom (C) koji 

sadrži kisik (Slika 1). Ovi spojevi u biljkama imaju mnoštvo funkcija, mogu primjerice djelovati 

kao fiziološki regulatori, kemijski glasnici, cvjetni pigmenti, inhibitori staničnog ciklusa, UV filteri 

(Kabera i sur., 2014). 

 

 

Slika 1. Osnovna kemijska struktura flavonoida (Kabera i sur., 2014) 

 

Flavonoidi se dijele u šest skupina: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoli, flavanoni i 

antocijanidini. Flavonoli su najraširenija skupina flavonoida prisutna u ljudskoj prehrani, a 

flavonoidi se mogu međusobno povezivati i umrežavati čineći oligomere i polimere koji se zovu 

tanini. Tanini su podijeljeni u dvije skupine: hidrolizirani i kondenzirani tanini. Neflavonoidi se 

dijele na fenolne kiseline, lignane i stilbene, dok se fenolne kiseline dijele u dvije osnovne 
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skupine: derivati hidroksicimetne kiseline (Slika 2) i derivati hidroksibenzojeve kiseline (Celep 

i sur., 2014). 

 

 

Slika 2. Osnovna kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Celep i sur., 2014) 

 

Polifenoli u ljudskoj prehrani igraju važnu ulogu u prevenciji bolesti. Visok unos voća, povrća i 

cjelovitih žitarica povezan je sa smanjenim rizikom brojnih kroničnih bolesti uključujući 

kardiovaskularne bolesti, kronične upale, rak i mnoge degenerativne bolesti (Scalbert i sur., 

2005; Sharma, 2014). Uzrok tome je bogatstvo tih namirnica polifenolima. Dokazano je da 

polifenoli pokazuju antioksidativnu aktivnost te da u voću više pridonose cjelokupnoj 

antioksidativnoj aktivnosti nego vitamin C (Sharma, 2014). Studije su pokazale da su mnoge 

bolesti uzrokovane ili povezane sa oksidativnim stresom koji potiče od reaktivnih dušikovih i 

kisikovih vrsta. Polifenoli kao jaki antioksidansi mogu neutralizirati slobodne radikale (koji se 

formiraju u bolesti) i to na način da im doniraju vodikov atom ili elektron. Oni sprječavaju 

stvaranje slobodnih radikala, čime smanjuju stopu oksidacije i to na način da deaktiviraju 

aktivne kisikove vrste i prekursore slobodnih radikala (Rice-Evans i sur., 1996; Wang i sur., 

1996; Marrugat i sur., 2004; Scalbert i sur., 2005; Sharma, 2014). 

 

2.2. BILJNI PIGMENTI: KLOROFILI I KAROTENOIDI 

Biljni pigmenti naširoko su prisutni u prirodi. Ovisno o svojoj kemijskoj strukturi klasificiraju se 

u sljedeće grupe: 

❖ Tetrapiroli 

❖ Karotenoidi 

❖ Polifenolni spojevi 

❖ Alkaloidi 

Navedeni pigmenti intenzivno se koriste u medicini, prehrambenoj i tekstilnoj industriji te 

drugim granama industrije. U novije vrijeme biljni pigmenti se intenzivnije istražuju zbog 

njihove uloge u prehrani, preradi, kvaliteti, sigurnosti te pakiranju hrane. Biološka upotreba 
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ovih pigmenata može pomoći u prevenciji oksidativnih ozljeda stanice uzrokovanih reaktivnim 

dušikovim i kisikovim vrstama (Aguirre-Joya i sur., 2020). 

Tetrapiroli su obilna skupina biljnih pigmenata odgovorna za raznolike esencijalne biokemijske 

funkcije poznate u većine živih organizama. Ovi spojevi imaju ključnu ulogu u biljnim procesima 

disanja, asimilacije sumpora i dušika te fotosinteze (Tanaka i sur., 2011). 

Biljke proizvode 4 vrste tetrapirola: fitokrom, hem, sirohem i klorofil. Najveća skupina 

tetrapirola u prirodi su klorofili, koji daju biljkama zelenu boju. Klorofili djeluju kao fotosintetski 

pigmenti, hvatajući svjetlosnu energiju i prenoseći ju u reakcijsko središte kako bi se izazvala 

sinteza organskih spojeva nužnih za biljku. Najčešći izooblici u fotosintetskom tkivu biljaka su 

klorofili a i b, gdje se nalaze u omjeru 3:1. Locirani su u biljnim organelima kloroplastima te 

zajedno sa fitolnim grupama lipida i porfirinskim grupama proteina čine kristalne sferične 

konglomerate u stanicama (Aguirre-Joya i sur., 2020). 

Karotenoidi su jedna od glavnih grupa biljnih pigmenata prisutnih u prirodi s oko 600 

identificiranih kemijskih struktura. Široko su rasprostranjeni u sjemenkama, cvijeću, voću i 

povrću s bojama u rasponu od žute, preko narančaste pa sve do intenzivno crvene. Pripadaju 

skupini tetraterpena i pošto apsorbiraju svjetlo u vidljivom dijelu spektra, igraju bitnu ulogu u 

fotosintezi i apsorpciji svjetla sprječavajući fotooksidaciju osnovnih spojeva biljke. U prirodi se 

nalaze u obliku karotena kao što su to primjerice β-karoten i likopen koji imaju lančastu 

ugljikovodičnu strukturu te u obliku ksantofila – oksigeniranih derivata karotena. Neki 

predstavnici ksantofila su lutein, zeaksantin, neoksantin, violaksantin. Dok su ksantofili 

najprisutniji karotenoidi u prirodi, karoteni su najvažniji karotenoidi za prehrambenu industriju 

(Botella-Pavía i Rodríguez-Concepción, 2006). 

2.3. BIOAKTIVNI SPOJEVI ROGAČA (Ceratonia siliqua L.) 

 

 

Slika 3. Zrela mahuna rogača sa sjemenkama (Mulet i sur., 2015) 
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Rogač (Ceratonia siliqua L.) je zimzeleno stablo koje se pretežno uzgaja u mediteranskom 

području. Dio biljke koji se najviše koristi je plod rogača (Slika 3) koji je u suštini mahuna koja 

je kad je zrela dugačka 10-25 cm te se sastoji od 90% pulpe i 10% sjemenki. 

Mahune rogača sadrže: visoke količine ugljikohidrata (40-60%), dijetalna vlakna (27-50%) 

polifenolne spojeve, posebice tanine (18-20%), male količine proteina (3-4%) i lipida (0,4-

0,8%), minerale (natrij, kalij, bakar, cink, mangan, željezo), visok udio šećera od kojih su 

najzastupljeniji saharoza (32-38%), fruktoza (5-7%) i glukoza (5-6%) mada njihov sadržaj 

može varirati (Marakis, 1996; Rtibi i sur., 2017). 

Kvalitativna i kvantitavina analiza polifenola u mahunama rogača provedena je u više 

istraživanja HPLC metodom čiji su rezultati pokazali prisutnost sljedećih polifenola: 

kondenzirani tanini (proantocijanidini) građeni od flavan-3-olnih grupa i njihovih galoilnih 

estera, kvercetin glikozidi, galna kiselina, (+)-katehin, (-)-epigalokatehingalat, (-)-

epikatehingalat, hidrolizirani tanini (elagitanini, galotanini) (Avallone i sur., 1997; Corsi i sur., 

2002; Papagiannopoulos i sur., 2004; Ortega i sur., 2009). 

Rezultati istraživanja koje su proveli Owen i sur. (2003) su pokazali da su u mahuni rogača 

najzastupljeniji flavonoidi (26%), hidroksitirozol, tanini, flavon glikozidi (kao što je kvercetin-

3-O-α-L-ramnopiranozid) i fenolne kiseline (kao što su galna kiselina, p-kumarinska kiselina, 

cinaminska kiselina). 

 

2.4. BIOAKTIVNI SPOJEVI MIRTE (Myrtus communis L.) 

Mirta (Myrtus communis L.) je zimzeleni grm koji raste diljem Mediterana, često kao dio makije. 

Cvate od lipnja do srpnja bijelim cvjetovima, a plod su joj jestive plave bobice (Slika 4). 

Taamalli i sur. (2013) kategorizirali su bioaktivne spojeve lista mirte u 7 skupina: galna kiselina 

i galoilni derivati, elaginska kiselina i derivati, heksahidroksidifenolilni derivati, flavonoidi, 

lignani, galomirtukomuloni i ostali spojevi. Posljednju grupu ostalih spojeva čine organske 

kiseline i karotenoidi gdje se ističe karotenoid glikozid neoremaniozid. 

Bobice mirte sadrže fenolne kiseline, flavanole, flavonole i flavonol glikozide. Glavni sastojci 

bobica mirte su flavonol miricetin i derivati glikozida. Iz grupe flavonol glikozida glavni spoj 

prisutan je miricetin-3-O-arabinozid. Glavni spoj prisutan iz grupe flavanola je (-)-

epigalokatehin. Fenolne kiseline prisutne su u niskoj koncentraciji a glavne prisutne kiseline su 

galna, elaginska i kafeinska kiselina (Barboni i sur., 2010). 
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Slika 4. Plod i list mirte (Messaoud i sur., 2011) 

 

2.5. BIOAKTIVNI SPOJEVI TRŠLJE (Pistacia lentiscus L.) 

Tršlja (Pistacia lentiscus L.) je zimzeleni grm (Slika 5) ili stablo rasprostranjeno na području 

Mediterana koje se već dugo koristi u ljudskoj prehrani, farmaceutskoj industriji i tradicionalnoj 

medicini. Uspijeva na različitim tipovima tla i može podnositi i akumulirati sol pri visokim 

koncentracijama, a dobro podnosi i visoke temperature i sunčevo zračenje (Barrato i sur., 

2003; Landau i sur., 2014; Azib i sur., 2019).  

Dvije najvažnije klase bioaktivnih spojeva u tršlji su fenoli i terpeni. Iako su obe skupine 

spojeva prisutne u svim dijelovima biljke, terpeni su koncentrirani u smoli biljke te u 

esencijalnim uljima dobivenim destilacijom vodenom parom smole ili nasjeckanih listića. U lišću 

su koncentrirani fenoli (Landau i sur., 2014). 
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Slika 5. Listovi i plod tršlje (Landau i sur., 2014) 

 

Polifenoli tršlje razvrstavaju se u 3 kategorije: flavonol glikozidi, galoilni derivati (hidrolizirani 

tanini) i antocijanini. Dok udio i vrsta fenolnih spojeva varira ovisno o nekim faktorima kao što 

su geografsko područje, vrijeme berbe, svjetlosna gustoća, čini se da su neki spojevi 

sveprisutni u lišću tršlje kao što su to katehin i galna kiselina (Romani i sur., 2002). 

 

2.6. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET 

Gutteridge (1994) je definirao antioksidans kao bilo koju tvar koja kada je prisutna u relativno 

niskoj koncentraciji u odnosu na oksidirajući supstrat, znatno inhibira ili odgađa oksidaciju tog 

supstrata. Reaktivne kisikove vrste kao što su vodikov peroksid (H2O2), singletni kisik (O2
1Δg), 

peroksilni radikal (ROO•), alkoksilni radikal (RO•), hidroksilni radikal (•OH) i superoksidni anion 

(O2•–) mogu napadati biološke makromolekule uzrokujući oštećenja na DNA, proteinima i 

lipidima što za posljedicu može imati starenje stanica, rak, kardiovaskularne i 

neurodegenerativne bolesti. Antioksidansi suzbijaju ili čiste produkte respiracije reaktivnih 

kisikovih i dušikovih vrsta, uključujući slobodne radikale (Halliwell i Guterridge, 1989).  

Antioksidacijski kapacitet je sposobnost kemijskih spojeva da zaštite biološke sustave protiv 

potencijalno štetnih efekata kemijskih reakcija ili procesa koji uključuju reaktivne kisikove i 

dušikove vrste. U posljednje vrijeme molekule antioksidanasa zadobile su visoku reputaciju 

kao ključne zaštitne molekule iznimno bitne za ljudski oganizam u smislu sprječavanja 

nepoželjnih procesa i bolesti. Ove molekule vrlo su zanimljive u medicini, nutricionizmu, 

biologiji i agrokemijskim područjima što je dovelo do potrebe za potražnju jednostavnih, 

pogodnih i pouzdanih metoda za određivanje antioksidacijskog kapaciteta. Potraga za 
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prirodnim antoksidansima koji bi mogli spriječiti degenerativne bolesti privukla je istraživače 

koji tvrde da bi se takve bolesti mogle prevenirati adekvatnim unosom antioksidansa. Ekstrakti 

biljaka pokazali su prisutnost brojnih sekundarnih metabolita sa antioksidativnom aktivnošću 

pa je i povećan interes za identifikaciju takvih spojeva iz biljaka (Rojas i Buitrago, 2019). 

Postoje različite metode za određivanje antioksidacijskog kapaciteta, a prema tipu reakcije 

dijele se u dvije grupe: 

❖ HAT (Hydrogen Atom Transfer) metode – prijenos atoma vodika, u koje spadaju: 

ABTS/TEAC, DPPH, FCR, FRAP i CUPRAC metoda 

❖ ET (Electron Transfer) metode – prijenos elektrona, u koje spadaju: TRAP i ORAC 

metoda 

U ovom radu za određivanje antioksidacijskog kapaciteta korištena je ORAC metoda. Ova 

metoda kao inicijator koristi neki bis-azid  kao što je kemijski spoj AAPH (2,2'-azobis(2-

amidinopropionamid)-dihidroklorid) kako bi stvorio peroksilne radikale kada je sustav zagrijan 

u prisutnosti dovoljno kisika. Peroksilni radikali zatim reagiraju s fluorescentnim uzorkom kako 

bi suzbili njegovu fluorescenciju. Smanjenje fluorescencije prati se optički, a antioksidacijska 

aktivnost određena je usporavanjem pada fluorescencije u prisutnosti antioksidansa. 

Antioksidacijski kapacitet određen ovom metodom mjeri se u μmol TE/100 g s.tv. gdje TE 

označava trolox ekvivalent. Trolox je kemijski spoj koji u ovoj metodi služi kao standard i za 

izradu baždarnog pravca (Apak i sur., 2013). 

 

2.7. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA PRIMJENOM ULTRAZVUKA 

Ekstrakcija je tretman biljnog ili životinjskog tkiva kroz standardne postupke sa selektivnim 

otapalima u svrhu otapanja farmaceutski aktivnih sastojaka, dok većina inertne tvari ostaje 

neotopljena. Ekstrakcija bioaktivnih kemijskih spojeva prvi korak je u analizi aromatičnog bilja 

i ona igra ključnu ulogu u njihovoj daljnoj separaciji i karakterizaciji. Danas je dostupan širok 

raspon ekstrakcijskih tehnika, od konvencionalne ekstrakcije pa sve do inovativnih postupaka 

(Manousi i sur., 2019). 

Ultrazvuk je posebni tip zvučnog vala koji može stvoriti kompresiju i ekspanziju kada prolazi 

kroz tekućinu ili tekućinu koja sadrži krute materijale (Azmir i sur., 2013). Ultrazvučni valovi 

koji se koriste u kemiji obično imaju frekvenciju između 20 kHz i 100 MHz i takav ultrazvuk 

zove se ultrazvuk visokog intenziteta. Kada se koriste ultrazvučni valovi događa se fenomen 

kavitacije, koji uključuje stvaranje, rast i puknuće mjehurića. Mehanički efekt ovog procesa je 

ubrzanje otpuštanja organskih spojeva sadržanih unutar stanica tkiva koje se tretira te 
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ubrzanje prijenosa mase. Rezultat je lakša ekstrakcija staničnog materijala pomoću otapala 

koje se koristi. Postoje dva osnovna načina ultrazvučne ekstrakcije: direktna – pomoću 

ultrazvučnog sustava sondi te indirektna – pomoću ultrazvučne kupelji. 

Kada se govori o ekstrakciji bioaktivnih spojeva iz biljnog tkiva, efikasnost ultrazvučne 

ekstrakcije veća je nego kod konvencionalne ekstrakcije. U usporedbi s tehnikama kao što je 

mikrovalna ekstrakcija, ultrazvučna ekstrakcija koristi jeftiniju opremu koja je lakša za 

upotrebu. U globalu može se reći da ekstrakcija primjenom ultrazvuka štedi energiju, 

učinkovita je, brza i selektivna tehnika, koja se može koristiti za termolabilne spojeve jer ne 

zahtijeva upotrebu visoke temperature (Azmir i sur., 2013; Shams i sur., 2015). 

Ipak, ova tehnika može imati i neželjene efekte. Kada se koristi energija ultrazvuka, poznato 

je da ona povremeno može štetno djelovati na bioaktivne sastojke začinskog i aromatskog 

bilja. Kao rezultat toga može se dogoditi formiranje slobodnih radikala koji mogu uzrokovati 

nepoželjne promjene na molekulama (Handa i sur., 2008). 
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3.EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJALI 

3.1.1. Uzorci mediteranskog bilja 

U ovom istraživanju korišteni su suhi usitnjeni uzorci mediteranskog bilja s hrvatskih otoka. 

Biljke i dijelovi biljaka korišteni u istraživanju su: zrele mahune rogača (Ceratonia siliqua L.), 

listovi i bobice mirte (Myrtus communis L.) te listovi tršlje (Pistacia lentiscus L.). 

3.1.2. Kemikalije 

❖ Heksan 

❖ Etil-acetat 

❖ Aceton, 80%-tni 

❖ Etanol, 96%-tni 

❖ Metanol, 100 %-tni  

❖ Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens) 

❖ Zasićena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina) 

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruće destilirane 

vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalića natrijeva 

karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira. 

❖ Standard galne kiseline  

Priprema: Odvaže se 500 mg galne kiseline u plastičnoj lađici za vaganje te se 

pomoću 10 mL 96%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 

100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom 

vodom. 

❖ Aluminijev klorid, 10%-tni  

Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminj-klorid–heksahidrat,p.a.) otopi se u 5 mL 

destilirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do 

oznake destiliranom vodom. 

❖ Kalijev acetat, 1 M 

Priprema:  9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake 

destiliranom vodom. 

❖ Standard kvercetina (100 mg/L) 

Priprema: Odvaže se 10 mg standarda kvercetina u plastičnoj lađici za vaganje te se 

pomoću 5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu 

volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni 
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metanolom. Iz alikvotne otopine prirede se redom razrjeđenja  od 10, 25, 50 i 75 

mg/L. 

❖ Koncentrirana klorovodična kiselina, 37%-tna 

❖ Klorovodična otopina masene koncentracije 1g/L HCl (u 96% etanolu) 

Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodične kiseline (37%) se otpipetira u 

odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96%) do oznake. 

❖ Klorovodična otopina masene koncentracije 2g/L HCl  

Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodične kiseline (37%) se otpipetira u 

odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake. 

❖ Standard kafeinske kiseline (100 mg/L) 

Priprema:  Najprije se pripremi otopina standarda kafeinske kiseline u koncentraciji 

100 mg/L. Odvaže se 10 mg standarda kafeinske kiseline u plastičnoj lađici za 

vaganje te se pomoću 5 mL 80%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu 

tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni 

80%-tnim metanolom.  

❖ Standard klorogenske kiseline (100 mg/L) 

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 

100 mg/L. Odvaže se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plastičnoj lađici za 

vaganje te se pomoću 5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu 

tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni 

metanolom.  

❖ Fosfatni pufer (75 mM, pH 7,0) 

Priprema:  Odvaže se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata (NaH2PO4 x 2H2O) i otopi u 

200 mL destilirane vode te se u istoj količini vode otopi i 5,687 g dinatrijevog 

hidrogenfosfata (Na2HPO4). U tikvici od 200 mL pomiješa se 61 mL 0,2 M otopine 

Na2HPO4 i 39 mL 0,2 M otopine NaH2PO4 x 2H2O te se ista nadopuni destiliranom vodom 

do oznake. U odmjernu tikvicu od 100 mL doda se 37,5 mL 0,2 M otopine fosfatnog 

pufera te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake. 

❖ Otopina standarda – Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna 

kiselina) 

Priprema: Početna ("stock") otopina trolox, početne koncentracije 103,99 μM se 

pripravi otapanjem 2,6 mg trolox u 100 mL 75 mM fosfatnog pufera. Iz pripremljene 

početne otopine trolox pripremi se 6 razrjeđenja (3,12 – 103,99 μM). 

❖ AAPH (240 mM) (2,2'-azobis(2-amidinopropionamid)-dihidroklorid) 
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Priprema: Otopi se 0,651 g AAPH u 10 mL 75 mM fosfatnog pufera. Svaki dan se 

priprema svježi reagens. 

❖ Fluorescein (70,3 nM)  

• Otopina 1  

Priprema:  Otopi se 22,5 mg fluoresceina u 50 mL 75 mM fosfatnog pufera (pH 

7,0). 

• Otopina 2  

Priprema: Od otopine 1 se uzme 24,5 μL te se nadopuni s 250 mL 75 mM 

fosfatnog pufera (pH 7,0). Svaki dan se pripravljaju svježa razrjeđenja otopina 

flouresceina. 

 

3.1.3. Aparatura 

❖ Analitička vaga (Sartorius m-power, Sartorius, Italija) 

❖ Ultrazvučna kupelj (Elmasonic S 40H, Elma, Njemačka) 

❖ Centrifuga (ROTOFIX 32, Hettich Zentrifugen, Njemačka) 

❖ Rotacijski uparivač (RV 10, IKA, Njemačka) 

❖ Laboratorijski sušionik (FN 500, Nuve, Turska) 

❖ Eksikator 

❖ Spektrofotometar (UV-VIS spektrofotometar Uviline 9400, Secomam, Francuska)  

❖ Vortex (MS2 Minishaker, IKA, SAD) 

 

3.1.4. Pribor 

❖ Plastične lađice za vaganje 

❖ Falcon epruvete, volumena 25 mL 

❖ Odmjerne tikvice volumena 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 1L 

❖ Stakleni lijevak 

❖ Filter papir 

❖ Aluminijske posudice 

❖ Stakleni štapići 

❖ Staklene kivete 

❖ Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL 

❖ Automatske mikropipete volumena 1-10 μL, 10-100 μL, 100-1000 μL  

❖ Menzura, volumena 100 mL i 1 L 

❖ Staklene epruvete 



13 
 

❖ Staklene čaše 

❖ Eppendorf epruvete volumena 2,5 mL 

❖ Mikrotitarska pločica sa 96 jažica (Greiner, Sigma-Aldrich, Njemačka)  

 

3.2. METODE RADA 

3.2.1. Ekstrakcija bioaktivnih spojeva uz primjenu ultrazvuka 

Upotreba ultrazvuka pri procesu ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala temelji se 

na fenomenu kavitacije. Ovaj fenomen zaslužan je za široku upotrebu ove metode čiji je princip 

razbijanje stanične stijenke stanica biljaka uz otpuštanje ciljnih spojeva iz njihovih prirodnih 

sredina. U usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom, ultrazvučna ekstrakcija poboljšava 

kvalitetu ekstrakata te uvelike smanjuje vrijeme ekstrakcije, troškove i volumene otapala 

(González de Peredo i sur., 2019). 

Postupak sukcesivne ekstrakcije: 

U Falcon epruvete od 25 mL odvaže se 2,5 g (± 0,1 g) uzorka suhog usitnjenog mediteranskog 

bilja te se falcon epruvete napune heksanom do 2/3 volumena. Ekstrakcija se provodi u 

ultrazvučnoj kupelji na temperaturi od 65 °C u trajanju od 30 minuta. Zatim slijedi 

centrifugiranje u trajanju 15 min pri 4000 okretaja po minuti. Centrifugiranjem se odvoji talog 

od supernatanta koji se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL. Dalje se 

supernatant uparava do suha na rotacijskom uparivaču (Slika 6), nakon čega se otopi u 50 mL 

etil-acetata, čime je dobivena prva frakcija ekstrakata. Talog se prebaci u falcon epruvete u 

koje se doda 80%-tni aceton do 2/3 volumena te ponovi postupak ekstrakcije i centrifugiranja. 

Supernatant se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL te se nadopuni 80%-tnim 

acetonom do oznake čime se dobije druga frakcija ekstrakata. Isti postupak s talogom se 

ponovi uz 96%-tni etanol nakon čega se dobije treća frakcija ekstrakata. Ekstrakti se skladište 

na +4 °C do daljnje analize. 

Iz dobivenih ekstrakata, odnosno iz prve, druge i treće frakcije određuju se ukupni fenoli, 

ukupni flavonoidi, ukupne hidroksicimetne kiseline i flavonoli, antioksidacijski kapacitet 

hidrofilnih i lipofilnih sastojaka te pigmenti (klorofili i karotenoidi). 
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Slika 6. Rotacijski uparivač (vlastita fotografija) 

3.2.2. Određivanje ukupne suhe tvari 

Ukupnu suhu tvar čini cjelokupna količina tvari iz sastava proizvoda, koja ne isparava pod 

definiranim uvjetima. Svaka sirovina se sastoji od dijela vode i suhe tvari. U suhoj tvari sadržani 

su svi oni parametri koji čine prehrambenu vrijednost neke namirnice. Određivanjem ukupne 

suhe tvari proizvoda (topljive i netopljive) sušenjem na 105 °C određuje se ostatak nakon 

sušenja na 105 °C do konstantne mase (AOAC, 1984). 

Priprema uzorka: 

Početne uzorke potrebno je prije samog mjerenja homogenizirati. 

Postupak određivanja: 

U osušenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 1 g kvarcnog pijeska i 

stakleni štapić te se suši u sušioniku pri 105 °C oko dva sata sa skinutim poklopcem. Nakon 

sušenja posudica se zatvori poklopcem te hladi u eksikatoru, a zatim se izvaže s točnošću 

±0,0002 g. U ohlađenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 2 ml ekstrakta (kod 

određivanja ukupne suhe tvari ekstrakta) i dobro izmiješa pomoću staklenog štapića. Sve 

zajedno se važe s točnošću od ±0,0002 g. Aluminijska posudica s pijeskom i ispitivanom 

količinom uzorka stavi se u laboratorijski sušionik, prethodno zagrijan na 105 °C ± 0,5 °C te 

se zagrijava jedan sat sa zaklopljenim poklopcem. Nakon hlađenja i vaganja sušenje se 

nastavlja toliko dugo dok razlika između dva uzastopna sušenja, u razmaku od pola sata, ne 

bude manja od 0,001 g. Važe se ponovno s točnošću ± 0,0002g.  
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Izračun: 

Ukupna suha tvar izračuna se prema sljedećoj formuli: 

𝒖𝒌𝒖𝒑𝒏𝒂 𝒔𝒖𝒉𝒂 𝒕𝒗𝒂𝒓(%) =
𝒎𝟐 − 𝒎𝟎

𝒎𝟏 − 𝒎𝟎
∗ 𝟏𝟎𝟎 

gdje je: 

m0 – masa posudice i pomoćnog materijala (pijesak, stakleni štapić, poklopac) (g),  

m1 – masa posudice s ispitivanim uzorkom prije sušenja (g), 

m2 – masa posudice s ostatkom nakon sušenja (g).  

 

3.2.3. Određivanje ukupnih fenola 

Određivanje ukupnih fenola provodi se u etil-acetatnom/acetonskom/etanolnom ekstraktu 

uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja temelji se na kolornoj reakciji fenola s 

Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i 

sur., 2014). 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 μL ekstrakta, 200 μL Folin Ciocalteu reagensa i 

2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve 

skupa se promiješa (pomoću Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri t=50 

°C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se apsorbancija (optička gustoća otopine) pri 

valnoj duljini 765 nm. Na isti način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 

otapalo za ekstrakciju.  

Izrada baždarnog pravca: 

Za pripremu baždarnog pravca odvaže se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96 %-

tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. 

Od te otopine galne kiseline rade se razrijeđenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se 

otpipetira redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i 

potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim 

tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 100 μL otopine 

standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 μL Folin Ciocalteu reagensa i 2 

mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Sve 

skupa se promiješa (pomoću Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri t=50 

°C (u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 μL destilirane vode. Nakon toga 

mjeri se apsorbancija (optička gustoća otopine) pri valnoj duljini 765 nm. 

file:///C:/Users/David/Desktop/ZAVRSNI%20RAD%2010.docx%23_ENREF_1
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Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baždarni pravac (Slika 7) pomoću programa 

Microsoft Excel pri čemu su na apscisi nanesene masene koncentracije galne kiseline (mg/L), 

a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola 

izračuna se prema dobivenoj jednadžbi pravca. 

 

Slika 7. Baždarni dijagram za ukupne fenole 

 

3.2.4. Određivanje ukupnih flavonoida 

Određivanje ukupnih flavonoida provodi se u etil-acetatnom/acetonskom/etanolnom ekstraktu 

uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja temelji se na kolornoj reakciji flavonoida 

s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom  te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 

415 nm (Chang i sur., 2002). 

 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL 

10%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti 

način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se 

umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). 

Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon čega slijedi mjerenje apsorbancije (optička 

gustoća otopine) pri valnoj duljini 415 nm.  

 

Izrada baždarnog pravca: 

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L. Od te otopine 

standarda rade se razrjeđenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom 

1, 2.5, 5 i 7.5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se 

file:///C:/Users/David/Desktop/ZAVRSNI%20RAD%2010.docx%23_ENREF_1
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nadopunjavaju do oznake 100%-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama 

iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L. Također se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda 

koncentracije 100 mg/L. 

Iz svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 

mL 10%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na 

isti način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se 

umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). 

Reakcijska smjesa potom stoji 30 minuta, nakon čega slijedi mjerenje apsorbancije (optička 

gustoća otopine) pri valnoj duljini 415 nm. 

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baždarni pravac (Slika 8) pomoću programa  

Microsoft Excel pri čemu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati 

izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 510 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izračuna se 

prema dobivenoj jednadžbi pravca.  

 

Slika 8. Baždarni dijagram za ukupne flavonoide 

 

3.2.5. Određivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola 

Određivanje se provodi u etil-acetatnom/acetonskom/etanolnom ekstraktu uzorka primjenom 

spektrofotometrijske metode pri čemu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm i 360 

nm (Howard i sur., 2003). 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL ekstrakta, 250 μL 1g/L HCl u 96% etanolu i 

4,55 mL 2 g/L HCl. Za određivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonola 

apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm. Na isti način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto 

ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.  

 

file:///C:/Users/David/Desktop/ZAVRSNI%20RAD%2010.docx%23_ENREF_1
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Izrada baždarnog pravca: 

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomoću jednadžbe baždarnog  

pravca za kafeinsku kiselinu (Slika 9) te jednadžbe baždarnog pravca za klorogensku kiselinu 

(Slika 10) dok se kvantifikacija ukupnih flavonola provodi pomoću jednadžbe baždarnog pravca 

za kvercetin (Slika 11). 

 

a) Kafeinska kiselina 

Iz alikvotne otopine standarda 500 mg/L potrebno je prirediti razrjeđenja: 9.23, 23.99, 49.82,  

99.63, 147.60, 228.78 mg/L.  

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL otopine standarda, 250 μL 1g/L HCl u 96% 

etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Na isti način pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta 

uzima 80%-tni metanol. Za određivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se 

mjeri na 320 nm. 

 

Slika 9. Baždarni dijagram kafeinske kiseline za hidroksicimetne kiseline 

 

Klorogenska kiselina 

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebno je prirediti razrjeđenja: 10, 25, 50 i 66.7 

mg/L na način da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 1, 2.5, 5 i 6.67 mL i nadopuni 80%-

tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti način pripremi se i slijepa proba, ali 

se umjesto ekstrakta uzima 80%-tni metanol. U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL 

otopine standarda, 250 μL 1g/L HCl u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Za određivanje ukupnih 

hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri na 320 nm. 
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Slika 10. Baždarni dijagram klorogenske kiseline za hidroksicimetne kiseline 

 

b) Kvercetin 

Iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L potrebno je prirediti razrjeđenja: 2.5, 5, 10, 25, i 50 

mg/L na način da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0.25, 0.5, 1, 2.5 i 5 mL i nadopuni 

100%-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti način pripremi se i slijepa 

proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol.  

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL otopine standarda, 250 μL 1g/L HCl u 96% 

etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Za određivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360 

nm. 

 

Slika 11. Baždarni dijagram za ukupne flavonole 
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3.2.6. Određivanje biljnih pigmenata (klorofila i karotenoida) 

Određivanje pigmenata bazira se na principu da svaki fotosintetski pigment ima svoj 

jedinstveni apsorpcijski spektar s apsorpcijskim maksimumima pri određenim valnim 

duljinama. Spektrofotometrijsko mjerenje provodi se u etil-acetatnom/acetonskom/etanolnom 

ekstraktu uzorka uz korištenje ekstrakcijskog otapala te mjerenjem pri valnim duljinama 649, 

664, 470, 663.2, 646.8, 662 i 644 nm (Lichtenthaler i sur., 2001). 

 

Postupak određivanja: 

Kvantitativno određivanje provodi se spektrofotometrom pri sljedećim valnim duljinama: 649, 

664, 644, 662, 646.8 i 663.2 nm, za klorofil a i b (u skladu sa korištenim ekstrakcijskim 

otapalom) i 470 nm za karotenoide. Pripremljene ekstrakte potrebno je razrijediti direktno u 

kivetama pomoću otapala koje je korišteno za ekstrakciju. Svako mjerenje provodi se u 

paraleli, a za slijepu probu koristi se otapalo koje je korišteno za ekstrakciju. 

Udjeli klorofila a i b te karotenoida računaju se prema sljedećim jednadžbama (Lichtenthaler i 

sur., 2001): 

Etanol: 

Ca (µg mL-1) = 13.36 A664 – 5.19 A649 [1] 

Cb (µg mL-1) = 27.43 A649 – 8.12 A664 [2] 

C(x+c) (µg mL-1) = (1000 A470 –2.13Ca – 97.63 Cb)/209 [3] 

Etil-acetat: 

Ca (µg mL-1) = 10.05 A662 – 0.766 A644  [4] 

Cb (µg mL-1) = 16.37 A644 – 3.140 A662  [5] 

C(x+c) (µg mL-1) = (1000 A470 – 1.280Ca – 56.7 Cb)/230 [6] 

80 % aceton: 

Ca (µg mL-1) = 12.25 A663.2 – 2.79 A646.8  [7] 

Cb (µg mL-1) = 21.5 A646.8 – 5.1 A663.2 [8] 

C(x+c) (µg mL-1) = (1000A470 – 1.82Ca –85.02Cb)/198 [9] 

gdje je: 
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A = apsorbancija,  

Ca = klorofil a, 

Cb = klorofil b, 

C(x+c) = karotenoidi (ksantofili + karoteni). 

 

3.2.7. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom 

ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) prema mehanizmu djelovanja 

spada u HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metodu koja se temelji na prijenosu atoma 

vodika, a mjeri se inhibicija peroksil radikala koji nastaje uslijed raspadanja azo-spoja, 2,2'-

azobis(2-amidinopropionamid)-dihidroklorid) (AAPH), pri stalnoj temperaturi od 37 °C. Ova 

metoda je klasičan primjer antioksidacijske aktivnosti sprječavanjem lančanih reakcija radikala 

(Prior, 2015). 

Priprema uzoraka: 

Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka ORAC metodom, pripreme se 

odgovarajuća razrjeđenja uzoraka (od 100 do 400 puta).  

Postupak određivanja: 

U jažicu mikrotitarske pločice otpipetira se 150 µL otopine fluorescina i 25 µL uzorka (75 mM 

fosfatnog pufera za slijepu probu ili otopine standarda troloksa za izradu baždarnog pravca). 

Pločica s jažicama inkubira se u čitaču mikroploča 30 minuta / 37 °C prije početka mjerenja. 

Nakon inkubacije, mjeri se fluorescencija (λeks. 485 nm i λem. 520 nm) svakih 90 sekundi kako 

bi se odredio pozadinski signal. Nakon 3 ciklusa, 25µL svježe pripremljenog 240 mM AAPH 

injektirano je softverski pomoću unutarnjeg ubrizgavača. Mjerenje intenziteta fluorescencije 

traje do 120 minuta. Mjerenje se provodi spektrofluorimetrijski pri temperaturi od 37 °C 

uz λeks. 485 nm i λem. 520 nm. Trolox služi kao standard i za izradu baždarnog pravca, a ispituje 

se antioksidacijski kapacitet otopine trolox različitih koncentracija (3,12 – 103,99 µM). MARS 

softver (MARS 2.0 software, BMG LABTECH, Offenburg, Germany) za analizu podataka 

omogućuje automatsku evaluaciju. Mjerenje je provedeno u duplikatu te su rezultati prosječne 

vrijednosti dvaju mjerenja iskazani zajedno sa standardnom devijacijom. ORAC vrijednosti 

izražavaju se kao (µmol TE L-1), odnosno preračunato na 100 g suhe tvari ekstrakta kao µmol 

TE/100 g s.tv. 
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4.REZULTATI I RASPRAVA 
 

Cilj ovog istraživanja bio je odrediti utjecaj ultrazvukom potpomognute ekstrakcije na prinose 

fenolnih spojeva (masene udjele ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i 

flavonola) te pigmenata (klorofila a i b) izoliranih iz osušenih i usitnjenih plodova rogača, listova 

i plodova mirte te listova tršlje. Provedena je sukcesivna ekstrakcija primjenom otapala rastuće 

polarnosti (heksan, 80% aceton te 96% etanol) pri temperaturi od 65 ̊ C i vremenu trajanja 

od 30 minuta. U svim ekstraktima određen je antioksidacijski kapacitet primjenom ORAC  

metode. Ukupna suha tvar osušenih uzoraka prikazana je u tablici 1, dok su maseni udjeli  

fenolnih spojeva i pigmenata te antioksidacijski kapacitet prikazani u tablicama 2-4. 

 

4.1. UKUPNA SUHA TVAR 

 

Tablica 1. Ukupna suha tvar uzoraka rogača, mirte i tršlje 

Uzorak Udio suhe tvari (%) 

Rogač 93,11 

Mirta list 94,27 

Mirta bobice 90,95 

Tršlja 97,28 

 

Udio suhe tvari u ispitivanim uzorcima bio je od 90,95 % do 97,28 % (Tablica 1). Dobiveni 

rezultati u skladu su s rezultatima istraživanja koja su proveli Boublenza i sur. (2019), Juvany 

i sur. (2013) i Tuberoso i sur. (2007). 
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4.2. UKUPNI FENOLI, FLAVONOIDI, FLAVONOLI I HIDROKSICIMETNE KISELINE 

 

Tablica 2. Maseni udio ekstrahiranih ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i hidroksicimetnih 

kiselina iz rogača, mirte i tršlje izražen kao prosječna vrijednost tri paralelna mjerenja ± st. 

dev. (mg/100 g suh. tv.) 

Uzorak 

 

Otapalo 

 

Ukupni 
fenoli 

(mg/100 g 
s.tv.) 

Ukupni 
flavonoidi 
(mg/100 g 

s.tv.) 

Ukupni 
flavonoli 

(mg/100 g 
s.tv.) 

Ukupne 
hidroksicimet

ne kiseline 
(mg/100 g 

s.tv.) 

Rogač 

Etil acetat 130,91±2,36 1129,09±4,31 17,18±1,57 31,40±1,16 

80% aceton 602,14±3,61 329,91±4,45 318,70±2,80 250,74±2,50 

96% etanol 96,00±3,52 13,56±1,10 93,74±1,15 83,42±1,17 

Mirta List 

Etil acetat 20,83±0,10 150,26±0,73 5,40±0,27 23,14±2,35 

80% aceton 6212,40±6,61 1928,05±2,16 965,79±5,53 790,53±2,00 

96% etanol 1212,32±14,04 440,36±1,83 253,02±1,75 224,01±0,46 

Mirta 
Bobice 

Etil acetat 148,92±0,93 116,07±1,83 48,47±3,23 38,29±1,23 

80% aceton 2828,02±7,10 1243,27±2,40 604,27±0,97 418,79±3,50 

96% etanol 1065,02±4,76 395,73±6,55 210,04±0,99 184,19±0,60 

Tršlja 

Etil acetat 55,56±3,07 349,65±1,81 18,13±0,57 29,91±1,37 

80% aceton 6379,11±3,35 1716,20±2,35 477,42±2,13 424,24±0,67 

96% etanol 4522,35±2,71 891,61±2,35 262,89±2,36 279,20±2,97 

 

Rezultati određivanja pokazali su da najveći ekstrakcijski kapacitet za izolaciju ukupnih fenola 

ima druga frakcija tj. frakcija s 80%-tnim acetonom, a najmanji prva frakcija s etil-acetatom 

što je u skladu s istraživanjem koje su proveli Makris i Kefalas (2004). Kod tršlje zabilježen je 

najveći udio ukupnih fenola, a visoke vrijednosti ukupnih fenola listova tršlje pokazali su i 

rezultati istraživanja Dahmounea i sur. (2014). Kod rogača zabilježen je najmanji udio ukupnih 

fenola (Tablica 2), a uzrok tome može biti specifičan kemijski sastav mahuna rogača koje su 

bogate šećerima koji mogu smetati prilikom određivanja sadržaja ukupnih fenola (Kumazawa 

i sur., 2002). Ekstrakti lista mirte pokazali su veći maseni udio ukupnih fenola od ekstrakata 

bobica mirte što se poklapa s rezultatima istraživanja Amensoura i sur. (2009). 

Najbolji ekstrakcijski kapacitet za izolaciju ukupnih flavonoida je bio kada se kao ekstrakcijsko 

otapalo koristio 80% aceton, osim kod rogača kada se koristio etil-acetat. Sve biljke pokazale 
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su se kao dobar izvor flavonoida, a posebice tršlja i list mirte što su demonstrirali i rezultati 

istraživanja koja su proveli Vaya i Mahmood (2006) te Dahmoune i sur. (2015). 

Najbolji ekstrakcijski učinak flavonola je bio upotrebom 80%-tnog acetona, dok je najslabiji 

učinak za ekstrakciju iste skupine spojeva pokazala upotreba etil-acetata. Najveći udio 

flavonola određen je u lišću i bobicama mirte, a slične rezultate dobili su i Sarais i sur. (2016) 

uz razliku što su oni kao otapalo koristili 70%-tni metanol, a kao najdominantnije flavonole u 

mirti odredili su miricetin-3-O-galaktozid, miricetin-3-O-ramnozid, miricetin i kvercetin-3-

ramnozid. 

Slično kao i kod ekstrakcije flavonola, 80%-tni aceton pokazao se kao najbolje ekstrakcijsko 

otapalo i za hidroksicimetne kiseline. Rezultati istraživanja pokazali su da rogač sadrži najmanji 

udio hidroksicimetnih kiselina, što su ustvrdili i Torun i sur. (2013) od kojih su detektirali jedino 

sinapinsku i p-kumarinsku kiselinu. Aceton je najbolje ekstrahirao hidroksicimetne kiseline iz 

lista tršlje i u istraživanju Botsarisa i sur. (2015) u kojem su korištena 4 ekstrakcijska otapala: 

aceton, metanol, voda i butanol. Etil-acetat je najgore ekstrahirao ukupne hidroksicimetne 

kiseline, ali i općenito sve fenolne spojeve određivane u ovom istraživanju jer je etil-acetat 

nepolarno otapalo a polifenoli su većinom polarni spojevi te su nepolarna i visoko polarna 

otapala nepogodna za njihovu ekstrakciju. Srednje polarni medij predstavlja najbolje rješenje 

za ekstrakciju polifenola, a često se takav medij dobije miješanjem vode sa organskim 

otapalima (Rafiee i sur., 2011). 

 

4.3. BILJNI PIGMENTI (KLOROFILI I KAROTENOIDI) 

 

Tablica 3. Maseni udio ekstrahiranih klorofila i karotenoida iz rogača, mirte i tršlje izražen kao 

prosječna vrijednost dva paralelna mjerenja ± st. dev. (mg/100 g suh. tv.) 

Uzorak Otapalo 
Klorofil a 
mg/100g 

(s.tv.) 

Klorofil b 
mg/100g 

(s.tv.) 

Karotenoidi 
mg/100g (s.tv.) 

Rogač 

Etil acetat 2,46±0,00 3,32±0,02 0,73±0,03 

80% aceton 0,00±0,00 0,23±0,00 0,00±0,00 

96% etanol 0,18±0,00 0,09±0,01 0,44±0,01 

Mirta List 

Etil acetat 4,29±0,04 0,11±0,01 2,65±0,01 

80% aceton 8,03±0,01 4,92±0,05 4,85±0,01 

96% etanol 5,67±0,01 3,33±0,07 5,22±0,01 

Etil acetat 1,03±0,02 0,66±0,00 0,75±0,01 
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Mirta Bobice  

80% aceton 4,58±0,00 14,95±0,00 10,45±0,03 

96% etanol 1,02±0,00 5,52±0,01 3,18±0,02 

Tršlja 

Etil acetat 20,31±0,01 0,63±0,00 5,35±0,00 

80% aceton 16,09±0,05 13,13±0,02 7,03±0,01 

96% etanol 7,54±0,00 5,27±0,02 3,06±0,02 

 

Pigmenti u rogaču bili su prisutni u najmanjim količinama što je i očekivano s obzirom na 

njegov specifični kemijski sastav. Maseni udio klorofila a najveći je bio u listovima mirte i tršlje 

što je bilo i za očekivati pošto je klorofil a zeleni pigment i glavni pigment u listovima biljaka. 

Acetonski ekstrakt bobica mirte nadmašio je sve ostale masene udjele klorofila b i karotenoida. 

Klorofil b je također dosta zastupljen u listovima, a rezultati pokazuju da ni bobice mirte ne 

zaostaju. Karotenoidi su zastupljeni svugdje osim kod rogača gdje su u minimalnom udjelu 

(Tablica 3). 

 

4.4. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET – ORAC METODA 

 

Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta korištene su dvije frakcije uzoraka i to 80%-tni 

aceton i 96%-tni etanol. 

 

Tablica 4. Rezultati određivanja antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom ekstrakata 

rogača, mirte i tršlje izraženi u µmol TE/100g s.tv. ± st. dev. 

 

Uzorak Otapalo 

ORAC (µmol 
TE/100g s.tv.) 

 

Rogač 
80% aceton 3391,18±190,10 

96% etanol 7533,62±318,52 

Mirta List 
80% aceton 63837,67±290,55 

96% etanol 36838,72±3250,87 

Mirta Bobice 
80% aceton 50788,30±952,92 

96% etanol 30268,26±1905,99 

Tršlja 
80% aceton 62248,44±1492,77 

96% etanol 42537,19±1520,99 
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Listovi mirte u obje frakcije pokazali su veću vrijednost antioksidacijskog kapaciteta nego 

bobice mirte što se poklapa sa istraživanjem Pereire i sur. (2016). Generalna pretpostavka je 

da je voće tamnoplave, ljubičaste ili tamnocrvene boje uvijek povezano s većom 

antioksidativnom aktivnosti i to zbog prisustva antocijanina – grupe spojeva uvijek povezanih 

s visokim vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta. U ovom slučaju čini se da su u listovima 

mirte prisutni spojevi s još većim antioksidacijskim kapacitetom od antocijanina. Prema Pereiri 

i sur. (2016) jedan ključan takav spoj je miricetin-3-O-ramnozid. Ostali spojevi koji bi mogli 

pridonijeti visokom antioksidacijskom kapacitetu mirte su flavanoli i flavonoli (Pereira i sur., 

2017). 

Rezultati određivanja antioksidacijskog kapaciteta u dobivenim ekstraktima pokazali su da je 

tršlja imala visoki, a rogač niski antioksidacijski kapacitet. Svugdje osim kod rogača se 

acetonska frakcija pokazala kao bolji odabir za određivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC 

metodom (Tablica 4). 
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5.ZAKLJUČAK 

 

Na temelju provedenog istraživanja i obrađenih rezultata može se zaključiti sljedeće: 

1) Najveći ekstrakcijski kapacitet za izolaciju ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih 

hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavonola ima 80 % aceton (2. frakcija uzoraka). 

2) Tršlja ima najveći maseni udio ukupnih fenola, a sve biljke pokazale su se kao dobar 

izvor flavonoida. Najveći maseni udio flavonola određen je u listovima mirte, dok je 

utvrđeno da rogač sadrži najmanje masene udjele hidroksicimetnih kiselina i 

pigmenata. 

3) Najveći maseni udio klorofila a određen je u tršlji i u lišću mirte. 

4) Acetonski ekstrakt bobica mirte ima najveći maseni udio klorofila b i karotenoida. 

5) Za određivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom, acetonska frakcija bila je 

bolji izbor te su sve biljke osim rogača pokazale visoke vrijednosti antioksidacijskog 

kapaciteta. 

6) Druga frakcija uzoraka ekstrahirana s 80% acetonom pokazala se kao najbolja frakcija 

uzoraka zbog najvećeg prinosa gotovo svih određivanih fenolnih spojeva i pigmenata 

te zbog najviših određenih vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta gotovo svih 

ekstrakata. 
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