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1. UVOD

Crni ribiz je mali viSegodis$nji grm koji Se uzgaja u vecini drzava sjeverne Europe, Rusiji,
Sjedinjenim Americkim Drzavama i Novom Zelandu. Zbog visokog nutritivnog sadrzaja i
pozitivnog zdravstvenog ucinka, koristi se u prehrambenoj industriji za proizvodnju raznih
proizvoda kao S§to su: sokovi, sirupi, pirei, dzemovi, zelei i razni gotovi proizvodu. Novija
istrazivanja pokazuju kako i nusproizvodi crnog ribiza, medu kojima je i list, imaju visok udio
bioaktivnih spojeva te se tezi njihovom iskoristavanju. Kako bi se izolirali bioaktivni spojevi
mogu se koristiti razli¢ite ekstrakcijske tehnike poput konvencionalnih (Soxhlet ekstrakcija,
maceracija, dekokcija i infuzija) ili naprednih tehnika ekstrakcije (ubrzana ekstrakcija otapalima,
subkriticna ekstrakcija vodom, ekstrakcija superkriticnim tekuéinama, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom).

Konvencionalne tehnike ekstrakcije imaju razli¢ite nedostatke kao $to su dugotrajno vrijeme
ekstrakcije, koriStenje velike koli€ine otapala te intenzivniji rad, stoga se zeli dati prednost brzim
ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE). ASE je jednostavna i brza tehnika koju
karakterizira potpuno automatizirani sustav kontrole procesa, a moguénost izmjene parametara
ekstrakcije pridonosi vecoj ucinkovitosti pri izolaciji fenolnih spojeva. No, za ucinkovitu
ekstrakciju s ciljem viSih prinosa Zeljenih spojeva potrebno je optimirati uvjete ekstrakcije
obzirom na matriks.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj uvjeta ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom
tlaku za izolaciju fenolnih spojeva iz lista crnog ribiza. Varirani parametri ekstrakcije bili su:
temperatura (100, 125 1 150 °C), staticko vrijeme ekstrakcije (5 1 10 min) te omjer otapala i
biljnog materijala (20, 30 i 40 mL/g) uz primjenu 30 %-tnog etanola kao ekstrakcijskog otapala.
U dobivenim ekstraktima odreden je udio ukupnih fenola te antioksidacijski kapacitet FRAP,
DPPH i ABTS metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CRNI RIBIZ

Crni ribiz (Ribes nigrum L., Grossulariceae) (slika 1) je mali visegodi$nji grm visine 1-2 m
s dlanasto izrezanim listovima nazubljenih rubova (Gopalan i sur., 2012). Cvjetovi su dvospolni,
skupljeni u male grozdaste cvatove od 4-12 cvjetova (Lim, 2012). Daje jestive, slatke,
aromati¢ne i ljubiCasto-crne bobicaste plodove sa sjemenkama promjera do 12 mm. Potjece iz
sjeverne Azije te srednje i isto¢ne Europe, a sam plod je prvi puta udomacen prije 400-500 god.
Uzgaja se diljem sjeverne Europe, Rusije, Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava i novog Zelanda
(Nagaki i sur., 2017). Optimalna temperatura za rast crnog ribiza je 18-20 °C, dok su temperature
iznad 35 °C stetne i uzrokuju otpadanje lis¢a (Lim, 2012). Kako bi se prekinulo mirovanje i
stimuliralo izbijanje pupova, usjevu je potrebno razdoblje zimske hladnoce. Na vrijeme izbijanja
pupova, vrijeme i trajanje cvatnje te kvalitetu plodova pri berbi moze ozbiljno utjecati
nedovoljna koli¢ina hladenja tijekom razdoblja mirovanja. Unutar vrste, potreba za hladenjem,
u smislu trajanja i raspona odgovaraju¢ih temperatura, moze varirati izmedu kultivara, pa ¢ak i
izmedu razli¢itih pupova iste biljke (Hedley i sur, 2010). Crni ribiz preferira vlazna plodna tla s
podzemnom vodom ne blize od 1-1,5 m od povrSine, s pH vrijednosti u rasponu od 6,7-7, a ne
podnosi kisela tla. Medu ostalim vrstama ribiza, crni ribiz je najmanje otporan na susu (Lim,

2012).

Slika 1. Crni ribiz (prema Luci¢, 2020)



Crni ribiz ima veliku vaznost u prehrambenoj industriji zbog svog bogatog nutritivnog
sastava i privla¢nih senzorskih karakteristika. Vrijedan je izvor bioaktivnih spojeva kao $to su
polifenoli (flavonoidi, antocijani, flavanoli), organske kiseline i vitamini te ima oko pet puta
veci udio vitamina C u odnosu na agrume (Mili¢ i sur., 2022). Ima malu koli¢inu natrija 1 kalorija
u usporedbi s drugim voéem, no sadrzi znacajne koli¢ine kalija, kalcija i zeljeza (Allai i sur.,
2020). Crni ribiz je dugo vremena opsezno prouc¢avan zbog svojih zdravstvenih dobrobiti i ima
dobro utvrdenu povijest sigurne upotrebe. Osim §to se proucavao zbog svog antioksidativnog,
protuupalnog, neuroprotektivnog i antikancerogenog djelovanja, nova istrazivanja pokazuju o
moguéim zdravstvenim dobrobitima crnog ribiza, kao Sto su vaskuloprotektivni ucinci,
hipokolesterolemijski ucinci, povecanje oksidacije masti, poboljSanja mentalnih performansi,
modulacije crijevne mikrobiote i smanjenje postprandijalne razine Secera u krvi (Xue i sir.,
2022).

Plodovi i listovi crnog ribiza koriste se u tradicionalnoj medicini zbog svog terapeutskog
potencijala, tj. zbog svojih dijaforetskih i diuretickih svojstava te za lije¢enje upalnih poremecaja
poput reumatskih bolesti (Nour i sur., 2014). Zbog visokog udjela pigmenata, tj. antocijana,
tradicionalno se koristi kao prirodno bojilo i bojilo za hranu. Koristio se i kao nutraceutik za
regulaciju ili ublazavanje raznih bolesti, kao $to su kardiovaskularne i Alzheimerova bolest (Xue
i sur., 2022). Buduci da bobice imaju kratki rok trajanja, uglavnom se konzumira u preradenom
obliku kao $to su sokovi, sirupi, pirei, dZemovi, Zelei 1 razni gotovi napici (Mili€ i sur., 2022).
Svjeze bobice se mogu liofilizirati kako bi se proizveo prah crnog ribiza (Xue i sur., 2022).
Tijekom prerade voca u poluproizvode ili proizvode zaostaju nusproizvodi koje akumulira
prehrambena agroindustrija. Takav otpad moze biti bogat razli¢itim bioaktivnim funkcionalnim
komponentama te je koristen u istrazivanjima za ekstrakciju fenolnih spojeva, dijetalnih vliakana
i drugih bioaktivnih tvari. Istrazivanja su pokazala prisutnost znacajnih razina esencijalnih
hranjivih tvari 1 fitokemikalija u korama, sjemenkama i drugim dijelovima voca koji se ¢esto ne
koriste (Nirmal i sur., 2023). Godi$nje se u svijetu proizvede i do 185000 t crnog ribiza, a gotovo
vise od polovice ploda nakon prerade zavrsi u komini. Buduéi da nastaju velike koli¢ine otpada,
ne iznenaduje $to se otpad crnog ribiza takoder koristi za proizvodnju funkcionalnih sastojaka
hrane i lijekova zbog visokih koli¢ina bioaktivnih spojeva, ukljucujuéi antocijane i fenole
(Kandemir i sur., 2022). Transformacija na odrzivije proizvodne sustave poput cirkularne
ekonomije postala je odlucuju¢i konkurentski ¢imbenik za proizvodacke i preradivacke tvrtke

crnog ribiza (May i Guenther, 2019). Cirkularna ekonomija je model proizvodnje i potros$nje



koji ukljucuje dijeljenje, iznajmljivanje, ponovnu uporabu, popravak, obnovu i recikliranje
postoje¢ih materijala i proizvoda §to je duze moguce, s ciljem produljenja zivotnog ciklusa

proizvoda i smanjenja otpada na minimum (European Parliament, 2023).

2.2. KEMIJSKI SASTAV LISTA CRNOG RIBIZA

List crnog ribiza sadrzi uglavnom nezasi¢ene masne kiseline kao $to su a-linolenska, y-
linolenska, cis-7,10,13-heksadekatrienska i stearidonska te fosfatidilkolin i fosfatidilglicerol
(Ziobron 1 sur., 2021).

Sadrzi znacajne koli¢ine minerala i elemenata u tragovima koji imaju klju¢nu ulogu u
aktivaciji enzimskih sustava ili sudjeluju u metabolizmu biomolekula. Na sadrzaj minerala i
elemenata u tragovima utjeCu razli¢iti ¢imbenici kao $to su uvjeti uzgoja, tehnike uzgoja,
prisutnosti abioti¢kog ili biotickog stresa te dostupnost hranjivih tvari (Nour i sur., 2014). Lisc¢e
sadrzi kalcij, magnezij, Zeljezo i mangan te ima visoki omjer kalija i natrija, $to je nutritivno
povoljno zbog povezanosti sa smanjenjem rizika od hipertenzije (Nour i sur., 2014).

Ugodan aromati¢ni miris svjezeg liS¢a crnog ribiza pripisuje se prisutnosti etericnih ulja,
koja obuhvacaju niz monoterpena i seskviterpena (Ziobron i sur., 2021). Nagaki i sur. (2017) su
u eteri¢énom ulju lista crnog ribiza odredili sabinen, 3-karen, cis- i trans-ocimen te veéinu terpena
¢ine monoterpeni. U vodenom ekstraktu lista crnog ribiza odredili su 38 komponenti, medu

kojima je najvise terpinen-4-o0la, a zatim fB-kariofilena, 3-karena i sabinena.

2.3. FENOLNI SPOJEVI | ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET LISTA CRNOG
RIBIZA

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti s vise od 8000 poznatih struktura, a spadaju
u grupu spojeva koji imaju hidroksilnu skupinu spojenu na aromatski prsten (Alara i sur., 2021).
Na njihovu koncentraciju mogu utjecati razli¢iti ¢imbenici kao §to su fizioloske varijacije, uvjeti
okolisa, zemljopisne varijacije, genetski ¢imbenici i evolucijski utjecaji. Varijacije fenolnog
sastava lista kroz godisnja doba imaju znacajnu ulogu u prilagodbi biljaka sezonskim
varijacijama u njihovom biotickom i abiotickom okruzenju. Na procese Kkoji sintetiziraju i
akumuliraju sekundarne metabolite izravno utjecu okoli$ni ¢imbenici koji ukljucuju svjetlost,
temperaturu, dostupnost vode, mineralnu ishranu, kalemljenje, poviSeni atmosferski ugljikov
dioksid, povisene razine ozona i poljoprivredne tehnologije. S druge strane, genetska pozadina

moze imati kljunu ulogu u odredivanju njihovog antioksidacijskog kapaciteta, sadrzaja



mikronutrijenata i1 fitokemijskog sastava te se pomocu fenolnog profila mogu identificirati
kultivari (Nour i sur., 2014)

Brojni bioaktivni sastojci mogu se pronaci u drugim dijelovima grma crnog ribiza, poput
lis¢a, pupoljaka 1 sjemenki, koji su Cesto zanemareni i podcijenjeni. LiS¢e crnog ribiza je vrlo
dobar izvor bioaktivnih spojeva te sadrzi vise polifenolnih spojeva od plodova. U listu crnog
ribiza detektirani su kvercetin, miricetin, rutin i katehini te je otkrivena prisutnost fenolnih
Kiselina kao $to su: salicilna, p-kumarinska, galna, kininska i male koli¢ine klorogenske,
sinapinske, ferulinske i kafeinske kiseline (Ziobron i sur., 2021). Nour i sur. (2014) su u svom
istrazivanju odredili p-kumarinsku i galnu kiselinu kao glavne fenolne kiseline u listu crnog
ribiza te znacajan udio flavonoidnih spojeva poput kvercetina, miricetina i rutina. Na temelju
dobivenih rezultata utjecaja datuma berbe 1 nacina ekstrakcije razli¢itih kultivara crnog ribiza,
zakljucili su da bi se listovi za ljekovite ili industrijske potrebe trebali sakupljati sredinom lipnja,
kada sadrze vecée koli¢ine polifenola, minerala, elemenata u tragovima te visi antioksidacijski
kapacitet. Isti autori sugeriraju da lis¢e crnog ribiza treba dalje istrazivati kao potencijalni izvor
prirodnih antioksidansa za primjenu u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji.

Antioksidansi su kemijski spojevi koji, kada su prisutni u hrani u malim koncentracijama,
mogu odgoditi pocetak ili usporiti brzinu reakcije oksidacije supstrata (Shadidi, 2000). Imaju
sposobnost hvatanja slobodnih radikala prekidajuci lancane reakcije radikala ili mogu sprijeciti
nastanak reaktivnih oksidansa (Romera-Castillo i Jaffé, 2015). U prehrambenoj industriji koriste
se za oCuvanje kvalitete proizvoda i odrzavanja njihove hranjive vrijednosti, te su od znacaja za
biokemicare 1 zdravstvene stru¢njake jer mogu pomoci tijelu da se zaStiti od oStecenja
uzrokovanih reaktivnim kisikovim vrstama (ROS), kao i onima dusika (RNS) i klora (RCS)
(Shadidi, 2000). Antioksidacijski kapacitet odnosi se na mjeru koli¢ine (u molovima) danog
slobodnog radikala koje je uhvatio uzorak. Njegovim mjerenjem daje se koli¢ina heterogene
mjeSavine antioksidansa koji zajedno reagiraju da bi proizveli ukupnu ili neto sposobnost
hvatanja slobodnih radikala u uzorku. Reakcije izmedu razli¢itih antioksidansa i oksidansa imaju
razli¢ite konstante brzine te analiticke metode mjerenja 1 uvjeti pod kojima se analiza odvija
mogu dovesti do varijacije ukupnog antioksidativnog kapaciteta za istu vrstu hrane (MacDonald-
Wicks i sur., 2006). U praksi postoji nekoliko metoda za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta, a svaka se razlikuje prema principu i metodologiji, kao i osjetljivosti na razlicite
antioksidanse. Najcesce koriStene metode obuhvacaju odredivanje antioksidativnog kapaciteta
pomocu 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH), 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-



sulfonske kiseline) (ABTS) te bakar(ll)-neokuproin kromogenog reagensa (eng. Cupric
Reducing Antioxidant Capacity, CUPRAC), odredivanje antioksidativne snage redukcijom
zeljeza (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP), analizu kapaciteta apsorpcije
kisikovih radikala (eng. Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC), analizu redukcije
cerijevog (1V) iona (eng. Cerric (IV) lon Reducing Antioxidant Capacity, CERAC (Gupta i sur.,
2020; Gupta, 2015).

Listovi crnog ribiza imaju visi antioksidacijski kapacitet i pokazuju jaca protuupalna
svojstva od ploda i ostalih dijelova ove biljke (Ziobron i sur., 2021). Cyboran i sur. (2012) su
svojim istrazivanjem prikazali kako ekstrakt lista crnog ribiza ima visoko antioksidativno
djelovanje. Uocili su da antioksidativno djelovanje ne ovisi samo o ukupnom fenolnom sastavu,
nego i o koli¢ini i vrsti pojedina¢nih fenolnih spojeva, uglavnom kvercetina. Medutim, treba
imati na umu da osim derivata kvercetina, ekstrakti sadrze i druge polifenole u tragovima koji
mogu razli¢ito utjecati na njihovu antioksidacijsku aktivnost, kao i druge spojeve poput

alkaloida, karotenoida, tokoferola ili askorbinske kiseline.

2.4. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je tehnika potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari koje imaju
nejednaku topljivost u razli¢itim otapalima, a provodi se upotrebom odgovarajuceg otapala iz
krutine ili neke tekucine koja sadrzi Zeljenu tvar. Postupak se temelji na prijenosu mase gdje se
zeljena komponenta otapa u otapalu, smjesa otopljene tvari i otapala prelazi iz namirnice na
povrsinu te se otopljena tvar rasprSuje u volumena otapala. Budu¢i da ekstrakcija ovisi o:
viskoznosti otapala, volumnom protoku otapala, temperaturi ekstrakcije, povrs§ini namirnice
izloZenoj otapalu i topljivosti komponente u otapalu, pogodno je provoditi ekstrakciju pri visim
temperaturama kako bi se ubrzao proces. Prilikom odabira ekstrakcijskog otapala potrebno je
obratiti paznju na vrstu i svojstva komponente koju se zeli ekstrahirati, stabilnost komponente
pri vis§im temperaturama, kisiku i svjetlu, polarnost otapala, temperaturu vrenja (treba biti $to
niza kako bi se lakse odvojilo otapalo od komponente), reaktivnost te viskozitet (treba biti
nizak). Takoder, otapalo mora biti sigurno za upotrebu (ako je moguce nezapaljivo, neskodljivo
za tehniara 1 konzumenta te sigurno za okoli§), dostupno u dovoljnim koli¢inama, po
mogucénosti Sto jeftinije i pogodno za ponovnu upotrebu (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).

Za ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala koriste se razne konvencionalne i

napredne tehnike ekstrakcije. Najcesce koristene konvencionalne tehnike su Soxhlet ekstrakcija,



maceracija, dekokcija i infuzija, a uglavnom se temelje na pravilnom izboru otapala i koriStenju
topline 1/ili mijeSanja kako bi se povecala topljivost Zeljenih spojeva i prijenos mase te ru¢nim
postupcima uz zahtijevanje velikog rada. Iako se veéina laboratorija odluCuje za navedene
tehnike ekstrakcije zbog njihove niske cijene i jednostavne upotrebe, nedostatak ovih tehnika je
dobivanje ograni¢enih prinosa, potro$nja velike koli¢ine otapala, dugo vrijeme ekstrakcije,
nakupljanje rezidua te rizika od toplinske degradacije sastojaka (Alara i sur., 2021). Posljednjih
godina Soxhlet ekstrakcija bila je najkoriStenija vrsta ekstrakcije zbog svojih prednosti kao Sto
su: uzastopno dovodenje svjezeg otapala u kontakt s ¢vrstim matriksom, odrzavanje relativno
visoke temperature te nije potrebna filtracija ekstrakta. Jedan od glavnih nedostataka je
dugotrajno vrijeme ekstrakcije, $to rezultira znac¢ajnim utroSkom vremena i toplinske energije,
ogranicen broj uzoraka koji se mogu obraditi, intenzivniji rad, koristenje velike koli¢ine otapala
te mogucnost toplinske razgradnje ciljnih spojeva buduci da se ekstrakcija obi¢no odvija duze
vrijeme pri temperaturi vrenja otapala (Shams i sur., 2015).

Kako bi se prevladali nedostaci konvencionalnih tehnika, doslo je do razvoja i uporabe
naprednih tehnika kao §to su ubrzana ekstrakcija otapalima (ASE), subkriti¢na ekstrakcija
vodom (SWE), ekstrakcija superkriticnim teku¢inama (SFE), ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (MAE) i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE) (Shams i sur., 2015).
Navedene tehnike eckstrakcije ukljuéuju mnoge prednosti kao S§to su: potreba za manjim
volumenom otapala, ve¢i prinosi, smanjenje toksicnih rezidua, bolja ponovljivost procesa te
krace vrijeme ekstrakcije (Alara i sur., 2021). Takoder, neke od novih tehnika smatraju se i
»zelenim tehnikama® jer ukljucuju dizajniranje sigurnijih kemikalija, sigurnith pomoc¢nih
sredstava za otapala, dizajn za energetsku ucinkovitost, koriStenje obnovljivih sirovina te

smanjenje derivata (Azmir i sur., 2013).

2.4.1. Ubrzana ekstrakcija otapalima

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (eng. accelerated solvent extraction,
ASE) je tehnika koja poboljsava izvedbu ekstrakcije koristenjem tekucih otapala pri povisenoj
temperaturi i tlaku, nadmasujuci uéinkovitost tehnika koje se provode pri sobnoj temperaturi i
atmosferskom tlaku. Prvi puta je predstavljena 1995. godine na Pitton konferenciji od strane
americke tvrtke Dionex Corporation (Mustafa i Turner, 2011). Primjenom ovih specificnih
uvjeta tlaka i temperature dolazi do promjene fizikalno-kemijskih svojstava otapala kao $to su

poveéanje brzine prijenosa mase i topljivosti analita te smanjenje povrSinske napetosti i



viskoznosti. To omogucuje lakse i dublje prodiranje otapala u kruti matriks koji je podvrgnut
ekstrakciji, $to rezultira znacajno veé¢im prinosima ekstrakcije u usporedbi s konvencionalnim
tehnikama. ASE ubrzava proces ekstrakcije, smanjuje potro$nju otapala tijekom pripreme
uzorka za krute tvari te je ve¢ina ASE instrumenata automatizirana, omogucujuci uspostavljanje
metoda koje zahtijevaju manje ru¢nog rada i osiguravaju poboljSanu ponovljivost. Zbog
koristenja visokih tlakova (3,5-200 MPa) i temperature (od sobne temperature do 200 °C) obi¢no
se koriste materijali otporni na koroziju (Alvarez-Riviera i sur., 2020). Kako bi se povecala
ucinkovitost ekstrakcije, mogu se koristiti filter papir, sredstva za disperziju ili sredstva za
susenje, ovisno o karakteristikama matriksa uzorka. Takoder, vlaga u matriksu uzorka moze
imati znacajan utjecaj na uéinkovitost ekstrakcije, stoga se za adsorpciju vode koristi inertna
dijatomejska zemlja. Ako nema potrebe za upijanjem vlage iz uzorka, koristit ¢e se staklene
kuglice kao sredstvo za rasprSivanje. Sredstva za disperziju koriste se i za punjenje ekstrakcijske
¢elije, smanjujucéi potrosnju otapala smanjenjem volumena c¢elije. Ovaj pristup pomaze u
optimizaciji upotrebe otapala tijekom procesa ekstrakcije (Mustafa i Turner, 2011).

Tijekom ekstrakcije, spremnik otapala povezan je visokotlatnom pumpom koja crpkom
uvodi otapalo u sustav i pomaze istisnuti ekstrakt nakon $to je proces zavrSen (Alvarez-Riviera
i sur., 2020). Proces ekstrakcije odvija se u ekstrakcijskoj ¢eliji (Alvarez-Riviera i sur., 2020) te
nakon §to se tijekom ekstrakcije postignu unaprijed odredeni parametri temperature i tlaka,
ekstrakcija se ve¢inom provodi u statiCkom nacinu, najéesc¢e u rasponu 5 do 10 min i ponavlja u
viSe ciklusa. Kako bi se sprijecio bilo kakav gubitak, ¢elija za uzorak se na kraju posljednjeg
ciklusa procis¢ava inertnim plinom. Ovaj proces prociS¢avanja ucinkovito ispire otapalo 1z ¢elije
i cijevi te ga usmjerava u bocicu za sakupljanje (Mustafa i Turner, 2011). Ovisno Kkoriste li se
stati¢ki (slika 2A) ili dinamicki proces (slika 2B), razlikovat ¢e se instrumenti, no u osnovi
instrumentacija se sastoji od spremnika otapala, pumpe, pe¢nice koja sadrzi ekstrakcijsku Celiju,
razli¢itih ventila i regulatora te boce za sakupljanje. Kod statickog nac¢ina rada ekstrakcije,
ekstrakcijsko otapalo se ne mijenja kontinuirano, iako se kod Kkoristenja vise ciklusa otapalo
djelomic¢no ili potpuno zamijeni nakon nekog vremena, dok kod dinamickog nacina rada postoji

stalan protok ekstrakcijskog otapala kroz ekstrakcijsku ¢eliju (Alvarez-Riviera i sur., 2020).
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Slika 2. Shematski prikaz procesa ASE te prikaz konfiguracije za razvoj (A) statickih i (B)
dinamickih ASE postupaka (prema Alvarez-Riviera i sur., 2020)

Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o kinetickim 1 termodinamic¢kim parametrima, medu kojima
je kao jedan od najvaznijih temperatura (Alvarez-Riviera i sur., 2020). KoriStenjem toplinske
energije se smanjenjem energije aktivacije potrebne za proces desorpcije, prevladavaju
kohezivne interakcije 1 adhezijske interakcije izmedu razli¢itih molekula, u ovom sluc¢aju analita
i matriksa uzorka (Mustafa i Turner, 2014). Osim toga, temperatura utjee na svojstva prijenosa
mase mijenjanjem povrsinske napetosti, difuznosti i viskoznosti otapala pri ¢emu se povrSinska
napetost i viskoznost smanjuju, dok se difuzivnost povecava s vi§im temperaturama otapala.
Navedene promjene omogucavaju brzi prijenos mase 1 poboljSavaju vlazenje uzorka, kao 1
desorpciju analita iz matriksa u otapalo zbog smanjenja molekularnih interakcija koje vezu analit
na matriks. Kao rezultat, dolazi do potpunijeg i brzeg procesa ekstrakcije. Medutim, povecanje
temperature moze povecati topljivost i drugih Zeljenih ili nezeljenih spojeva prisutnih u
matriksu, §to moZe ugroziti selektivnost ASE. Kada su Zeljeni spojevi ekstrakcije termolabilni,
potrebno je posvetiti vecu paznju odabiru temperature zbog rizika od degradacije analita tijekom
procesa ekstrakcije. Takoder, pri viSim temperaturama, unutar matriksa uzorka moze do¢i do
odredenih kemijskih reakcija koje potencijalno dovode do stvaranja toksi¢nih ili nepozeljnih
spojeva. Pronalazak optimalne temperature ekstrakcije kljuéno je za ucinkovito izdvajanje
ciljanih analita, iskoriStavanjem poboljSane topljivosti i poboljSanog prijenosa mase. U isto
vrijeme, pozeljno je minimiziranje nezeljenih ucinaka gubitka selektivnosti, degradacije ili

ranije spomenutih kemijskih reakcija (Alvarez-Riviera i sur., 2020).



Na ucinkovitost ekstrakcije utjece jos i staticko vrijeme ekstrakcije koje predstavlja vrijeme
tijekom kojeg je otapalo u kontaktu s matriksom pri zeljenom tlaku, temperaturi i protoku, a
odreduje se ovisno o matriksu, vrsti spoja 1 nacinu ekstrakcije (statickom ili dinamickom)
(Alvarez-Riviera i sur., 2020). Prinos ekstrakcije opéenito raste s pove¢anjem vremena stati¢ke
ekstrakcije sve dok se ne postigne ravnoteza. Medutim, produljenje vremena staticke ekstrakcije
nakon te tocke ne dovodi do daljnjeg poboljsanja u poveéanju prinosa (Shams i sur., 2015).

Bitan parametar je i omjer otapala i uzorka u statickom nacinu ekstrakcije, koji bi trebao biti
Sto manji kako bi se izbjeglo razrjedivanje ekstrakta, no i dovoljno velik kako bi se osigurao
najve¢i moguéi prinos ekstrakcije. Siroka primjena ASE proizlazi iz moguénosti primjene
velikog broja otapala, no u procesu odabira treba pazljivo razmotriti prirodu spojeva koji se
ekstrahiraju. Kako bi se dao prioritet ekoloski prihvatljivim otapalima, prednost je u koriStenju
op¢enito priznatih kao sigurnih (eng. generally recognized as safe, GRAS) otapala kao $to su:
etanol, etil acetat, etil laktat ili D-limonen. ,,Najzelenija“ opcija medu njima ukljucuje koristenje
vode kao otapala, no ta tehnika se onda naziva ekstrakcija toplom vodom pod pritiskom (eng.
pressurized hot water extraction, PHWE) (Alvarez-Riviera i sur., 2020).

Uzorak se cesto na neki nacin prethodno obradi, npr. prosijavanjem ili mljevenjem
(Carabias-Martinez i sur., 2005) , kako bi se maksimizirala kontaktna povrsina i postigla bolja
dostupnost otapala analitu (Alvarez-Riviera i sur., 2020). Smanjenjem veli¢ine Cestica povecava
se brzina migracije analita kroz pore matriksa, tj. tijekom mehanickog tretmana usitnjavanja
veli¢ine Cestica moze do¢i do razbijanja stani¢ne stijenke i strukture stanica, ¢ime se poboljSava
difuzija analita. Veli¢ina Cestica ne smije biti premala kako bi se sprije¢ila npr. pojava
aglomeracije Cestica (Alvarez-Riviera i sur., 2020). Vlaga u uzorku moze umanjiti u¢inkovitost
ekstrakcije, stoga je bitno da uzorak bude osusen (Carabias-Martinez i sur., 2005).

Prednosti koriStenja ASE u odnosu na ostale tehnike ekstrakcije su kratko vrijeme ekstrakcije
(oko 15 min), lako koristenje uredaja, brza i jednostavna priprema uzorka te moguca ekstrakcija
termolabilnih analita zbog koristenja visokog tlaka, ¢ak 1 pri visokoj temperaturi procesa. Za
ekstrakciju je potrebna mala koli¢ina otapala (oko 15-25 mL), a mogu se koristiti bilo koja
otapala (pojedinacna ili mjesavine otapala), osim jakih kiselina, jakih baza i otapala s
temperaturom samozapaljenja od 40 do 200 °C. Takoder, otapala ne moraju biti odzracena, 0Sim
ako je zeljeni analit podlozan oksidaciji. Potpuno automatizirani sustav kontrolira proces
ekstrakcije $to rezultira visokom obnovljivoséu parametara ekstrakcije te je moguce provesti

ekstrakciju 24 uzorka u jednom ciklusu (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001).
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Unato¢ mnogim prednostima ASE, mogu se istaknuti i neki nedostaci kao $to su visoka
cijena opreme, neselektivnost ekstrakcije te je potrebno prodistiti dobiveni ekstrakt prije konac¢ne
analize, jer se osjetljivost i rezolucija kromatografskih analiza brzo smanjuje ako ekstrakt nije
procis¢en. Ponekad jedan ciklus ekstrakcije s viSe uzoraka daje razli¢ite volumene ekstrakta,
unato¢ koriStenju iste metode, Sto je moguca posljedica poremecaja rada statiCkog ventila.
Takoder postupak pranja je vrlo slozen i trosi se veca koli¢ina otapala, jer se ekstrakcijska ¢éelija
sastoji od 11 komada (Giergielewicz-Mozajska i sur., 2001).

Putnik i sur. (2017) su u provedenom istrazivanju optimirali razli¢ite parametre za izolaciju
polifenolnih spojeva u listu masline (Olea europea), kao $to su temperatura, staticko vrijeme
ekstrakcije i broj ciklusa. Kao ekstrakcijsko otapalo koristen je 50 %-tni etanol. Optimalni uvjeti
za ekstrakciju polifenola bili su temperatura 80 °C, staticko vrijeme ekstrakcije 5 min i 2 ciklusa.
Takoder, uoceno je kako broj ciklusa nema znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola, dok se
povecanjem vremena statiCke ekstrakcije njihov sadrzaj smanjivao.

U radu Howarda i Pandjaitana (2008) ASE je koriSten za izolaciju flavonoida iz osusenog
Spinata. Kao ekstrakcijsko otapalo koristili su vodu te mjeSavinu etanola i vode u omjeru 70:30,
dok su ostali parametri ekstrakcije temperatura u rasponu od 50 do 190 °C, stati¢ko vrijeme 5
min i tri ciklusa. Flavonoidi su uéinkovitije ekstrahirani pri koristenju mjeSavine vode i etanola
kao ekstrakcijskog otapala te su daljnjim analizama odredili i udio ukupnih fenola,
antioksidacijski kapacitet i boju. Iako je voda ekstrahirala znacajnu razinu ukupnih fenola pri 50
do 90 °C, na temperaturama ekstrakcije vis§im od 110 °C etanolno otapalo bilo je u¢inkovitije u
ekstrakceiji fenola od vode. Takoder, udio ukupnih fenola u etanolnim ekstraktima raste linearno
u rasponu temperature ekstrakcije od 90 do 170 °C, a zatim opada sa 170 na 190 °C, dok u
vodenim ekstraktima udio ukupnih fenola raste linearno u rasponu temperature od 110 do 190
°C.

Michel i sur. (2012) odredivali su u svom istrazivanju udio ukupnih fenola u listu pasjeg trna
primjenom ASE. Ekstrakcija se provodila pomocu dva razliCita otapala, etanola i etil acetata, pri
tlaku od 10 MPa, temperaturi 60 °C, statickom vremenu 5 min te koriste¢i 5 ciklusa, dok je
volumen ispiranja bio 70 %, a vrijeme propuhivanja dusikom 100 s. Zbog razlicite selektivnosti
ekstrakcije, prinos etanolnih ekstrakata bio je znacajno ve¢i od prinosa etil acetatnih ekstrakata.
Etanol je polarno otapalo koje ekstrahira Sirok raspon molekula ukljucujuéi Secere, glikozide, 1
slabo polarne molekule, dok je etil acetat nepolarno otapalo koje ekstrahira vise hidrofobnih

spojeva poput aglikona i dugolancanih ugljikovih spojeva.
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Luthria (2008) je proveo ispitivanje utjecaja parametara ASE na ekstrakciju fenolnih spojeva
iz lista perSina. Temperatura, kao jedan od parametara ekstrakcije, pokazala je znacajan utjecaj
na udio ukupnih fenolnih spojeva. Pri 40 do 100 °C uocen je porast udjela ukupnih fenolnih
spojeva, dok nakon 100 °C dolazi do opadanja udjela ukupnih fenolnih spojeva. Promjene tlaka
I statickog vremena ekstrakcije nisu rezultirale zna¢ajnom promjenom u prinosu fenolnih
spojeva. VeliCina Cestica te omjer ¢vrste tvari i otapala takoder su utjecali na koli¢inu ukupnih
fenolnih spojeva. Prinos fenolnih spojeva nije se pove¢avao proporcionalno s povecanjem
veli¢ine uzorka te se ucCinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva po jedinici mase uzorka
smanjivala s povecanjem koli¢ine perSinovih ljuskica, stoga zakljuCuje da je potrebno imati

optimalan omjer ¢vrste tvari i otapala.

12



3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje ekstrakcijskih uvjeta ASE (temperatura i
staticko vrijeme ekstrakcije te omjer otapala i biljnog materijala) za izolaciju fenolnih spojeva
iz lista crnog ribiza (Ribes nigrum L.). U dobivenim ekstraktima odreden je udio ukupnih fenola

I antioksidacijski kapacitet.

3.1. MATERIJAL

Kao materijal za provodenje eksperimentalnog dijela koristen je komercijalno dostupan
uzorak osusenog lista crnog ribiza (Suban d.o.0., Strmec Samoborski, Hrvatska) podrijetlom iz
Poljske ubran 2021. godine.

3.1.1. Kemikalije i standardi

e Etanol, 96 %-tni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol 30 %-tni, odzraceni
Priprema: S obzirom na potrebni volumen 30 %-tnog etanola izrauna se potrebni
volumen 96 %-tnog etanola, a tikvica se zatim nadopuni destiliranom vodom do
oznake.

e Destilirana voda

e Dijatomejska zemlja, 6/60 mesh, 26033 (Restek Corporation, Bellefonte, SAD)

e Folin-Ciocalteu reagens (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka)

e Natrijev karbonat, bezvodni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina
Priprema: 200 g bezvodnog natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode te ohladi na sobnu temperaturu. Zatim se doda nekoliko kristali¢a natrijeva
karbonata, nadopuni se u odmjernoj tikvici od 1000 mL i filtrira nakon 24 h.

e Galna kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD), 5 mg/mL
Priprema: odvaze se 500 mg galne kiseline u plasticnoj ladici te se pomocu 10 mL
96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i
otopi u datom volumenu. Odmjerna tikvica se do oznake nadopuni destiliranom

vodom.
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6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina  (Trolox) (Sigma
Aldrich, St. Louis, SAD), 2 mM

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

Klorovodiéna kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba)

Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: otpipetira se 330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni
destiliranom vodom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)

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

Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasticnoj ladici za vaganje 1 kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM
klorovodi¢nom kiselinom.

Zeljezo (IIT)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Gram-Mol)

Zeljezo (IIT)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), 20 mM otopina

Priprema: odvaze se 0,541 g zeljezo (IlI)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za
vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni
do oznake s destiliranom vodom.

Ledena octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba)

Natrij-acetat trihidrat (CH3COONa x 3H20) (Kemika)

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
nju se potom otpipetira 16 mL ledene octene kiseline i nadopuni se destiliranom
vodom do oznake.

FRAP reagens

Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pomijesa se 20 mL acetatnog pufera (0,3
M), 2 mL TPTZ reagensa i 2 mL Zeljezo (III)-klorida u omjeru 10:1:1.

100 %-tni metanol

0,2 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici
za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do
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3.1.2.

oznake 100 %-tnim metanolom u odmjernoj tkvici od 100 mL. DPPH je potrebno je
cuvati na tamnome u zatvorenoj tikvici
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina  (Trolox) (Sigma
Aldrich, St. Louis, SAD), 20 mM

Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu Troloxa u koncentraciji 0,02 mol/L. 500 mg
troloxa se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100
%-tnom metanolu i nadopuni do oznake metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
Otopinu Troloxa potrebno je Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku
foliju) 1 koristi se uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.

140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S20s

Priprema: 0,1892 g K»S20g izvaze se u tikvicu od 5 mL i otopi u destiliranoj vodi.
7 mM ABTS otopina

Priprema: 0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 mL te nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

stabilna ABTSe<+ otopina

Priprema: 88 puL K2S>Og otopine prenese se u tikvicu od 5 mL u kojoj je ABTS
otopina. Dobro se promijesa, zatvori i ¢uva na sobnoj temperaturi u mraku 12-16 h,
zamotano u aluminijsku foliju. Kona¢na koncentracija K2S20g pri tome je 2,45
mmol/L.

na dan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTSe+

Priprema: 1000 pL. ABTS+ otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i
nadopuni etanolom do oznake. PodeSava se koncentracija ABTSe+ tako da
apsorbancija pri 734 nm iznosi 0,70 £ 0,02. Pripremljena otopina koristi se za

spektrofotometrijsko odredivanje.

Aparatura i pribor

Aparatura:

Elektri¢ni mlinac (Waring WSG30 Commercial, Stamford, SAD)

Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

ASE ekstraktor, ThermoScientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher
Scientific, Sunnyvale, SAD)

Ultrazvucna kupelj (Bandelin Sonorex Digitec DT 512 H, Bandelin electronic GmbH
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Pribor:

& Co., Berlin, Njemacka)
Vortex mijesalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International,

Radnor, SAD)

Slika 3. ASE™ 350 ekstraktor (vlastita fotografija)

Ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg celika (Thermo Scientific, 34 mL)
Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
Staklene boce za ekstrakciju (Thermo Scientific) (250 mL)

Staklene ¢ase (50, 100 i 250 mL)

Odmjerne tikvice (5, 10,501 100 mL, 2 L)

Filter-papir (Whatman filter papir, veli¢ina pora 125 mm)

Plasti¢ne epruvete (Falcon)

Spatula

Plasti¢ne ladice za vaganje

Menzure (50 i 500 mL)

Stakleni lijevci
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e Staklene epruvete, stalci za epruvete

e Staklene kivete

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista crnog ribiza provodi se primjenom ASE (slika 3) prema
planu eksperimenta (tablica 1). Kao ekstrakcijsko otapalo koriStena je 30 %-tna vodena otopina
etanola, koja je prethodno odzra¢ena u ultrazvucnoj kupelji. Prije same ekstrakcije potrebno je
usitniti list crnog ribiza, a usitnjeni list odvagati u staklenu ¢asSu prema zadanom omjeru otapala
i biljnog materijala: 20 mL/g =2,5¢; 30 mL/g=1,67 g; 40 mL/g=1,25g.

U izvagani uzorak se doda mjerica dijatomejske zemlje i dobro se izmijesa. Na dno
ekstrakcijske ¢elije od nehrdajuceg ¢elika (34 mL) postave se dva celulozna filtera, doda smjesa
uzorka i dijatomejske zemlje te se nadoda na vrhu jo$ dijatomejske zemlje i postavi jedan
celulozni filter. Staklena boca za ekstrakciju se zajedno sa zatvorenom ¢elijom stavlja na zadano
mjesto na ASE ekstraktoru. Fiksni uvjeti ekstrakcije su: tlak 10,34 MPa, volumen ispiranja 30
%, volumen propuhivanja 30 s i broj ciklusa 3, dok su promjenjivi parametri temperatura (100,
1251 150 °C), staticko vrijeme ekstrakcije (5 i 10 min) i omjer otapala i biljnog materijala (20,
3040 mL/g) (tablica 1). Dobiveni ekstrakti se profiltriraju u odmjernu tikvicu volumena 50 mL
i nadopune do oznake ekstrakcijskim otapalom (30 %-tna vodena otopina etanola). Tako
pripremljeni ekstrakti prebace se u plasti¢ne epruvete i do provodenja analiza skladiSte pri +4
°C (slika 4).

Slika 4. Ekstrakti lista crnog ribiza (vlastita fotografija)
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Tablica 1. Plan eksperimenta

~ OMJER
Uzorak | TEMPERATURA | STATICRD | orapALOBILINI
(°C) i) MATERIJAL
(mL/g)
1 100 5 20
2 100 5 30
3 100 5 20
4 100 10 20
5 100 10 30
6 100 10 40
7 125 5 20
8 125 5 30
9 125 5 40
10 125 10 20
11 125 10 30
12 125 10 40
13 150 5 20
14 150 5 30
15 150 5 40
16 150 10 20
17 150 10 30
18 150 10 40

3.2.2. Odredivanje udjela ukupnih fenola

Princip odredivanja

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom koji je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline. Navedene kiseline se
pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima reduciraju u wolframov oksid i
molbidenov oksid koji su plavo obojeni. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provodi se
u etanolnom ekstraktu uzorka, a plavo obojenje, €iji intenzitet je veci ukoliko je u uzorku
prisutan vec¢i broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa fenolnih spojeva, mjeri se

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Priprema uzorka

Za odredivanje udjela ukupnih fenola ekstrakte lista crnog ribiza potrebno je razrijediti
ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.
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Postupak odredivanja

U 100 pL ekstrakta dodaje se redom 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode
te nakon 3 min 1 mL otopine natrijeva karbonata. Nakon mijeSanja pomoc¢u Vortex mijesalice
pripremljeni uzorci se termostatiraju 25 min pri 50 °C, a zatim slijedi mjerenje apsorbancije pri
valnoj duljini 765 nm. Slijepa proba priprema se na isti nacin, a umjesto ekstrakta uzima se 100

ML ekstrakcijskog otapala.

Izrada bazdarnog dijagrama

Pripremljena otopina galne kiseline (5 mg/L) razrijedi se destiliranom vodom u vise
razrjedenja: 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Zatim se u staklenu epruvetu otpipetira 100 pL galne
kiseline odredene koncentracije te se redom dodaje 200 puL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL
destilirane vode, a nakon 3 min 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Slijepa proba umjesto
galne kiseline sadrzi 100 pL destilirane vode. Pripremljeni uzorci se promijeSaju pomocéu
Vortexa i termostatiraju u vodenoj kupelji 25 min pri 50 °C. Nakon toga se pri valnoj duljini od
765 nm mjeri apsorbancija, a iz izmjerenih vrijednosti se pomoc¢u programa Microsoft Excel
crta bazdarni pravac. Na apscisu bazdarnog pravca nanose se koncentracije galne kiseline
(mg/L), a na ordinatu se nanose izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Prema dobivenoj

jednadzbi pravca izracuna se koncentracija ukupnih fenola [1]:

Y =0,0035 - X (R? =0,9997) [1]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg/L)

R? — koeficijent determinacije

Koncentracije ukupnih fenola izraZzene su u mg GAE/g suhe tvari (mg GAE/g s.t). kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip odredivanja
Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom temelji se na reakciji

redukcije zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje
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plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm
(Shortle i sur., 2014). FRAP metoda temelji se na prijenosu elektrona pri ¢emu antioksidansi
doniraju elektron slobodnim radikalima, metalima i karbonilnim spojevima. Navedena reakcija
popra¢ena je smanjenjem intenziteta obojenja koji je izravno proporcionalan koncentraciji
antioksidansa. Vrijednosti dobivene FRAP metodom najcesée se izrazavaju preko FeSOg,

askorbinske kiseline ili trolox ekvivalenta (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996).

Priprema uzoraka

Ekstrakte lista crnog ribiza potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.

Postupak odredivanja

Za mjerenje apsorbancije uzoraka u svrhu odredivanje antioksidacijskog kapaciteta potrebno
je u epruvete otpipetirati redom 240 pL destilirane vode, 80 pL uzorka i 2080 pL FRAP
reagensa. Pripremljeni uzorci se pomoc¢u Vortex mijesalice promijesaju i termostatiraju 5 min
pri 37 °C. U slijepu probu dodaje se sve osim uzorka umjesto kojeg se uzima ekstrakcijsko

otapalo. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.

Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca u 96 %-tnom etanolu se otopi 0,0501 g Troloxa u odmjernoj
tikvici od 100 mL te se tikvica nadopuni do oznake. Na taj nacin dobije se 2 mM otopina Troloxa
(6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) od koje se u odmjernim tikvicama
(10 mL) rade razrjedenja na sljedeci nacin: u tikvice se redom otpipetira 0,125; 0,5; 0,625; 1,25;
2,51 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa, a tikvice se zatim nadopunjavaju 96 %-tnim
etanolom do oznake. Koncentracije Troloxa u tako dobivenim otopinama iznose 25, 100, 125,
250, 500 i 1000 umol/L. Nakon toga se u staklene epruvete otpipetira 240 pL destilirane vode,
80 uL otopine Troloxa odredene koncentracije 1 2080 pL. FRAP reagensa. Pripremljeni uzorci
se pomocu Vortex mijesalice izmjeSaju, a zatim se termostatiraju pri 37 °C. Slijepa proba sadrzi
sve osim otopine Troloxa, umjesto koje se dodaje 80 pL 96 %-tnog etanola. Slijedi mjerenje
apsorbancije pri 593 nm. Iz dobivenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa
Microsoft Excel, gdje su na apscisi ozna¢ene koncentracije Troloxa (umol/L), dok se na ordinati
nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 593 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za

izraCunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka [2]:
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Y =0,0013-X (R? =0,9995) [2]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X —ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)
R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom izrazen je u umol TE/g s.t. kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip odredivanja

Ova metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta spojeva u hrani
uporabom stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. DPPH radikal zbog
nesparenog elektrona postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i
ljubicaste je boje. Promjena ljubi¢aste boje u zutu posljedica je sparivanja nesparenog elektrona
DPPH radikala s vodikom antioksidansa, stvaraju¢i reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je

u stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Braca i sur, 2001; Prior i sur., 2005).

Priprema uzorka

Ekstrakte lista crnog ribiza potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.

Postupak odredivanja

Postupak odredivanja provodi se prema metodi Shortle et al. (2014). U epruvetu se otpipetira
0,75 mL ekstrakta te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se ulije 2,25
ml 100 %-tnog metanola.

Epruvete sa sadrZzajem stoje 20 min u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri

apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Izrada bazdarnog dijagrama
Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u

metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
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Od 1mM otopine Troloxa pripreme se razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125 i
150 uM.

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL odgovarajuce otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM otopine
DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa
sadrzajem stoje 20 min u mraku pri sobnoj temperaturi nakon cega se mjeri apsorbancija pri 517
nm, uz metanol kao slijepu probu. Iz dobivenih vrijednosti nacrta se bazdarni pravac pomocu
programa Microsoft Excel, gdje su na apscisi oznac¢ene koncentracije Troloxa (umol/L), dok se
na ordinati nalaze izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 517 nm. Dobivena jednadZba pravca

sluzi za izracunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka [3]:

Y =-0,008 X + 1,3476 (R?=0,9948) [3]
gdje je:
Y — apsorbancija uzorka pri 517 nm
X — ekvivalent troloxa (TAE) (uM)

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom izrazen je u pmol TE/g s.t. kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip odredivanja

Metoda se temelji na sposobnosti molekula antioksidanasa da reduciraju stabilni radikal
kation 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTSe+). U prisutnosti
antioksidanasa stabilni ABTSe+ kation reducira se u ABTS, a u reakciji se manifestira
obezbojenjem plavo-zelene otopine (Pellegrini i sur., 2003). Vrijednosti dobivene za
apsorbanciju uzorka izmjerenth ABTS+ metodom preracunavaju se primjenom bazdarnog

pravca te se rezultati izrazavaju preko Trolox ekvivalenta (TE).

Priprema uzorka

Ekstrakte lista crnog ribiza potrebno je razrijediti ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.
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Postupak odredivanja
160 pL razrijedenog uzorka pomijesa se s 2 mL 1 %-tnog ABTS<+ te se nakon 1 min mjeri

apsorbancija pri 734 nm. Za slijepu probu Koristi se etanol 96 %-tni.

Izrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 mol/L standardna otopina Troloxa na nacin da
se u plasti¢noj ladici izvaze 500 mg Troloxa te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. Iz standardne otopine pripreme se razrjedenja
u koncentracijama 25, 50, 100 i 200 pmol/L pipetiranjem redom 0,125; 0,25; 0,51 1 mL u
odmjerne tikvice koje se zatim do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom. U epruvetu se stavi
160 pL otopine Troloxa i pomijeSa s 2 mL 1 %-tnog ABTSe+ te se nakon 1 min mjeri
apsorbancija pri 734 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac tako
Sto se na apscisu nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na ordinatu izmjerene vrijednosti
apsorbancija pri 734 nm. Dobivena jednadzba pravca sluzi za izraCunavanje antioksidacijskog

kapaciteta uzorka [4]:

Y =-0,002 X + 0,6204 (R?=0,998) [4]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 734 nm
X — koncentracija Trolox otopine uM

R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom izrazen je u pmol TE/g s.t. kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.6. Obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisti¢ku obradu podataka koriSten je programski sustav
Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperimenti su dizajnirani kao puni faktorijalni
dizajn na dvije (staticko vrijeme ekstrakcije) odnosno tri razine (temperatura ekstrakcije te omjer
otapala i biljnog materijala). Za statisticku analizu primijenjena je multifaktorska analiza
varijance uz Tukey HSD test, pri ¢emu je statisticki zna€ajna razlika razmatrana na razini p <

0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju provedeno je optimiranje uvjeta ekstrakcije za izolaciju fenolnih

spojeva iz lista crnog ribiza primjenom ASE uz upotrebu 30 %-tne vodene otopine etanola kao

ekstrakcijskog otapala. Promjenjivi parametri ekstrakcije bili su: temperatura (100, 125 i 150

°C) i stati¢ko vrijeme ekstrakcije (5 i 10 min) te omjer otapala i biljnog materijala (20, 30 i 40

mL/g). Dobiveno je 18 ekstrakata koji su dalje koriSteni u spektrofotometrijskim analizama za

odredivanje udjela ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta FRAP, DPPH i ABTS

metodom.

4.1. UDIO UKUPNIH FENOLA

Rezultati udjela ukupnih fenola odredenih u listu crnog ribiza dobivenih primjenom ASE

prikazani su graficki na slici 5.
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Slika 5. Udio ukupnih fenola u ekstraktima lista crnog ribiza dobivenih primjenom ASE
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Udio ukupnih fenola u uzorcima lista crnog ribiza odreden je u rasponu od 42,92 + 0,04 do
78,90 + 0,02 mg GAE/g s.t. Najnizi udio ukupnih fenola odreden je u uzorku koji je ekstrahiran
pri 100 °C, statickom vremenu 10 min te omjeru otapala i biljnog materijala 30 mL/g, dok je
najvisi udio odreden u ekstraktu dobivenom pri 150 °C, statickom vremenu 5 min i omjeru
otapala i biljnog materijala 30 mL/g.

Nour i sur. (2014) odredili su udio ukupnih fenola iz razli¢itih kultivara lista crnog ribiza
koriste¢i konvencionalnu tehniku ekstrakcije uz primjenu vode kao otapalo pri 80 °C i 15 min,
ultrazvuénu ekstrakciju pri 20 °C i 55 min uz 40 %-tni etanol kao ekstrakcijsko otapalo te
ultrazvucnu ekstrakciju pri 20 °C 1 55 min uz 80 %-tni etanol kao ekstrakcijsko otapalo. U
uzorcima koji su ekstrahirani uz primjenu vode kao otapalo izolirano je od 24,52 + 1,41 do 36,48
+ 3,38 mg GAE/g s.t., dok je u uzorcima ekstrahiranima ultrazvuénom ekstrakcijom uz 40 %-
tni etanol izolirano od 32,16 + 2,98 do 44,84 + 3,45 mg GAE/g s.t. Ultrazvu¢nom ekstrakcijom
uz 80 %-tni etanol izolirano je 12,60 + 1,16 do 16,88 = 1,38 mg GAE/g s.t. Usporedujuci
rezultate dobivene u ovom radu s rezultatima koje su dobili Nour i sur. (2014), vidljive su vise
vrijednosti dobivene primjenom ASE pa se moze zakljuditi da je ASE mnogo ucinkovitija
tehnika ekstrakcije. Burri i sur. (2017) takoder se proveli ultrazvu¢nu ekstrakciju razli¢itih
kultivara lista crnog ribiza, no pri sobnoj temperaturi 15 min pomocu 50 %-tnog etanola koji je
sadrzavao 0,05 M o-fosforne kiseline. U dobivenim ekstraktima izoliran je udio ukupnih fenola
u rasponu od 82,6 = 3,0 do 97,3 £ 0,6 mg GAE/g s.t. Ako se usporede navedene vrijednosti s
rezultatima dobivenima u ovom radu, vidljiva su odredena odstupanja u vrijednostima koja se

mogu objasniti izborom otapala te razli¢itim porijeklom i kultivarom crnog ribiza.
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4.2. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREDPEN FRAP METODOM

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom u listu crnog ribiza

dobivenih primjenom ASE prikazani su graficki na slici 6.
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Slika 6. Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u ekstraktima lista crnog ribiza

dobivenih primjenom ASE

Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u uzorcima lista crnog ribiza odreden je
u rasponu od 595,99 * 6,85 do 948,43 + 23,49 umol TE/g s.t. Najniza vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta odredena je u uzorku koji je ekstrahiran pri 100 °C, statickom
vremenu 5 min te omjeru otapala i biljnog materijala 20 mL/g, dok je najvisi antioksidacijski
kapacitet odreden u ekstraktu dobivenom pri 150 °C, statickom vremenu 5 min te omjeru otapala
i biljnog materijala 20 mL/g.

Teleszko i Wojdyto (2015) proveli su ultrazvu¢nu ekstrakciju lista crnog ribiza tako $to su
uzorci stavljeni u ultrazvu¢nu kupelj 15 min, nakon ¢ega su odstojali 24 h pri 4 °C bez prisutnosti

svjetla te su opet stavljeni u ultrazvu¢nu kupelj 15 min. Kao otapalo koristili su smjesu metanola,
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askorbinske kiseline i octene kiseline. U dobivenim ekstraktima odreden je antioksidacijski
kapacitet FRAP metodom te su vrijednosti dobivene u rasponu od 101,1 + 0,9 do 294,5 + 2,8
pmol TE/g s.t., koje su mnogo nize od vrijednosti dobivenih u ovom radu. Razli¢ita tehnika
ekstrakcije i izbor otapala moguci su razlozi odstupanja rezultata s onima dobivenim u ovom
radu.

Dobivene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom slijede
vrijednosti udjela ukupnih fenola jer su najnize vrijednosti dobivene pri temperaturi 100 °C dok
su najvise vrijednosti dobivene pri temperaturi od 150 °C. Vidljivo je da je pri ve¢im udjelima

ukupnih fenola, dobiven i veci antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom.

4.3. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREDEN DPPH METODOM

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom u listu crnog ribiza

dobivenih primjenom ASE prikazani su graficki na slici 7.
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom u ekstraktima lista crnog

ribiza dobivenih primjenom ASE
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Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom u uzorcima lista crnog
ribiza odredene su u rasponu od 327,38 + 0,77 do 618,17 + 7,05 umol TE/g s.t. Najniza
vrijednost odredena je u uzorku koji je ekstrahiran pri 100 °C, statickom vremenu 5 min te
omjeru otapala i biljnog materijala 20 mL/g, dok je najvisa vrijednost odredena u ekstraktu
dobivenom pri 150 °C, staticCkom vremenu 10 min te omjeru otapala i biljnog materijala 40
mL/g.

U ve¢ spomenutom istrazivanju Nour i sur. (2014) u ekstraktima lista crnog ribiza odreden
je antioksidacijski kapacitet DPPH metodom. U ekstraktima dobivenim Kkoriste¢i
konvencionalnu tehniku ekstrakcije uz primjenu vode kao otapala odreden je antioksidacijski
kapacitet u rasponu od 222,0 + 11,2 do 285,6 + 13,2 umol TE/g s.t. Antioksidacijski kapacitet u
ekstraktima dobivenim ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz 40 %-tni etanol odreden je u rasponu od
257,8 = 17,8 do 386,8 + 28,4 umol TE/g s.t., dok je ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz 80 %-tni
etanol dobiveno od 58,6 + 3,9 do 105,3 + 11,9 umol TE/g s.t. U ovom istrazivanju dobivene su
viSe vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom, stoga se moze
zakljuciti da je ASE ucinkovitija tehnika ekstrakcija, a razlozi moguéeg odstupanja rezultata su
tehnika ekstrakcije, izbor otapala te porijeklo crnog ribiza.

Vrijednosti udjela ukupnih fenola dobivenih u ovom radu slijede trend vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom, jer su najniZe vrijednosti dobivene pri
temperaturi od 100 °C, dok su najviSe vrijednosti dobivene pri temperaturi 150 °C. Takoder,
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom slijede trend rezultata
antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom. Nije moguce direktno usporedivati
dobivene rezultate dvaju navedenih metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta jer se
temelje na razli¢itim mehanizmima reakcije. Takoder, klju¢ni faktor je i otapalo u kojem se
odvija reakcija jer polaritet otapala utjeCe na mehanizam reakcije. Na razlicite rezultate moze
utjecati i prisutnost odredenih neoksidativnih spojeva, koji mogu reagirati te prividno utjecati na

viSe vrijednosti antioksidativnog kapaciteta (Pérez-Jiménez i sur., 2008).
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4.4. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREDEN ABTS METODOM

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom u listu crnog ribiza

dobivenih primjenom ASE prikazani su graficki na slici 8.
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom u ekstraktima lista crnog ribiza

dobivenih primjenom ASE

Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom u uzorcima lista crnog ribiza odreden je
u rasponu od 579,40 £ 6,66 do 1269,99 £ 46,16 umol TE/g s.t. Najnizi antioksidacijski kapacitet
odreden je u uzorku koji je ekstrahiran pri 100 °C, statickom vremenu 10 min te omjeru otapala
i biljnog materijala 30 mL/g, dok je najvisa vrijednost odredena u ekstraktu dobivenom pri 150
°C, staticCkom vremenu 5 min te omjeru otapala i biljnog materijala 40 mL/g.

U ve¢ spomenutom istrazivanju Burri i sur. (2017) odreden je antioksidacijski kapacitet
ABTS metodom te su dobivene vrijednosti u rasponu od 983,0 £ 25,0 do 1089,0 £ 3,0 umol
TE/g s.t., $to je u rasponu vrijednosti dobivenih u ovom radu. Antioksidacijski kapacitet odreden

ABTS medotom u istrazivanju Teleszko i Wojdyto (2015) iznosio je od 176,4 + 2,0 do 498,6 +
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6,0 pmol TE/g s.t. te su rezultati mnogo nizi od rezultata dobivenih u ovom radu. Moguéi razlog
odstupanja su razli¢iti kultivari crnog ribiza, no i odabir tehnike ekstrakcije, kao i odabir otapala.

Dobivene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom slijede
vrijednosti udjela ukupnih fenola jer su najnize vrijednosti dobivene pri temperaturi 100 °C dok
su najvise vrijednosti dobivene pri temperaturi od 150 °C. Takoder, vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta odredenog ABTS metodom slijede vrijednosti rezultata antioksidacijskog kapaciteta
odredenog FRAP i DPPH metodom. Dobivanje razli¢itih rezultata vjerojatno proizlazi iz toga
Sto se navedene metode temelje na razli¢itim mehanizmima reakcije, moguceg utjecaja otapala
u kojem se odvija reakcija, jer polaritet otapala utjeCe na mehanizam reakcije te prisutnost

odredenih neoksidativnih spojeva (Pérez-Jiménez i sur., 2008).

4.5. UTJECAJ PARAMETARA EKSTRAKCIJE NA UDIO UKUPNIH FENOLA |
ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET LISTA CRNOG RIBIZA

Rezultati statisticke analize utjecaja parametara ASE na udio ukupnih fenola te
antioksidacijski kapacitet odreden FRAP, DPPH i ABTS metodom u ekstraktima lista crnog
ribiza dobivenih primjenom ASE prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Utjecaj parametara ASE na udio ukupnih fenola, i antioksidacijski kapacitet
lista crnog ribiza odreden FRAP, DPPH i ABTS metodom

lzvor UKUPNI FRAP DPPH ABTS
variiaciie FENOLI (umol TE/gs.t. | (umol TE/gs.t. | (umol TE/gs.t.
J8CUE 1 (mglg s.t. lista) lista) lista) lista)
Temperatura p<0,01* p <0,01* p <0,01* p <0,01*
(°C)
100 52,51 +0,63% | 639,00+8,11% | 393,14+ 0,90® | 762,90 + 10,362
125 66,47 +0,63° | 697,41 +8,11° | 467,14+ 0,90° | 932,19 + 10,36°
150 69,84 +0,63° | 845,09 +8,11° | 476,45+ 0,90° | 1060,37 + 10,36°
Staticko _ * * _
vrijeme p=0,69 p<0,01 p<0,01 p=0,54
(min)
5 63,00+ 0,522 | 740,51 +6,62° | 440,51 +0,73% | 922,22 + 8,467
10 62,79+ 0,528 | 713,83+6,62% | 451,14+0,73° | 914,76 + 8,46?
Omjer * * * *
otapalo/biljni | P <001 p<001 p<0,01 p<001
materijal
(mL/g)
20 62,68 + 0,64% | 712,58 +8,11% | 331,87 +0,90° | 855,30 + 10,36°
30 64,77 +0,64° | 769,63 +8,11° | 462,99+0,90° | 864,64 + 10,362
10 61,38 +0,64% | 699,30 + 8,112 | 542,61 +0,90° | 1035,53 + 10,36°

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p < 0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razli¢itim slovima
medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05.

Rezultati statistiCke analize pokazali su da temperatura ima statisti¢ki znacajan utjecaj (p <
0,01) na udio ukupnih fenola te antioksidacijski kapacitet ekstrakata lista crnog ribiza odreden
FRAP, DPPH i ABTS metodom. Ekstrakti dobiveni pri 100, 125 i 150 °C medusobno se
statistiCki znaCajno razlikuju s obzirom na prosjeénu vrijednost udjela ukupnih fenola te
antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP, DPPH i ABTS metodom. U ekstraktima
dobivenima pri 150 °C izolirana je signifikantno najvisa vrijednost udjela ukupnih fenola (69,84
+ 0,63 mg/g s.t.), dok je u ekstraktima dobivenim pri 100 °C izolirana signifikantno najniza
vrijednost udjela ukupnih fenola (52,51 + 0,63 mg/g s.t.). Nadalje, najvisa vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom odredena je u ekstraktima dobivenim
pri 150 °C (845,09 £ 8,11 pumol TE/g s.t.), dok je signifikantno najniza vrijednost odredena u
ekstraktima dobivenim pri 100 °C (639,00 + 8,11 umol TE/g s.t.). Razmatrajuci rezultate za

vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom, vidljivo je da je
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signifikantno najvisa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredena u ekstraktima dobivenim
pri 150 °C (476,45 £ 0,90 pumol TE/g s.t.), dok je signifikantno najniza vrijednost odredena u
ekstraktima dobivenim pri 100 °C (393,14 + 0,90 umol TE/g s.t.). Takoder, signifikantno najvisa
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom odredena je u ekstraktima
dobivenim pri 150 °C (1060,37 £+ 10,36 pmol TE/g s.t.), dok je signifikantno najniza vrijednost
karakterizirala ekstrakte dobivene pri 100 °C (762,90 £ 10,36 pumol TE/g s.t.).

Temperatura, kao parametar ekstrakcije, predstavlja jedan od kriti¢nih ¢imbenika koji utjecu
na ucinkovitost i selektivnost ASE. KoriStenjem visokih temperatura prekidaju se interakcije
izmedu analita i matriksa koje su uzrokovane van der Waalsovim silama, vodikovim vezama te
dipol-dipol interakcijama, $to dovodi do poboljSanja ucinkovitosti ekstrakcije. Visoka
temperatura uzrokuje i smanjenje povrsinske napetosti otapala, otopljenih tvari i matriksa ¢ime
se omogucuje brze otapanje analita u otapalu. Dolazi i do smanjenja viskoznosti tekuceg otapala,
Sto rezultira poboljsanim procesom ekstrakcije radi lakseg prodiranja otapala u matriks (Mustafa
I Turner, 2011). Ipak, pri povisenim temperaturama moze do¢i do razgradnje spojeva koji su
termolabilni, stoga je potrebno odrediti optimalne temperature ekstrakcije za svaki biljni
materijal (Dobroslavic i sur., 2022).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da poviSenjem temperature raste topljivost fenola te
se posljedi¢no povecava antioksidacijski kapacitet ekstrakata. Dobroslavi¢ i sur. (2022) proveli
su ASE na lovorovom listu pri temperaturama 90, 120 i 150 °C te su zakljucili da je udio ukupnih
fenola rastao proporcionalno s porastom temperature. Howard i Pandjaitan (2008) uodili su
linearan porast udjela ukupnih fenola u ekstraktima Spinata izmedu 90 1 170 °C, no nakon 170
°C dolazi do pada vrijednosti. Takoder, uocili su kako poviSenjem temperature dolazi do
povecanja antioksidacijskog kapaciteta odredenog ORAC metodom. Suprotno ovim rezultatima,
u istrazivanju koje su proveli Repaji¢ i sur. (2020), najvisa vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta odredenog ORAC metodom u listu samonikle koprive dobivena je pri 80 °C i opada
daljnjim poviSenjem temperature (100 °C). No, naveli su da povisenjem temperature dolazi do
oStecenja stanica uzorka pri cemu se bioaktivni spojevi prenose iz uzorka u otapalo, $to rezultira
povecanjem antioksidacijskog kapaciteta i u skladu je s prethodno razmotrenim rezultatima.

Rezultati statisticke analize pokazali su da staticko vrijeme ekstrakcije nema statisticki
znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola (p = 0,69) i antioksidacijski kapacitet odreden ABTS
metodom (p = 0,54), no ima statisti¢ki znacajan (p < 0,01) utjecaj na antioksidacijski kapacitet
ekstrakata lista crnog ribiza odreden FRAP i DPPH metodom. Ekstrakti dobiveni pri statickom
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vremenu od 5 i 10 min medusobno se nisu statisticki razlikovali S obzirom na prosje¢nu
vrijednost udjela ukupnih fenola (63,09 + 0,52 1 62,72 = 0,52 mg/g s.t.). U uzorcima gdje je
primijenjeno staticko vrijeme ekstrakcije u trajanju od 5 min odredena je signifikantno visa
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom (740,51 + 6,62 umol TE/g
s.t.), dok je pri statickom vremenu 10 min dobivena signifikantno niza vrijednost (713,83 + 6,62
pmol TE/g s.t.). Signifikantno najvisa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH
metodom odredena je u uzorcima ekstrahiranima pri statickom vremenu od 10 min (451,14 +
0,73 umol TE/g s.t.), dok je signifikatno najniza vrijednost odredena u ekstraktima dobivenim
pri statiCkom vremenu od 5 min (440,51 = 0,73 pmol TE/g s.t.). Ekstrakti dobiveni pri statickom
vremenu od 5 1 10 min medusobno se nisu statisticki razlikovali obzirom na prosjecnu vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom (922,22 + 8,46 i 914,76 + 8,46 pmol
TE/g s.t.).

Staticko vrijeme je takoder vazan parametar ekstrakcije jer duza izloZenost analita
ekstrakcijskom otapalu pri povisenim temperaturama rezultira pove¢anom brzinom difuzije
ciljanih spojeva (Dobroslavi¢ i sur., 2022). U ve¢ spomenutom istrazivanju Dobroslavi¢ i sur.
(2022), primijenjeno staticko vrijeme ekstrakcije od 5 i 10 min nije rezultiralo statisti¢ki
znacajnim utjecajem na udio ukupnih fenola sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. No,
suprotno ovim rezultatima, u ve¢ navedenom istrazivanju Repaji¢ i sur. (2020), stati¢ko vrijeme
ekstrakcije od 5 i 10 min pokazalo je statisti¢ki znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola u listu
samonikle koprive. Pri statickom vremenu 10 min izoliran je signifikantno visi udio ukupnih
fenola, nego pri statickom vremenu 5 min. Takoder, zakljucili su da staticko vrijeme ima
statistiCki znacajan utjecaj na antioksidacijsku vrijednost odredenu ORAC metodom te je
signifikantno viSa vrijednost dobivena pri 10 min.

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da omjer otapala i biljnog materijala ima statisticki
znacajan utjecaj (p < 0,01) na udio ukupnih fenola te antioksidacijski kapacitet ekstrakata lista
crnog ribiza odreden FRAP, DPPH i ABTS metodom. Prema rezultatima statisticke analize,
prosjecna vrijednost udjela ukupnih fenola dobivena pri omjeru otapala i biljnog materijala od
20 mL/g (62,68 £+ 0,64 mg/g s.t.) se medusobno statisti¢ki znacajno ne razlikuje od vrijednosti
dobivenih pri omjeru otapala i biljnog materijala 30 mL/g (64,77 £ 0,64 mg/g s.t.) i 40 mL/g
(61,38 £ 0,64 mg/g s.t.). Vrijednosti dobivene pri omjeru otapala i biljnog materijala 30 mL/qg i
40 mL/ g se medusobno statisticki zna¢ajno razlikuju. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta

odredenog FRAP metodom u ekstraktima dobivenim pri omjeru otapala i biljnog materijala 20
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1 40 mL/g se medusobno statisticki znacajno ne razlikuju (712,58 £ 8,11 1 699,30 + 8,11 umol
TE/g s.t), dok se vrijednost odredena u ekstraktima dobivenim pri omjeru otapala i biljnog
materijala 30 mL/g statisticki znacajno razlikuje od prethodno navedenih vrijednosti (769,63 +
8,11 umol TE/g s.t.). Nadalje, prosje¢ne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog
DPPH metodom u ekstraktima dobivenim pri omjeru otapala i biljnog materijala 20, 30 i 40
mL/g se medusobno statisticki znacajno razlikuju. Pri omjeru otapala i biljnog materijala 40
mL/g odredena je signifikantno visa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (542,61 = 0,90 pmol
TE/g s.t), dok je pri omjeru otapala i biljnog materijala 20 mL/g odredena signifikantno niza
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (331,87 + 0,90 pmol TE/g s.t). Vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom u ekstraktima dobivenim pri omjeru
otapala 1 biljnog materijala 20 i 30 mL/g se medusobno statistic¢ki znac¢ajno ne razlikuju (855,30
+ 10,36 i 864,64 + 10,36 umol TE/g s.t), dok se vrijednost odredena u ekstraktima dobivenim
pri omjeru otapala i biljnog materijala 40 mL/g statisticki znacajno razlikuje od prethodno
navedenih vrijednosti (1035,53 £ 10,36 pmol TE/g s.t.).

Omjer otapala i biljnog materijala takoder je vazan parametar ekstrakcije. Sto je ve¢i omjer
otapala i krute tvari, veca je vrijednost izoliranih spojeva. Kada se koristi ve¢i omjer otapala i
krute tvari, vedi je i gradijent koncentracije izmedu krute tvari i mase tekucine, $to predstavlja
pokretacku silu tijekom prijenosa mase (Pinelo i sur., 2005). Rezaei i sur. (2013) koristili su
omjere otapala i biljnog materijala 10:1, 20:1 i 30:1 prilikom ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima za izolaciju fenola iz komine jabuke. Uocen je porast udjela ukupnih fenola s
porastom omjera otapala i biljnog materijala, no nije uo¢en znacajan porast izmedu omjera 20:1
130:1. Zakljucili su da je takav rezultat posljedica ogranic¢enog sadrzaja fenolnih spojeva koji se
mogu ekstrahirati pri omjeru 20:1.

Sumiranjem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su najpovoljniji parametri ekstrakcije
lista crnog ribiza, koji rezultiraju najvisim udjelom ukupnih fenola temperatura 150 °C, stati¢ko
vrijeme ekstrakcije 5 min te omjer otapala i biljnog materijala 30 mL/g, pri ¢emu se postizu i

visoke vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1.

2.

Primjena ubrzane ekstrakcije otapalima (ASE) uz 30 %-tni etanol kao ekstrakcijsko
otapalo, u¢inkovita je tehnika ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista crnog ribiza.

Udio ukupnih fenola u listu crnog ribiza odreden je u rasponu od 42,92 do 78,90 mg
GAE/g s.t., antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom od 595,99 do 948,43
umol TE/g s.t., antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom od 327,38 do 618,17
umol TE/g s.t., dok je antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom od 579,40 do
1269,99 umol TE/g s.t.

Ispitivani parametri ekstrakcije temperatura te omjer otapala i biljnog materijala imali su
statistiCki znaCajan utjecaj na udio ukupnih fenola i vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta odredenog svim primijenjenim metodama, dok je stati¢ko vrijeme ekstrakcije
imalo statisticki znacajan utjecaj samo na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta
odredenog FRAP i DHHP metodom.

Parametri ASE pri kojima je izoliran najvisi udio ukupnih fenola su temperatura 150 °C,
staticko vrijeme 5 min te omjer otapala i biljnog materijala 30 mL/g, pri cemu dobiveni

ekstrakt karakteriziraju visoke vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja MARTINA BRESKI izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam Koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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