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1. UVOD

Lovor je aromati¢na biljka s podrucja Mediterana Ciji se listovi od davnina
primjenjuju kao zacin u kulinarstvu, ali i u narodnoj medicini zahvaljujuci svojim
antioksidacijskim, antibakterijskim, protuupalnim i analgetickim svojstvima. Lovorov
list je bogat bioloSki aktivnim spojevima, posebice fenolnim spojevima, tocnije
flavonoidima, fenolnim kiselinama i taninima. BiolosSki aktivni spojevi lovora znacajno
doprinose antioksidacijskom djelovanju njegovih ekstrakta. Prisutni antioksidansi
stupaju u reakcije sa slobodnim radikalima pri ¢emu zaustavljaju nepozeljne
oksidacijske reakcije i pomazu u o¢uvanju zdravlja organizma, stoga interes za njihovu

upotrebu sve vise raste.

Bioaktivne tvari se iz biljnog materijala uglavnhom ekstrahiraju konvencionalnim
metodama, no u zadnje vrijeme sve se viSe istrazuju i primjenjuju suvremene metode
ekstrakcije poput ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Primjena ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom se pokazala kao iznimno ucinkovita i ekonomic¢na. Temelji
se na fenomenu kavitacije koja olakSava prijenos bioaktivnih spojeva iz biljnog
materijala u otapalo. Primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom povecava se
udio izoliranih tvari u ekstraktima uz upotrebu manje koli¢ine otapala, nizu

temperaturu i u kraéem vremenu.

Cilj ovog rada bio je izolirati i odrediti ukupan udio fenolnih spojeva u ekstraktima
lovorovog lista dobivenih ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom uz 50%-tni i
70%-tni etanol kao otapalo, pri razli¢itim amplitudama (50%, 75% i 100%) kroz 5, 10

i 15 minuta. Osim toga, u dobivenim ekstraktima odreden je antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lovor

2.1.1. Botanicka obiljezja i opce karakteristike

Lovor (Laurus nobilis L.) je zacinska i aromaticna biljka koja pripada porodici Lauraceae.
ViSegodisnja je, drvenasta i zimzelena biljka, a moze rasti kao grm ili nisko stablo visine do 6
ili 8 metara. Raste pojedinacno ili u skupinama, pretezito u listopadnoj hrastovoj Sumi, a rjede
u makiji (Batool i sur., 2020; Kustrak, 2005). Potjece iz Male Azije, otkuda se prosirio na obalu
Sredozemnog mora te diljem svijeta, a danas se zbog aromati¢nosti listova kultivira u
zemljama s umjerenom i suptropskom klimom, kao Sto su Turska, Algeria, Maroko, Portugal,
Spanjolska, Italija, Francuska i Meksiko (Peris i Bldzquez, 2015). U Hrvatskoj je rasprostranjen
duz obale Jadranskog mora i na otocima, a posebice na obroncima Ucke (Kustrak, 2005).
Optimalni klimatski uvjeti za rast lovora su pjeskovito tlo s velikom koli¢éinom vode ili vlaznom
atmosferom u blizini obale mora ili oceana, a raste od morske obale do 300 ili 400 m
nadmorske visine (Batool i sur., 2020; Kustrak, 2005). Tijekom toplog vremena liS¢e moze
izgorjeti pa je uz dobro drenirano pjeskovito tlo s malo vlage pozeljna i djelomi¢na zastita od
sunca u vidu sjene. Osjetljiv je na niske temperature i smrzavanje (Batool i sur., 2020). Kora
lovora je smeda, tanka i glatka. Na granama se naizmjeni¢no na kratkim peteljkama nalaze
koZasti i kopljasti listi¢i s valovitim rubovima duzine od 5 do 10 cm i Sirine od 2 do 5 cm. Listici
su tamnozeleni i sjajni s gornje strane, a zeleni bez sjaja s donje strane (slika 1) (Batool i sur.,
2020; Peris i Blazquez, 2015).

Slika 1. Listovi i plodovi lovora (plantea.com.hr)

Lovor je dvodomna biljka, odnosno cvjetovi s prasnicima i cvjetovi s tuccima rastu na
razliditim stablima. Zuckasto-bijeli, Cetverolisni, maleni i mirisni cvjetovi se razvijaju u

pazuscima listova, a cvatu u proljece, od ozujka do svibnja (Kustrak, 2005; Batool i sur., 2020).



Plodovi lovora su izduzene bobe veli¢Cine 10-15 mm smjeStene u malim grozdovima.
Dozrijevaju u kasnu jesen, a sadrze sjemenku obavijenu jajastim, tankim, crnim i nabranim

perikarpom (Batool i sur., 2020).

2.1.2. Upotreba lovora

Lovor je poznat joS iz doba starog vijeka, Grci su ga posvetili bogu Apolonu te su ga
sadili uz njegove hramove, a Rimljanima su lovorove grancice predstavljale simbol pobjede i
Casti (Kustrak, 2005). Danas je lovorov list zbog svog jakog i ugodnog mirisa i specificne trpke
i gorke arome vazan dio mediteranske prehrane, a najceSée se koristi kao zacin u raznim
juhama, umacima, prilikom pripreme mesa, ribe, octa i pi¢a. Zbog oporog, gorkog i ljutog
okusa Cesto se prije konzumacije uklanja iz jela (Peris i Blazquez, 2015; Kustrak 2005). Uz
pozeljnu aromu dodatkom lovora, zbog njegovih antimikrobnih i antioksidacijskih svojstava,
hrani se produljuje rok trajanja. Berba lovorovog lista moZze se vrsiti tijekom cijele godine, a
nakon branja liS¢e se treba osusiti. Susenje se tradicionalno provodi na otvorenom na suncu
10-12 dana, no bolja se kvaliteta osusenog liS¢a postize suSenjem na vru¢em zraku pri
temperaturi od 60°C (Batool i sur., 2020).

Osim kao zacin list lovora se koristi i u narodnoj medicini. Bogat je esencijalnim uljima
i fenolnim spojevima koji doprinose njegovim antioksidacijskim, antibakterijskim,
protuupalnim i analgeti¢kim svojstvima pa se Cesto koristi za poboljSavanje imuniteta (Boulila
i sur., 2015). Potic¢e probavne funkcije, ima gastroprotektivna i antidijarejska svojstva, utjece
na smanjenje lipida, glukoze, ukupnog kolesterola, LDL kolesterola i triglicerida (Peris i
Blazquez, 2015).

Eteri¢no ulje iz lovorovog lista se dobiva destilacijom vodom ili vodenom parom, a
koristi se u prehrambenoj industriji za proizvodnju alkoholnih pi¢a i vo¢nih sokova i u
farmaceutskoj industriji za izradu sapuna, krema, losiona, parfema i deterdzenata (Peris i
Blazquez, 2015; Kustrak, 2005). Etericno ulje sadrzi visok udio 1,8-cineola i metil-eugenola
koji pokazuju dobra antibakterijska svojstva protiv patogenih bakterija kao Sto su
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Escherichia coli, Listeria monocytogenes

i Sallmonella typhimurium (Peris i Blazquez, 2015).

2.1.3. Kemijski sastav lovora

Za ostar i gorak okus lovorovog lista zasluzan je njegov kemijski sastav. U lovorom
listu prisutni su flavonoidi, tanini, limunska kiselina, ugljikohidrati, steroidi, alkaloidi,
triterpenoidi, etericna ulja, vitamini A i C, mnogi minerali i hlapljivi spojevi. Za karakteristicnu

aromu lovorovog lista odgovorni su terpeni (cineol, terpineol, a- i B-pinen, citral) te eugenol,



metil eugenol i elemicin prisutni u rasponu od 1% do 12% te se prema njima odreduje i

kvaliteta lovorovog liS¢a (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019; Kaurinovic i sur., 2010).

Lovorov list sadrzi 1-3% etericnog ulja lokaliziranog u mezofilu lista u posebnim
okruglim stanicama - uljenicama. Eteri¢no ulje je svijetle zelenkasto-zute boje, aromati¢nog
okusa i intenzivhog mirisa (Kustrak, 2005). Etericno ulje lovora uglavnom se sastoji od
hlapljivih spojeva monoterpenskih i seskviterpenskih ugljikovodika i njihovih oksigeniranih
derivata te fenilpropanoida. Najzastupljeniji oksigenirani monoterpeni su 1,8-cineol, linalool,
a-terpinil acetat i a-terpineol. Najzastupljeniji monoterpenski ugljikovodici su a i B-pinen i
sabinen, dok su najzastupljeniji fenilpropanoidi eugenol i metil eugenol (Kilic i sur., 2004; Peris
i Blazquez, 2015). Udjeli glavnih komponenti prisutnih u eterichom ulju lovorovog lista razlikuju
se ovisno o klimatskim i pedoloskim uvjetima. U tablici 1 prikazani su udjeli komponenti
eteri¢nih ulja lovora s razli¢itih podrucja obale Hrvatske.

1z lista lovora izolirani su i flavoni (apigenin i luteolin), flavonoli (kaempferol, miricetin
i kvercetin), seskviterpenski laktoni, alkaloidi, glikozilirani flavonoidi i monoterpenski alkoholi
(Kaurinovic i sur., 2010). Lisce lovora sadrzi i do 25 masnih kiselina, od koji su najzastupljenije
palmitinska i linolenska kiselina. Takoder sadrzi Seéere (fruktozu, saharozu, glukozu i
trehalozu), polisaharide (alginat, fukoidan i laminaran) i organske kiseline (oksalnu, jabuc¢nu i
askorbinsku kiselinu). Prisutni su i norisoprenoidi, a, B, y i &-tokoferoli, jednostavni fenolni

spojevi i proantocijanidini (Alejo-Armijo i sur., 2017).

Tablica 1. Kemijski sastav i sadrzaj eteri¢nog ulja lovora (Kustrak, 2005)

Glavne Nalazista

komponente (%) Opatija Rijeka (Pulac) = Otok Krk (Kras)
a-pinen 3,6 3,8 4,7
sabinen 8,7 10,2 10,7
1,8-cineol 32,8 30,9 33,6
linalol 7,3 8,8 4,7
terpinen-4-ol 3,5 2,7 4,6
B-kariofilen 1,6 2,2 0,7
a-terpineol 3,5 4,6 3,7
a-terpinilacetat 10,2 8,6 9,1
metil-eugenol 4,8 5,6 8,8



eugenol 3,4 3,9 2,8
Postotak etericnog

0,87 1,36 1,53
ulja u listovima

2.1.4. Antioksidacijska aktivnost

Antioksidansi su bioaktivni spojevi koji sprje¢avaju ili smanjuju nepozeljne oksidacijske
reakcije. Mnogi zacini pokazuju znacajnu antioksidacijsku aktivnost koja se povezuje s
prisutnosc¢u fenolnih spojeva, posebice flavonoida i tokoferola (Altemimi i sur., 2017). Batool
i sur. (2020) odredivali su antioksidacijsku aktivnost u ekstraktima lovora mjerenjem
sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala, vodikovog peroksida i superoksidnog anionskog
radikala, smanjenjem snage i mijerenjem sposobnosti vezanja metala. Znacajna
antioksidacijska aktivnost u lovorovom listu primije¢ena je kod emulzije linolne kiseline, gdje
je pri koncentracijama od 20, 40 i 60 mg/mL inhibicija lipidne peroksidacije iznosila 94,2%,
97,7% i 98,6% (Batool i sur., 2020).

2.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka koji sadrze jedan ili viSe aromatskih
prstena na koje su vezane jedna ili vise hidroksilnih grupa (-OH). Topljivi su u vodi, a u
biljkama su Cesto vezani na Secerne jedinice u obliku glikozida. U biljnim organizmima imaju
ulogu zastite biljke i sudjeluju u njenom rastu. Smatra se da je upravo prisutnost fenolnih
spojeva u zacinima zasluzna za aromu, okus, boju i oporost (Muchuweti i sur., 2007). Fenoli
imaju brojne ucinke na ljudski organizam, sprjeCavaju bolesti srca, smanjuju razne upale,
smanjuju ucestalost pojave karcinoma i dijabetesa te smanjuju broj mutageneza (Khoddami i
sur., 2013). Nadalje, fenolni spojevi imaju znacajno antioksidacijsko djelovanje zahvaljujuci
sposobnosti da uklanjaju slobodne radikale, doniraju atome vodika ili elektrone i vezu katione

metala. Prema broju C atoma dijele se kako je prikazano u tablici 2 (Balasundram i sur., 2006).



Tablica 2. Podjela fenolnih spojeva u biljkama prema broju C atoma (Balasundram i sur.,
2006)

jednostavni fenoli, benzokinoni Ces
hidroksibenzojeve kiseline Ce-Cy
acetofenoni i fenilacetatne kiseline Ce-C

hidroksicimetne kiseline, fenilpropanoidi Cs-C3

naftokinoni Ce-Cq
ksantoni Cs-C1-Cs
stilbeni i antrakinoni Ce-C2-Cs
flavonoidi, izoflavonoidi Ce-C3-Cs
lignani i neolignani (C6-C3)2
biflavonoidi (Ce-C3-Cs)2
lignini (C6-C3)m
kondenzirani tanini (C6-C3-Co)n

Sadrzaj fenola u lovorovom listu ovisi o podrijetlu biljke, klimatskim uvjetima, uvjetima
uzgoja i o vremenu berbe, a udio fenola u ekstraktima ovisi 0 metodi i uvjetima ekstrakcije.
Ukupne fenolne sastojke ekstrakta lovorovog lista Kaurinovic i Vastag (2019) odredivali su u
ekstraktima etanola, etil-acetata i n-butanola. Najmanja koncentracija prisutna je u ekstraktu
etanola (2,41 mg GAE/g suhe tvar), potom slijedi ekstrakt n-butanola (3,96 mg GAE/g suhe
tvari), a najveca je koncentracija odredena u ekstraktu etil-acetata (4,53 mg GAE/g suhe
tvari). §kerget i sur. (2005) su provodedi ekstrakciju uz metanol kao otapalo odredivali ukupne
fenolne spojeve prisutne u zacinskom mediteranskom bilju te su iz lovorovog lista ekstrahirali

99,7 g GAE/ kg ukupnih fenola, 29,9 g/kg proantocijanidina i 80,1 mg/ kg flavonoida.

2.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su biljni pigmenti koji se sastoje od dva benzenova prstena povezana preko
jedinice C;, kemijske formule Cs-Cs-Cs (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019). Derivati su aromatskih
amino kiselina, fenilalanina i tirozina (Khoddami i sur., 2013). U skupinu flavonoida pripadaju
flavoni, flavonoli, izoflavonoli, antocijani, antocijanidini, proantocijanidini i katehini, a
odgovorni su za zutu, narancastu, crvenu, plavu i ljubi¢astu boju biljaka. Uloga flavonoida je
zastita biljke od UV zracenja i oksidacijskog stresa, djelujuéi tako da uklanjaju slobodne
radikale poput reaktivnih kisikovih Cestica (ROS — reactive oxygen species) i ketalnih metala



koji stvaraju ROS. Antioksidacijska aktivnost povezuje se sa strukturom flavonoida odnosno
prisutnoS¢éu konjugiranih dvostrukih veza i pojavom funkcionalnih skupna u aromatskim
prstenima (Gali¢, 2020).

Kaurinovi¢ i Vastag (2019) ekstrahirali su bioaktivne spojeve iz lovorovog lista pomocu
metanola te su kao najzastupljenije flavonoide detektirali kaempferol-3-O-glukozid (56,15
Mg/g), kvercetin-3-O-glukozid (31,18 pg/g), kvercetin (21,62 pg/g), rutin (17,44 ug/q)
kaempferol (11,97 ug/q), kvercitin (7,14 pg/q) i luteolin (5,19 pg/g) (slika 2). Visoki udjeli
ukupnih flavonoida odredeni su u ekstraktima etil-acetata i n-butanola, dok je najmanji udio
odreden u ekstraktu etanola i vodenom ekstraktu. ékerget i sur. (2005) su iz lovorova lista
kao najzastupljenije flavonoide metanolom ekstrahirali 31,90 mg/kg kvercetina i 48,22 mg/ kg
kaempferola.
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Slika 2. Kvercetin (lijevo), kaempferol (sredina) i rutin (desno) (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019)

2.2.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su derivati benzojeve (C¢-Ci) i cimetne (Cs-C3) kiseline. Derivati
cimetne kiseline, posebice hidroksicimetne kiseline su prekursori u biokemijskim reakcijama
sinteze fenolnih spojeva u biljkama (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019). Fenolne kiseline takoder
doprinose antioksidacijskom kapacitetu zahvaljujuéi mogucnosti da djeluju kao reducirajuca

sredstva, donatori vodika i u neutralizaciji reaktivnog kisika (Gali¢, 2020).

Kaurinovic¢ i Vastag (2019) ekstrahirali su bioaktivne spojeve iz lovorovog lista pomocu
metanola te su od fenolnih kiselina u visokom udjelu detektirali p-hidroksibenzojevu (38,46
ug/g), kafeinsku (16,18 ug/g), klorogensku (13,11 pg/g) i ruzmarinsku kiselinu (slika 3).
Muchuweti i sur. (2007) su upotrebom HPLC analize odredivali sastav fenola u zacinskom bilju.

U lovorovom listu detektirali su prisutnost tri fenolne kiseline: vanilinske, kafeinske i ferulinske.
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Slika 3. Ruzmarinska kiselina (lijevo) i kafeinska kiselina (desno) (Kaurinovi¢ i Vastag, 2019)

2.2.3. Tanini

Tanini su fenolni spojevi koji se dijele na kondenzirane tanine i tanine koji se mogu
hidrolizirati. Kondenzirani tanini nastaju povezivanjem flavonoidnih jedinica, a uglavhom su
prisutni u drvenastim biljkama. Tanini koji se mogu hidrolizirati su heterogeni polimeri koji
sadrze fenolne kiseline i jednostavne Secere. Glavna uloga tanina u biljkama je obrambena,
djeluju kao otrov koji reducira rast i prezivljavanje mnogih herbivora, a prilikom konzumacije

uzrokuju ostar i trpak okus u ustima (Gali¢, 2020).

Muchuweti i sur. (2007) su tijekom istrazivanja sastava fenola u zacinskom bilju, u
lovorovom listu odredili ukupnu koncentraciju fenola koja je iznosila 12,09 mg GAE/g uzorka

te koncentraciju tanina koja je iznosila 9,44 mg GAE/g uzorka.

2.3. Metode ekstrakcije fenolnih spojeva

Ekstrakcija je specificna metoda djelomicnog ili potpunog izdvajanja bioloski aktivnih
spojeva iz homogenih smjesa kod koje se topljive komponente odvajaju od netopljivih ili manje
topljivih komponenata otapanjem u prikladnom otapalu. Otapala koja se najceSce primjenjuju
za ekstrakciju bioaktivnih spojeva su voda, organska otapala poput metanola, etanola, acetona
i etera ili superkriti¢ni ugljikov dioksid (Herceg, 2011; Shirsath i sur., 2012). Izbor otapala za
ekstrakciju ovisi o svojstvima tvari koje se zele ekstrahirati (povrsinskoj napetosti, viskoznosti,

tlaku isparavanja i polarnosti otapala) (Shirsath i sur., 2012).

Ekstrakcija se odvija u tri faze: mijeSanje smjese iz koje se ekstrahiraju tvari i otapala u
jednom ili viSe stupnjeva, zadrzavanje smjese u otapalu kroz odredeno vrijeme i odvajanje
otapala s otopljenim tvarima (Herceg, 2011). ProciS¢avanje ekstrakta od smjese moze se
provesti filtracijom, centrifugiranjem ili kromatografijom na koloni. Izolirani bioloski aktivni
spojevi u ekstraktima odreduju se pomocu raznih metoda analiza: nuklearnom magnetskom

rezonancijom, infracrvenim  zraCenjem, kromatografskim metodama, masenom



spektrometrijom, UV/Vis spektrofotometrijom ili kristalografijom X-zrakama (Altemimi i sur.,

2017).

Tijekom perioda zadrZzavanja smjese s otapalom odvija se prijenos mase topljivih tvari iz

uzorka u otapalo. Ekstrakcija je najucinkovitija ako je vrijeme zadrzavanja dovoljno da otapalo

efikasno otopi topljivu tvar (Herceg, 2011). Koliko ¢e ekstrakcija trajati ovisi o:

Topljivosti tvari koje ekstrahiramo u odabranom otapalu; Sto je topljivost tvari veca,
vrijeme potrebno za ekstrakciju ¢e biti krace.

Temperaturi ekstrakcije; visSa temperatura pospjesuje otapanje topljive tvari i brzinu
njezine difuzije u otapalu, a samim time pospjesuje i ekstrakciju, no uslijed osjetljivosti
bioaktivnih spojeva na visoku temperaturu, ekstrakcije nezeljenih sastojaka pri viSim
temperaturama i ekonomicnosti, ekstrakcija se najéeSce provodi na temperaturama
manjim od 100°C.

Povrsini krute tvari iz koje ekstrahiramo; prilikom ekstrakcije materijal se Cesto
usitnjava jer se tako povecava dodirna povrsina izmedu materijala i otapala ¢ime se
povecava brzina prijenosa mase.

Viskoznosti otapala; ako otapalo ima manju viskoznost lakSe ¢e prodirati u kruti
materijal.

Protoku otapala; ako je protok otapala veéi smanjit ¢e granicni sloj izmedu
koncentrirane otopine i povrSine materijala i povecat ¢e se brzina ekstrakcije.
Unutarnjoj difuziji otapala kroz materijal; ako se ekstrahira iz biljnog materijala koji
sadrzi stani¢nu stijenku, difuzija je otezana te se da bi se olakSao i skratio put difuzije

otapala biljni materijal usitnjava (Herceg, 2011).

Metode ekstrakcije dijele se na tradicionalne i nove metode. Tradicionalne metode poput

Soxhlet ekstrakcije, maceracije i vodene destilacije karakterizirane su primjenom visokih

temperatura i duljim vremenom ekstrakcije Sto moze dovesti do degradacije bioaktivnih

spojeva te potrosnjom i isparavanjem velikih koli¢ina otapala. Upravo iz tih razloga sve se

cesce pribjegava novim metodama ekstrakcije kao Sto su ekstrakcija superkritinim fluidima,

ekstrakcija uz primjenu visokog tlaka, ekstrakcija potpomognuta enzimima, mikrovalovima ili

ultrazvukom. Cilj novih metoda je upotreba manje opasnih hlapljivih organskih otapala,

postizanje vece kvalitete ekstrakta, skraceno vrijeme ekstrakcije, provedba pri nizim

temperaturama, ekonomicnost i ekoloska prihvatljivost (Sahne i sur., 2016).



2.3.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

2.3.1.1. Ultrazvuk

Ultrazvuk je zvucni val frekvencije izmedu 20 kHz i 100 MHz, izvan dosega ljudskog
sluha (Sahne i sur., 2016). Energija ultrazvuka je okarakterizirana snagom i intenzitetom zvuka
te gustocom zvucne energije prema ¢emu se dijeli na ultrazvuk niskog intenziteta, ispod 1
Wcm?3, koji koristi frekvencije vise od 100 kHz i ultrazvuk visokog intenziteta, iznad 1 Wem’3,
s rasponom frekvencija od 18 do 100 kHz (Dolatowski i sur., 2007). Ultrazvuk je odreden

amplitudom, frekvencijom, valnom duljinom i koeficijentom prigusenja.

Ultrazvucni postav se sastoji od generatora, koji pretvara elektri¢nu energiju u visoku
frekvenciju izmjenicne struje, i pretvornika, koji pretvara visoku frekvenciju izmjenic¢ne struje
u mehanicke vibracije. Nastale mehanicke vibracije uzrokuju kavitaciju. Ovisno o nacinu
izvedbe ultrazvucni postav sadrZi ili ultrazvucnu sondu (slika 4) ili ultrazvucnu kupelj (Brncic i
sur., 2009). Ultrazvu¢na kupelj se sastoji od spremnika s jednim ili viSe ultrazvucnih
pretvornika te obi¢no radi na frekvenciji od 40 kHz. Jeftine su i dostupne, mogude je tretirati
viSe uzorka istodobno, ponovljivost je manja te se intenzitet ultrazvuka smanjuje prolaskom
kroz vodu u spremniku i stakleno posude u kojem se nalaze uzorci. Ultrazvuéne sonde obi¢no
rade na frekvenciji od 20 kHz, a pretvornik je direktno povezan sa sondom koja se uranja
direktno u uzorak. Na taj se nacin smanjuje gubitak ultrazvucne energije te se intenzitet
prenosi kroz manju povrSinu u usporedbi s ultrazvu¢nom kupelji (Chemat i sur., 2017).
Nedostatak upotrebe ultrazvucne sonde je neprestani kontakt sonde i uzorka ¢ime se smanjuje
ponovljivost i preciznost, povecava se temperatura u uzorku te je vedi rizik od oneciséenja i

stvaranja pjene (Khoddami i sur., 2013; Chemat i sur., 2017).

Slika 4. Ultrazvucni postav sa sondom (Vlastita fotografija)
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2.3.1.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom Kkoristi se ultrazvuk visokog intenziteta
najcesée u rasponu frekvencija od 20 do 40 kHz. Ultrazvuk visokog intenziteta uzrokuje fizicke
promjene biljnog materijala koje dovode do skraéivanja vremena provedbe i povecanja
ucinkovitosti ekstrakcije (Dolatowski i sur., 2007). Ultrazvucni intenzitet proporcionalan je
amplitudi ultrazvuka te razina kavitacije ovisi o amplitudi, no ve¢a amplituda nuzno ne znadi
ucinkovitiju ekstrakciju (Tiwari, 2015). NajéeS¢e korisStena otapala za ekstrakciju
potpomognutu ultrazvukom fenolnih spojeva iz biljaka su etanol, kombinacija etanol/voda,
voda i aceton (Dent i sur., 2015). Iako je u klasi¢nim ekstrakcijama poput Soxhlet ekstrakcije
etanol manje ucinkovit od metanola, u ekstrakciji potpomognutom ultrazvukom upotreba
etanola rezultirala je pojacanjem ukupnog antioksidacijskog kapaciteta te se etanol uz manju
toksicnost i dobivanje iz obnovljivih izvora pokazao kao efikasno i odrzivo otapalo za

ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom (Rodrigues i Fernandes, 2009).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom bazira se na pojavi fenomena kavitacije.
Prolaskom zvuc¢nih valova ultrazvuka kroz tekuéi medij nastaju longitudinalni valovi, koji
uzrokuju izmjene ciklusa kompresije i ekspanzije. Dolazi do izmjenjivanja visokog i niskog tlaka
uslijed ¢ega se u otapalu stvara veliki broj mjehuri¢a plina. Veli¢ina nastalih mjehuri¢a oscilira
kako oscilira i tlak te u fazi ekspanzije malo viSe narastu nego Sto se smanje tijekom
kompresije. Dosezanjem odredene kritiCne veli¢ine mjehuri¢ plina viSe ne moze apsorbirati
energiju te dolazi do implozije mjehuri¢a plina, odnosno mjehuri¢ plina se urusava u sebe.
Implozijom mijehuri¢a oslobada se velika kolic¢ina energije te dolazi do porasta temperature i
tlaka (Brncic i sur., 2009; Chuo i sur., 2020). Kada energija ultrazvuka nije dovoljna da se
zadrzi plinska faza dolazi do brze kondenzacije plinovitih mjehuri¢a te uslijed njihova sudaranja
nastaju Sok valovi koji takoder uzrokuju porast temperature (Brncic¢ i sur., 2009). Implozija
nastalih kavitacijskih mjehuri¢a uzrokuje kemijske fizikalne i mehanic¢ke promjene u biljnom
materijalu. Uslijed nastalih promjena dolazi do lakSe hidratacije materijala, ostecenja stanicnih
stijenka i povecanja njezinih pora. OlakSava se difuzija otapala u stanice materijala, olakSava
se otpustanje bioaktivnih spojeva iz stanica i povecava se prijenos mase (Muniz-Marquez i
sur., 2013; Vilkhu i sur., 2008). Pojava kavitacije ovisi o karakteristikama ultrazvuka
(amplitudi, frekvenciji i intenzitetu), o duljini ekstrakcije, temperaturi i vlaznosti,
primijenjenom otapalu, ali i o svojstvima proizvoda: viskoznosti, gustodi i povrsinskoj napetosti
(Brnci¢ i sur., 2009; Chuo i sur., 2020). Kako se uzorci tijekom ekstrakcije uslijed zvucne
energije zagrijavaju potrebno je kontrolirati temperaturu. Visoka temperatura otapala
pojacava difuziju prijenosa tvari, ali smanjuje kavitaciju i dolazi do razgradnje termolabilnih
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bioaktivnih spojeva (Tiwari, 2015). Chemat i sur. (2017) su proucavajuéi u¢inak ultrazvuka na
biljni materijal primijetili da uz kavitaciju ultrazvuk djeluje i drugim neovisnim ili kombiniranim

mehanizmima poput fragmentacije, erozije, kapilarnosti, destrukcije i sonoporacije.

Prednosti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom u odnosu na klasiéne metode su:
skraceno vrijeme ekstrakcije, nize temperature ekstrakcije, ponovljivost, veéi prinosi
bioaktivnih spojeva, upotreba manjih koli¢ina otapala, veéa Cistoéa i selektivnost ekstrakta,
povecana produktivnost, usteda energije i ekoloska prihvatljivost (Dent i sur., 2015; Chemat
i sur., 2017; Sahne i sur., 2016). Mjehurici nastali kavitacijom povecavaju hidrofobni karakter
ekstrakcijskog otapala Sto olakSava ekstrakciju polarnih otapala i smanjuje potrebu za
upotrebom nepozeljnih hidrofobnih ili jako polarnih ekstrakcijskih otapala (Vilkhu i sur., 2008).
Nedostatak ultrazvucne ekstrakcije je povremen Stetan utjecaj energije ultrazvuka na
bioaktivne spojeve zacCinskog i ljekovitog bilja Sto moZe dovesti do formiranja slobodnih
radikala i neZeljenih promjena na molekulama (Handa i sur., 2008; Chuo i sur., 2020). Zbog
dobre izvedbe ekstrakcije i jednostavnosti, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom se sve vise
koristi prilikom ekstrakcije bioaktivnih tvari iz biljnog materijala (Chuo i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

3.1.1.
Za provedbu eksperimentalnog dijela ovog zavrSnog rada koristeni je suhi list lovora

Uzorci lista lovora

(Laurus nobilis) s podrudja Lovrana ubran u studenom 2020. godine, od proizvodaca Safram

d.o.o. (Zagreb, Hrvatska). Prije provodenja analiza suhi listovi lovora su usitnjeni u elektricnom

mlincu (GT11, Tefal, Rumily, Francuska).

3.1.2.

YV V V V V

YV V V V V V

3.1.3.

Kemikalije

Etanol, 50 %-tni (Lach:ner, Neratovice, Ceska Republika)

Etanol, 70 %-tni (Lach:ner, Neratovice, Ce$ka Republika)

Etanol, 96 %-tni (Lach:ner, Neratovice, Ce$ka Republika)

Folin — Ciocalteu reagens (F.C. reagens) (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
Galna kiselina (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (CARLO ERBA Reagets, Le Vaudreuil,
Francuska)

Klorovodicna kiselina, 37%-tna (CARLO ERBA Reagets, Le Vaudreuil, Francuska)
Natrij-acetat trihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat anhidrid (Lach:ner, Beratovice, Cedka Republika)

Trolox (Acros Organics, New Jersey, SAD)

TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)

Zeljezo (I1I)-klorid heksahidrat (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska)

Otopine

Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: Odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u
koju se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom
vodom do oznake.

FRAP reagens

Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se
pomijeSa 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Zeljezo
(III)-klorida u omjeru 10:1:1.

Klorovodicna kiselina, 40 mM
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3.1.4.

YV V VY

Priprema: Otpipetira se 330 L 37 %-tne klorovodicne kiseline i nadopuni destiliranom
vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Trolox, 2 mM

Priprema: Odvaze se 0,0501 g Troloxa. Odvaga se kvantitativho prenese u odmjernu
tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom.

Standard galne kiseline

Priprema: OdvaZze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
10 mL 96%-tnog etanola kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL
i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
Zasicena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom se ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva
karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici do 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

Zeljezo (111)-klorid heksahidrat (FeCl3 x 6H20), 20 mM

Priprema: Odvaze se 0,541 g zeljezo (III)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do

oznake s destiliranom vodom.

Instrumenti i pribor

Analiticka vaga (+ 0,0001 g), (OHAUS, AX224, Parsippany, SAD)

Centrifuga (Hettich, Rotofix 32, Tuttlingen, Njemacka)

Spektrofotometar (VWR, UV-1600PC Spectrophotometer, Pennsylvania, SAD)
Termicka kupelj (BUCHI, Heating Bath B-490, Flawil, Svicarska)

Ultrazvuk (Heilscher, UP200Ht ultrasonic processor, Teltow, Njemacka); sonda od
titanija, @ 14 mm, (154 mm?), duljine cca. 80 mm, vanjski naboj M6x0,75, za uzorke
od 50 mL do 1000 mL, omjer amplitude cca. 1:1,2

Vortex (IKA, MS2 Minishaker, Staufen, Njemacka)

Automatske pipete 100-1000 pL, 0,5-5 mL
Erlenmeyerove tikvice od 50 mL
Filter papir
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Infracrveni termometar
Kivete za Cuvanje uzorka
Menzure od 50 mL
Odmijerne tikvice od 50 mL
Plasti¢na ladica za vaganje
Staklene Case

Staklene epruvete
Staklene kivete

V V V V V V V V V

Stakleni lijevci

3.2. Metode rada

Ekstrakti iz suSenog i usitnjenog lovorovog lista dobiveni su ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom, a potom je u dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski
odreden maseni udio fenolnih spojeva te antioksidacijski kapacitet FRAP metodom.

3.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija fenolnih spojeva lovora provedena je prema eksperimentalnom dizajnu
prikazanom u tablici 3. S ciljem utvrdivanja utjecaja parametara ekstrakcije na maseni udio
fenolnih spojeva lovora i antioksidacijsku aktivnost ekstrakata varirano je vrijeme ekstrakcije
(5, 10i 15 min), amplituda ultrazvuka (50, 75 i 100 %) i koncentracija etanola u otapalu (50
i 70 %). Sve ekstrakcije su provedene pri konstantnoj frekvenciji (26 kHz) i snazi ultrazvuka
(200 W), primjenom sonde promjera 14 mm.

Za ekstrakciju se odvaze 1g suhog, usitnjenog lovorovog lista te se prelije s 40 mL
otapala. Sonda ultrazvuka se uroni u sredinu tikvice s otapalom i uzorkom te se ekstrakcija
provede po zadanim parametrima. Tijekom ekstrakcije temperatura se hladenjem reakcijske
smjese ledom odrzava ispod 50°C kako ne bi doslo do razgradnje fenolnih spojeva uslijed
visokih temperatura. Nakon ekstrakcije, uzorci se centrifugiraju i filtriraju kroz filter papir u
odmijerne tikvice od 50 mL, te se nadopune do oznake s odgovarajuc¢im otapalom. Dobiveni

ekstrakti skladiste se na temperaturi od +4°C do provodenja analiza.
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Tablica 3. Eksperimentalni dizajn za izolaciju fenolnih spojeva lovora primjenom ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom

Broj uzorka % EtOH Vrijeme (min) Amplituda

(%)
1 50 5 50
2 75
3 100
4 10 50
5 75
6 100
7 15 50
8 75
9 100
10 70 5 50
11 75
12 100
13 10 50
14 75
15 100
16 15 50
17 75
18 100

3.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Koncentracija ukupnih  fenola u dobivenim ekstraktima se odreduje
spektrofotometrijskom metodom koja se bazira na reakciji fenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu
reagensom odnosno sa smjesom fosfowolframove i fosfomolbidenske kiseline u alkalnim
uvjetima (Shortle i sur., 2014). Uslijed oksidacije fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima,
fosfowolframova i fosfomolbidena kiseline se reduciraju u plavo obojene volframov i
molbidenov oksid. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrom na valnoj duljini
od 765 nm te se iz dobivenih apsorbancija pomo¢u bazdarnog pravca galne kiseline odreduju
maseni udijeli fenola. Nastalo obojenje ovisi o broju hidroksilnih, oksidirajué¢ih grupa u

fenolnim spojevima, te je intenzivnije Sto je broj tih skupina veci.
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Na;WO4/Na;MoO4 + Fenol — (fenol-MoW11040)*
Mo(VI) (Zuto obojen) + e — Mo(V) (plavo obojen)

3.2.2.1. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Prethodno pripremljene ekstrakte iz lista lovora dobivene ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom za potrebe odredivanja ukupnih fenola spektrofotometrijom
potrebno je prethodno razrijediti 5 puta.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa (pomocu Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25
minuta pri temperaturi od 50°C (u kupelji od rotavapora). Na isti nacin pripremi se i slijepa
proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 pL otapala za ekstrakciju (50%-tni i 70%-tni etanol).
Potom se na spektrofotometru pri valnoj duljini 765 nm mjeri apsorbancija odnosno opticka
gustoca otopine.

3.2.2.2. Izrada bazdarnog dijagrama galne kiseline

Za pripremu baZdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline, otopi u 10 mL 96 %-
tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od
pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5i 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
ML otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 pL Folin-Ciocalteu
reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 mL zasiene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa (pomocu Vortexa), a uzorci se potom termostatiraju 25
minuta pri T=50°C (u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane
vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoéu programa
Microsoft Excel pri ¢emu se na apscisu nanose koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm (slika 5). Koncentracija ukupnih fenola

izraCuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 5. Bazdarni dijagram galne kiseline

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y= 0,0035 * X(R?=0,9998)

Gdje je: Y — apsorbancija pri 765 nm
X - koncentracija galne kiseline
R? — koeficijent determinacije

Koncentracije ukupnih fenola izrazavaju se su u mg GAE/g osusenog lovorovog lista kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda temelji se na reakciji redukcije
Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-trpiridil-s-triazina (TPTZ) u kiselom mediju pri ¢emu
nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 583
nm. FRAP vrijednosti naj¢esce se izrazavaju preko FeSQs, askorbinske kiseline ili Trolox

ekvivalenta (Benzie i Strain, 1996).

3.2.3.1. Postupak odredivanja
Prethodno pripremljene ekstrakte iz lista lovora dobivene ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom za potrebe odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP

metodom potrebno je prethodno razrijediti 20 puta.
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U staklene epruvete redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080
WL FRAP reagensa, dobro se promijeSa (pomocu Vortexa) te 5 minuta termostatira pri T=37
°C. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, a
umjesto uzorka dodaje se ekstrakcijsko otapalo (50%-tni ili 70%-tni etanol).

3.2.3.2. Izrada baZzdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) tako da se odvaze 0,0501 g Troloxa. Odvaga se
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake 96%-tnim
etanolom. Od pripremljene otopine Troloxa rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10
mL tako da se otpipetira redom: 0,125, 0,5, 0,625, 1,25, 2,5 i 5 mL alikvota standardne
otopine Troloxa u svaku tikvicu. Odmjerne tikvice se potom nadopunjavaju do oznake 96%-
tnim etanolom. Koncentracije Troloxa u tim tikvicama iznose: 25, 100, 125, 50 i 1000 pmol/L.
Nakon toga, u staklene epruvete redom se otpipetira 240 L destilirane vode, 80 pL otopine
standarda iz prethodno pripremljenih odmjernih tikvica i 2080 yL FRAP reagensa. Potom slijedi
mijeSanje (pomocu Vortexa) i termostatiranje pri T=37°C. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.
Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, gdje se umjesto uzorka dodaje 96%-tni etanol. 1z
izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoéu programa Microsoft
Excel pri ¢emu se na apscisu nanose koncentracije Troloxa (umol/L), a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 593 nm (slika 6). Antioksidacijski kapacitet uzorka odreden FRAP

metodom izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 6. Bazdarni dijagram Troloxa
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y=0,0013 * X (R?=0,9995)

Gdje je: Y - apsorbancija pri 593 nm
X - ekvivalent Troloxa (TE) (pmol/L)

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazava se u pmol TE/ g osusenog lovorovog lista kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti maseni udio ukupnih fenolnih spojeva i antioksidacijski
kapacitet u ekstraktima lovorovog lista izoliranim primjenom ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom uz 50%-tni i 70%-tni etanol kao otapalo. Ekstrakcija se provodila pri amplitudama
od 50, 75 100% u vremenu trajanja od 5, 10 i 15 minuta. U ekstraktima je odreden maseni
udio ukupnih fenola spektrofotometrijskom metodom mjerenjem apsorbancije na 765 nm i
antioksidacijski kapacitet primjenom FRAP metode i mjerenjem apsorbancije na 593 nm.
Maseni udio ukupnih fenola je prikazan u tablici 4, dok je antioksidacijski kapacitet prikazan u
tablici 6.

4.1. Odredivanje masenog udjela ukupnih fenola

Fenolni spojevi su razli¢itog kemijskog sastava. Mogu biti topljivi u vodi ili u mastima,
mogu se nalaziti neotopljeni ili vezani na stanicnu membranu pa ucinak ekstrakcije ukupnog
masenog udjela fenola uvelike ovisi o provedenoj ekstrakciji i primijenjenom otapalu
(Ishtiaque i sur., 2015).

Tablica 4. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima lovora

dobivenim ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom

Vrijeme

Broj uzorka Otapalo l(\o';;')’ lituda zl;siar)akcije TZ%SQE:{: gD
1 5 11,54+0,25
2 50 10 23,54+0,61
3 15 11,09+0,55
4 5 7,90+0,40
5 50%-tni EtOH 75 10 25,90+1,16
6 15 11,57+0,15
7 5 17,51+1,06
8 100 10 12,71+£0,35
9 15 26,68+1,01
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10 5 16,70+0,05

11 50 10 26,69+1,01
12 15 25,42+0,20
13 5 24,48+1,06
14 70%-tni EtOH 75 10 21,71+0,55
15 15 20,12+0,30
16 5 26,59+1,41
17 100 10 23,19+1,26
18 15 18,12+1,01

Ekstrakcijom iz osuSenog lovorovog lista 50%-tnim etanolom u dobivenim ekstraktima
udio ukupnih fenola varira od 7,90+0,4 do 26,68+1,01 mg GAE/ g uzorka. Ekstrakcijom 70%-
tnim etanolom udio fenolnih spojeva je nesto visi te varira od 16,70+0,05 do 26,69+1,01 mg
GAE/ g uzorka (tablica 4). Dobiveni rezultati su u skladu s istraZivanjem koje je provela Macut
(2019), koja je u ekstraktima lovora nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom pri
amplitudama 30, 50 i 100% i vremenu ekstrakcije 5, 10 i 15 minuta primjenom otapala etanol-
voda (1:1) utvrdila raspon fenolnih spojeva od 5,55+2,86 do 25,37+3,06 mg GAE/g uzorka.

Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj (p<0,05) koncentracije etanola
koriStenog za ekstrakciju, vremena trajanja ekstrakcije i amplitude ultrazvuka primijenjene
tijekom ekstrakcije na masenu koncentraciju ukupnih fenola u ekstraktima lista lovora (tablica
5).

Tablica 5. Analiza varijance utjecaja koncentracije etanola, vremena i amplitude ultrazvuka

na koncentraciju ukupnih fenola u ekstraktima lista lovora

Ukupni fenoli, mg GAE/g

F P
Koncentracija EtOH, % 510,04 0,00
Vrijeme, min 114,69 0,00
Amplituda, % 23,93 0,00

*statisticki znacajan utjecaj na 95% razini vjerojatnosti
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Usporedujuci ekstrakciju 50%-tnim i 70%-tnim etanolom kao bolje otapalo se pokazao
70%-tni etanol jer se pri istim amplitudama i tijekom istog vremena u vecini slucajeva
ekstrahirao vec¢i udio fenolnih spojeva. Vecu ucinkovitost 70%-tnog etanola kao otapala
prilikom ekstrakcije zabiljezili su i Muniz-Marquez i sur. (2014). Proveli su ekstrakciju uz refluks
iz lovorovog lista u 0%-tnom, 35%-tnom i 70%-tnom etanolu te se najveci udio ukupnih

fenolnih spojeva ekstrahirao primjenom 70%-tnog etanola.

Udio ekstrahiranih fenolnih spojeva ovisi o primijenjenoj amplitudi i vremenu
izloZzenosti toj amplitudi. Kada se ekstrakcija provodi tijekom 5 minuta udio fenolnih spojeva
raste kako se primjenjuju vece amplitude te je najveéi uz primjenu amplitude od 100%. Kada
se vrijeme ekstrakcije produlji na 10 i 15 minuta upotrebom sve visSih amplituda dolazi do
opadanja udjela ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima te je najvedi udio ekstrahiran kod
amplitude od 50%. Provedbom ekstrakcije 50%-tnim etanolom tijekom 10 minuta primije¢eno
je odstupanje jer je najvedi udio fenolnih spojeva odreden upotrebom amplitude od 75% i
provedbom ekstrakcije tijekom 15 minuta kada je najveéi udio ukupnih fenolnih spojeva
odreden upotrebom amplitude od 100%.

Ekstrakcijom 50%-tnim etanolom pri amplitudama od 50 i 75% s produljenjem
vremena ekstrakcije od 5 do 10 minuta raste i udio fenolnih spojeva (23,54+0,61 i 25,90+1,16
mg GAE/g uzorka), a nakon 10 minuta ekstrakcije udio fenolnih spojeva opada. Kod amplitude
od 100% s duljinom trajanja ekstrakcije raste i udio ukupnih fenolnih spojeva te je najveci
udio ekstrahiran tijekom 15 minuta (26,68+1,01 mg GAE/g uzorka). Ekstrakcijom 70%-tnim
etanolom pri amplitudi od 50% najveéi udio fenolnih spojeva je odreden kod ekstrakcije
tijekom 10 minuta (26,69+1,01 mg GAE/g uzorka), dok je pri viSim amplitudama najveci udio
ekstrahiran tijekom 5 minuta (24,48+1,06 i 26,59+1,41 mg GAE/g uzorka), a daljnjom
ekstrakcijom udio fenolnih spojeva opada. Moze se zakljuciti da je kod visih amplituda dovoljna
krata ekstrakcija da bi se ekstrahirao jednak udio fenolnih spojeva kao prilikom nizih
amplituda.

Dobiveni podaci koji ukazuju na maksimalnu masenu koncentraciju ukupnih fenola u
ekstraktu dobivenom ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom do 10 minuta, te smanjenje
udjela fenolnih spojeva s produljenjem ekstrakcije, slazu se s istrazivanjem Upadhyay-a i sur.
(2015) i Rincon-a i sur. (2019). Do opadanja udjela fenolnih spojeva tijekom dulje ekstrakcije
pri viSim amplitudama moze doci jer dulje tretiranje uzrokuje zagrijavanje ekstrakcijskog
otapala, a porast temperature dovodi do razgradnje bioloski aktivnih spojeva poput fenola.
Drugi razlog koji je mogao dovesti do smanjenja udjela fenola pri viSim amplitudama je

progresivno povecanje intenziteta ultrazvuka pri ¢emu se stvara viSe Supljina koje ometaju
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Sirenje ultrazvucnih valova. Nastale Supljine se spajaju i stvaraju vece Supljine koje slabije
implodiraju te je kavitacijski u¢inak na biljne stanice slabiji pa se samim time smanjuje i
izdvajanje bioaktivnih spojeva iz biljnih stanica (Upadhyay i sur., 2015). Nadalje, visok
intenzitet ultrazvuka i pojava kavitacije mogu dovesti i do razgradnje ekstrahiranih spojeva i
nastanka slobodnih radikala koji dodatno ubrzavaju njihovu razgradnju (Tiwari, 2015; Rincon
i sur., 2019; Gonzalez de Peredo i sur., 2019). Miljanovic i sur. (2020) su takoder zabiljezili
opadanje udjela fenolnih spojeva pri viSim amplitudama i tijekom dulje ekstrakcije.

Sveukupno gledajuci kao najbolji uvjeti ekstrakcije, pri kojima su ekstrahirani najveéi
udjeli fenolnih spojeva, pokazali su se ekstrakcija 50%-tnim etanolom pri amplitudi od 75%
tijekom 10 minuta (25,90+1,16 mg GAE/g uzorka) i pri amplitudi od 100% tijekom 15 minuta
(26,68+1,01 mg GAE/g uzorka), te ekstrakcija 70%-tnim etanolom pri amplitudi od 50%
tijekom 10 minuta (26,69+1,01 mg GAE/g uzorka) i pri amplitudi od 100% tijekom 5 minuta
(26,59+1,41 mg GAE/g uzorka). Uzimajuci u obzir ekonomicnost samog postupka ekstrakcije
najprihvatljivijom za daljnju upotrebu su se pokazale ekstrakcija 50%-tnim etanolom kod
amplitude 75% tijekom 10 minutu i ekstrakcija 70%-tnim etanolom kod amplitude 50%
tijekom 10 minuta jer se kroz krace vrijeme i nizu amplitudu, a time i uz manju potrosnju
energije ekstrahira visok udio fenolnih spojeva koji se znacajno ne razlikuje od udjela fenola
u ekstraktima dobivenim primjenom 50%-tnog i 70%-tnog etanola pri amplitudi od 100%.

4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Antioksidacijski kapacitet se koristi kao parametar koji pokazuje prisutnost bioaktivnih i
funkcionalnih komponenti u nekoj otopini ili ekstraktu. Postoji viSe razliCitih postupaka za
njegovo odredivanje pa su dobiveni rezultati o antioksidacijskim svojstvima Cesto ograniceni
(Muniz-Marquez i sur., 2014). U ovom radu antioksidacijska aktivnost ekstrakata lovorovog
lista se odredivala FRAP metodom.
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Tablica 6. Rezultati dobiveni odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom u

ekstraktima lovora dobivenim ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom

Broj uzorka Otapalo Amplituda Vrijeme HMol TE/ g
(%) ekstrakcije suhog uzorka
(min) + SD

1 5 159,09+3,25
2 50 10 218,56+0,54
3 15 182,86+1,09
4 5 224,60+2,17
5 50%-tni EtOH 75 10 263,16+3,26
6 15 220,81+7,59
7 5 172,82+0,00
8 100 10 181,73+4,34
9 15 178,25+6,52
10 5 194,78+10,84
11 50 10 183,20+2,17
12 15 155,30+4,88
13 5 162,25+10,82
14 70%-tni EtOH 75 10 210,80+5,97
15 15 158,07+14,61
16 5 111,80+5,41
17 100 10 159,17+4,88
18 15 197,86+2,72

Ekstrakcijom iz osusenog lovorovog lista 50%-tnim etanolom u dobivenim
ekstraktima antioksidacijski kapacitet varira od 159,09+3,25 do 263,16%3,26 pmol TE/ g
suhog uzorka. Ekstrakcijom 70%-tnim etanolom antioksidacijski kapacitet varira od
111,80+5,41 do 210,80+5,97 pmol TE/ g suhog uzorka (tablica 6). Lu i sur. (2011) su u svom
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istrazivanju ekstrakcijom iz lovorovog lista, 60%-tnim etanolom kroz 24 h pri 35°C, odredili
visoku antioksidacijsku aktivnost i visok udio fenolnih spojeva. Primjenom FRAP metode i
mjerenjem apsorbancije dobivenog ekstrakta pri 593 nm odredili su antioksidacijski kapacitet
od 504,25+26,74 pmol TE/ g suhog uzorka.

Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj (p<0,05) koncentracije etanola
koriStenog za ekstrakciju, vremena trajanja ekstrakcije i amplitude ultrazvuka primijenjene

tijekom ekstrakcije na antioksidacijsku aktivnost dobivenih ekstrakata (tablica 7).

Tablica 7. Analiza varijance utjecaja koncentracije etanola, vremena i amplitude ultrazvuka

na koncentraciju ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost ekstrakata lista lovora

Antioksidacijska aktivnost, pmol

TE/g
F P
Koncentracija EtOH, % 200,65 0,00
Vrijeme, min 78,45 0,00"
Amplituda, % 120,19 0,00

*statisticki znacajan utjecaj na 95% razini vjerojatnosti

Usporedujuci antioksidacijski kapacitet ekstrakata dobivenih ekstrakcijom 50%-tnim i
70%-tnim etanolom, ekstrakti dobivenim ekstrakcijom 50%-tnim etanolom imaju vedi
antioksidacijski kapacitet. Najveci antioksidacijski kapacitet imao je ekstrakt dobiven 10
minutnom ekstrakcijom 50%-tnim etanolom pri amplitudi od 75% (263,169+3,26 umol TE/ g
suhog uzorka) koja se ujedno pokazala i jednom od najucinkovitijih za izolaciju ukupnih

fenolnih spojeva.

Ekstrakcijom 50%-tnim etanolom neovisno o duljini provedbe ekstrakcije (5, 10 ili 15
minuta) najvedi antioksidacijski kapacitet odreden je u ekstraktima dobivenima ekstrakcijom
uz amplitudu od 75%. Ekstrakcijom 70%-tnim etanolom tijekom 5 minuta antioksidacijski
kapacitet je najveci upotrebom amplitude od 50%, a daljnjim porastom amplitude opada.
Ekstrakcijom tijekom 10 minuta najvedi antioksidacijski kapacitet se postize uz amplitudu od
75%, a najmanji uz amplitudu od 100%. Ekstrakcijom tijekom 15 minuta dolazi do porasta
antioksidacijskog kapaciteta kako raste i amplituda. Usporedujuéi amplitude ultrazvuka
prilikom upotrebe i 50%-tnog i 70%-tnog etanola optimalna amplituda pokazala se 75%-tna,
odnosno dobiveni su ekstrakti s najve¢ima antioksidacijskim kapacitetom.
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Kao kod odredivanja ukupnog udjela fenola jednak trend porasta antioksidacijskog
kapaciteta do odredenog vremena, a potom njegovo opadanje daljnjom ekstrakcijom
zabiljezen je i prilikom odredivanja antioksidacijskog kapaciteta. U ekstraktima dobivenima
ekstrakcijom uz 50%-tni etanol kao otapalo pri razli¢itim amplitudama ultrazvuka (50%, 75%
i 100%) najveci antioksidacijski kapacitet kod svih amplituda odreden je u ekstraktima
dobivenima tijekom ekstrakcije od 10 minuta, nakon ¢ega opada. Dobiveni rezultati su u
skladu s istrazivanjem koje su proveli Hossain i sur. (2012), koji su provodili ultrazvuénu
ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz mazurana u trajanju od 5, 10 i 15 minuta te su najveci
antioksidacijski kapacitet izmjerili u ekstraktima dobivenim ekstrakcijom u trajanju od 10
minuta. Ekstrakcijom 70%-tnim etanolom kod amplitude od 50% najveci antioksidacijski
kapacitet odreden je ekstrakcijom tijekom 5 minuta, kod amplitude od 75% tijekom 10 minuta,
a kod amplitude od 100% tijekom 15 minuta.

Antioksidacijski kapacitet cesto se povezuje s udjelom prisutnih fenola u ekstraktima
pa je tako i u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom 50%-tnim etanolom pri amplitudi od 75%
tijekom 10 minuta, u kojem je odredena visoka koncentracija ukupnih fenola, odreden najvedi
antioksidacijski kapacitet. Dobiveni rezultati se podudaraju s istrazivanjem koje su proveli
Hashemi i sur. (2017). Proucavajuci utjecaj amplitude i temperature kod ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom na kinetiku, temperaturu, antioksidacijska i antimikrobna svojstva
ekstrakata bosiljka zakljucili su kako se antioksidacijski kapacitet mijenja proporcionalno s

koncentracijom fenolnih spojeva.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju mozemo zakljuditi sljedece:

1.

Ekstrakti lovorovog lista su znacajan izvor fenolnih spojeva. Sadrzaj ukupnih
fenolnih spojeva ovisno o uvjetima ekstrakcije i primijenjenom otapalu varira od
7,90%0,40 do 26,69+1,01 mg GAE/g uzorka.

Kao ucinkovitije otapalo za izolaciju fenolnih spojeva lovora se pokazao 70%-tni
etanol jer se pri istim amplitudama i tijekom istog vremena u veéini slucajeva
ekstrahirao vedi udio fenolnih spojeva nego prilikom upotrebe 50%-tnog etanola.
Uzimajuéi u obzir trajanje ekstrakcije, amplitudu i udio izoliranih fenolnih spojeva
najekonomicnije i stoga najprihvatljivije za daljnju upotrebu su ekstrakcija 50%-
tnim etanolom kod amplitude 75% tijekom 10 minutu i ekstrakcija 70%-tnim
etanolom kod amplitude 50% tijekom 10 minuta.

Ekstrakti lovorovog lista imaju visok antioksidacijski kapacitet koji ovisno o
uvjetima ekstrakcije varira od 111,80+5,41 do 263,16+3,26 umol TE/ g suhog
uzorka.

Kao ucinkovitije otapalo za dobivanje ekstrakata s vedim antioksidacijskim
kapacitetom pokazao se 50%-tni etanol, a optimalna amplituda pokazala se 75%-
tna.

Uz primjenu 50%-tnog i 70%-tnog etanola kao otapala najveéi antioksidacijski
kapacitet odreden je u ekstraktima dobivenima ekstrakcijom u trajanju od 10
minuta uz amplitudu od 75% (263,16+3,26 i 210,80+5,97 umol TE/ g suhog

uzorka).
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsnirad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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