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1. UVOD 
 
Borovnica (Vaccinium myrtillus L.) je listopadni grm čije cvijeće cvijeta u rano proljeće  

karakterističan za vlažne borealne šume u kojima dominira obična smreka (Picea abies (L.) 

H.Karst.) (Zoratti i sur., 2016). Podrijetlom je iz sjeverne i srednje Europe, a klimatski 

uspijeva u hladnim do umjerenim i tropskim klimama. Nutritivno je bogata vodom, 

ugljikohidratima, proteinima, mastima, mikronutrijentima, sterolima, karotenoidima te 

polifenolima. Od mineralnih tvari, ističe se najvišom koncentracijom kalija, a od vitamina u 

najvećoj mjeri sadrži vitamin C. Komina borovnice koja zaostaje kao nusproizvod nakon 

prerade u sokove, sadrži sjemenke, kožicu i ostatak pulpe, predstavlja veliki interes 

znanstvenika budući da se njezinom obradom smanjuje otpad, te se kao takva može koristiti 

kao gnojivo ili hrana u poljoprivredi. Zbog sadržaja vrlo visoke koncentracije polifenola, 

posebice antocijana, ovaj nusproizvod ima značajnu primjenu u području funkcionalne hrane 

i dodatka prehrani.  Antocijani (grč.anthos = cvijet, kianos = plavo) najvažniji su pigmenti 

vaskularnih biljaka, pa tako i borovnice. Imaju jako antioksidacijsko djelovanje, te uz brojne 

benefite imaju značajnu ulogu u prevenciji neuroloških i kardiovaskularnih bolesti, raka, 

dijabetesa i pretilosti (Konczak i Zhang, 2004). Kako bi se ovi spojevi učinkovito mogli 

primijeniti u funkcionalnoj hrani i dodacima prehrani, potrebno ih je ekstrahirati iz biljnog 

materijala te definirati optimalne uvjete pri kojima se postižu najveći prinosi. 

Ubrzana ekstrakcija otapalom pri povišenom tlaku (engl. Accelerated Solvent 

Extraction, ASE) jedna je od naprednih tehnika ekstrakcije koja je pronašla široku primjenu u 

procesima ekstrakcije biološki aktivnih komponenti poput polifenola, uključujući i antocijane. 

Visokoučinkovita i visokoekonomična je tehnika, jer zahtjeva značajno manje vremena i 

manju količinu otapala od konvencionalnih metoda koje se primjenjuju s istim ciljem, visoko 

reproducibilna je, brza i jednostavna za provođenje i interpretaciju rezultata, te se može uz 

maksimalno iskorištenje koristiti otapalo nižeg vrelišta. 

Cilj ovog istraživanja bio je odrediti utjecaj parametara ASE ekstrakcije uključujući 

temperaturu (100, 125, 150 °C), vrijeme (5, 10 min) i omjer uzorak:otapalo (1:20, 1:40, 1:60 

g/mL), na koncentraciju ukupnih fenola i antocijana te na antioksidacijski kapacitet određen 

pomoću FRAP i ABTS metode u uzorcima komine borovnice te odrediti optimalne uvjete pri 

kojima se postižu najviše vrijednosti ispitivanih parametara. 
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2. TEORIJSKI DIO 

 

2.1. BOROVNICA (Vaccinium myrtillus L) 

2.1.1. Morfologija  biljke  
 

Vaccinium je taksonomski rod koji se sastoji od oko 150 vrsta, a pripada obitelji 

Ericaceae (Padmanabhan i sur., 2016). Vaccinium L. je raspostranjen u obliku 400 do 500  

vrsta grmova ili malih stabala diljem svijeta (Vander Kloet i Dickinson, 2009; Vander Kloet 

SP, 1988). 

Borovnica (Vaccinium myrtillus L.) je listopadni grm čije cvijeće cvijeta u rano proljeće  

karakterističan za vlažne borealne šume u kojima dominira obična smreka (Picea abies (L.) 

H.Karst.) (Zoratti i sur., 2016). Porijeklom je iz srednje i i sjeverne Europe, a može se naći i u 

Sjevernoj Americi i Aziji (Padmanabhan i sur., 2016). Cvjetovi borovnice mogu biti  

pojedinačni ili u parovima u pupovima. Klimatski uspijevaju u hladnim do umjerenim i 

tropskim klimama. Na temelju morfoloških razlika izdvojene su dvije podvrste: V. myrtillus 

ssp. myrtillus i V. myrtillus ssp. oreophilum (Zoratti i sur., 2016).  

Plodovi su plavičaste boje, okruglog oblika ispunjene crvenkastim sjemenkama; listovi 

su svjetlozeleni; a cvjetovi blagoroskasti ili zelenkasti (slika 1). Za plavičastu boju plodova 

zaslužni su antocijani delfinidini. 

 

Slika 1. Vaccinium myrtillus L. (Zoratti i sur., 2016) 
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2.1.2. Nutritivna i energetska vrijednost borovnice 
 

Svježe borovnice sadrže najveći udjel vode (84 %), a potom ugljikohidrata (9,7 %), 

proteina (0,6 %) i masti (0,4 %) (Michalska i Łysiak, 2015). Niskokalorična su namirnica 

bogata mikronutrijentima, polifenolima, sterolima i karotenoidima. Energetska vrijednost 100 

g svježih borovnica iznosi otprilike 192 kJ (Michalska i Łysiak, 2015).  

Sadrže visoku koncentraciju mononezasićenih i polinezasićenih masnih kiselina, 

među kojima dominiraju oleinska (18:1), linolna (18:2) i linolenska (18:3) (Zoratti i sur., 2016). 

Od mineralnih tvari, detektirana je najveća koncentacija kalija, potom fosfora i magnezija; a 

od vitamina ističu se visokom koncentracijom vitamina C, pa tako unos 100 g svježih 

borovnica zadovolji 1/3 preporučenih dnevnih potreba za unosom askorbinske kiseline.  

Također su značajan izvor dijetalnih vlakana. 

Borovnice su bogate i biološki aktivnim komponentama, polifenolima koji imaju 

dokazano jako antioksidacijsko djelovanje čime djeluju blagotvorno na zdravlje. Izrazito su 

bogat izvor biljnih pigmenata antocijana odgovornih za ljubičastu boju pokožice i mesa ploda, 

što objašnjava visoke koncentracije antocijana u usporedbi s mnogim drugim bobicama 

(Riihinen i sur., 2008). 

U tablici 1 je prikazana količina vitamina koja se nalazi u 100 g svježih plodova 

borovnica, a u tablici 2 količina mineralnih tvari koja se nalazi u 100 g svježih plodova 

borovnica.  

 

Tablica 1. Vitaminski sastav borovnice na 100 g svježeg ploda (prema USDA, 2019) 
 

Vitamin Masa 

Vitamin C 3,7 mg 

Vitamin E (α-tokoferol) 0,57 mg 

Niacin (B3) 0,418 mg 

Pantotenska kiselina (B5) 0,124 mg 

Piridoksin (B6) 0,052 mg 

Riboflavin (B2) 0,041 mg 

Tiamin (B1) 0,037 mg 

Vitamin K (filokinon) 19,3 µg 

Folat (B9) 6 µg 

Vitamin A, RAE (engl.retinol acid ekvivalent) 
Vitamin A, β-karoten 

3 µg 
32  µg 

Vitamin D (D2+D3) 0 

Kobalamin (B12) 0 
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       Tablica 2. Mineralni sastav borovnice na 100 g svježeg ploda (prema USDA, 2019) 

 
Mineralna tvar Masa 

Kalij, K 77 mg 

Fosfor, P 12 mg 

Magnezij, Mg 6 mg 

Kalcij, Ca 6 mg 

Natrij, Na 1 mg 

Mangan, Mn 0,336 mg 

Željezo, Fe  0,28 mg 

Cink, Zn 0,16 mg 

Bakar, Cu 0,057 mg 

Selenij, Se 0,1 µg 

 

2.1.3. Komina borovnice  
 

Zbog svog bogatog kemijskog sastava borovnica predstavlja kvalitetnu voćnu vrstu i 

pruža velike mogućnosti prerade u prehrambenoj industriji. Voćni sokovi su jedna od 

najznačajnijih skupina voćnih prerađevina, a komina koja sadrži sjemenke, pokožicu i ostatak 

pulpe je najzastupljeniji nusproizvod (20-30 %) koji nastaje pri preradi borovnice (Bener i 

sur., 2013). Posljednjih godina istraživanja komine borovnice u fokusu su brojnih istraživanja, 

budući da se njezinom obradom smanjuje otpad, te se kao takva može koristiti kao gnojivo ili 

hrana u poljoprivredi. Sadrži vrlo visoku koncentraciju polifenola što ju dodatno čini 

interesnim područjem istraživanja, pogotovo u području funkcionalne hrane. 

Potencijal u primjeni u području funkcionalne hrane proizlazi iz toga što komina 

objedinjuje fiziološke učinke dijetalnih vlakana i antioksidansa, u skladu s konceptom 

“antioksidacijska dijetalna vlakna“ (Saura-Calixto, 1998). Tako se danas komina borovnice 

koristi za proizvodnju pojedinih keksa i pahuljica za doručak čime se mijenja nutritivan profil 

ovih proizvoda, ali se i povećava interes potrošača za njihovom konzumacijom. Cheng i sur. 

(2020) su proveli fermentaciju komine probiotičkom kulturom Lactobacillus casei te mjerili 

antioksidacijsku aktivnost, regulaciju fekalne mikrobiote i proizvodnju masnih kiselina kratkog 

lanca. Rezultati su pokazali povećanje antioksidacijske aktivnosti zajedno sa povećanjem 

polifenolnih spojeva u uzorku komine.  

Zanimljivo istraživanje Boue i sur. (2019) je pokazalo da obogaćivanje pšeničnih 

mekinja kominom borovnice smanjuje sadržaj arsena u mekinjama. U uzorcima korištenim u 

istraživanju, početna koncentracija arsena iznosila je 0,847 ppm, a nakon obogaćivanja 

kominom borovnice koncentracija se smanjila na 0,445 ppm. 
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2.1.4. Polifenoli u komini borovnice  
 

Polifenoli zaostali u komini koja je nusproizvod u proizvodnji soka borovnice su 

antioksidansi koji imaju blagotvorno djelovanje na čovjekov organizam zbog čega su privukli 

veliki interes znanstvenika u prehrambenom području. 

Polifenoli i antocijani se u najvećoj koncentraciji nalaze u  pokožici borovnice,  ali su 

prisutni i u sjemenci i u mesu ploda. Što je njihova koncentracija veća, to je i jači 

antioksidacijski potencijal biljke (Lee i Wrolstad, 2004) što borovnicu  svrstava u kategoriju 

„super hrane“ zbog širokog spektra blagotvornog djelovanja na čovjekov organizam. 

Polifenoli su organske  molekule koje se sastoje od međusobno povezanih 

aromatskih prstenova na koje su vezane hidroksilne grupe. Osnova strukture je fenolna 

jedinica (slika 2) (Said i sur., 2021), ali većina polifenola u biljkama se nalazi u obliku 

glikozida građenih od različitih jedinica šećera i aciliranih šećera koji se povezuju na 

različitim mjestima polifenolnog kostura (Tsao, 2010). Prema klasifikaciji polifenoli se dijele 

na flavonoide (antocijanidini, flavonoli, flavoni, flavan-3-oli, izoflavoni, flavanoni, 

dihidrohalkoni) i neflavonoide (fenolne kiseline, stilbeni, lignani). U kontekstu ovog rada 

najvažniji su flavonoidi antocijani. Sadržaj fenolnih struktura varira ovisno o sorti, klimi i tlu na 

kojem rastu, vremenu berbe, uvjetima skladištenja i slično (Yang i sur., 2022) . 

Prema Szajdek i Borowska (2008) sadržaj fenola u Vaccinium myrtillus iznosi 525 

mg/100 g svježih bobica. 

 

Slika 2. Struktura fenola (Said i sur., 2021) 

2.1.5. Antocijani u komini borovnice  
 

Borovnice kao najveći izvor antocijana u odnosu na ostalo bobičasto voće, sadrže 

antocijane u rasponu od 300 do 700 mg/100 g suhe tvari (Padmanabhan i sur., 2016).  

Antocijani se sastoje od antocijanidina (aglikona) i šećernog dijela. Antocijanidini (ili 
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aglikoni) se sastoje od aromatskog prstena [A] vezanog na heterociklički prsten [C] koji 

sadrži kisik, koji je također vezan ugljik-ugljik vezom na treći aromatski prsten [B] (Konczak i 

Zhang, 2004) (slika 3) (Castañeda-Ovando i sur., 2009). Ovisno o broju hidroksilnih i 

metoksilnih grupa vezanih na B-prsten, u većini voća, pa i u borovnicama prevladavaju 

strukture šest vrsta antocijanidina, a to su delfinidin, cijanidin, petunidin, malvidin, 

pelargonidin, i peonidin (Kong i sur, 2003) (tablica 3) (Villaño i sur., 2016). 

 

 

Slika 3. Osnovna struktura antocijanidina (Castañeda-Ovando i sur., 2009) 

 
Promatrajući različite kultivare borovnice, uočava se da su vrste antocijana unutar 

različitih kultvara identične, ali se njihov udio razlikuje. Istraživanjem 17 različitih kultivara 

borovnice uzgajanih u Kini utvrdilo se da više od 90 % sadržaja antocijana čine glikozidi 

delfinidina, malvidina i petunidina (Yang i sur., 2022) dok su Zhang i sur. (2022) provođenjem 

ekstrakcije potpomognute ultrazvukom utvrdili da je u komini borovnice prisutno ukupno 13 

vrsta antocijana, među kojima se u najvećoj koncentraciji nalazi malvidin-3-galaktozid. 

Delfinidin i cijanidin glikozidi  po svojoj kemijskoj strukturi spadaju u polarnije spojeve, a 

malvidin i peonidin glikozidi su manje polarni. 
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Tablica 3. Podjela  antocijana na šest vrsta ovisno o broju hidroksilnih i metoksilnih grupa 
(prema Villaño i sur., 2016) 

 

ANTOCIJANIDIN R1 R2 

Pelargonidin H H 

Cijanidin OH H 

Peonidin OCH3 H 

Delfinidin OH OH 

Petunidin OCH3 OH 

Malvidin OCH3 OCH3 

 

2.1.6. Zdravstveni benefiti i mogućnost primjene polifenola i antocijana  borovnice 
 

Antocijani sačinjavaju do 60 % ukupnih fenolnih spojeva u zrelim borovnicama (Kalt i 

sur., 2003). Zahvaljujući njihovoj visokoj koncentraciji prema Organizaciji za hranu i 

poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organization, FAO) borovnice su certificirane kao 

jedne od pet namirnica sa zdravstvenim benefitima, te su stoga vrijedna sirovina za 

proizvodnju funkcionalnih proizvoda (Zhang, 2021). Tome ide u prilog i činjenica da u 

kemijskom sastavu borovnice nije pronađen niti jedan alergen. Antocijani se mogu također 

koristiti kao prirodna bojila obzirom da su po svojoj kemijskoj strukturi biljni pigmenti topljivi u 

vodi koji pokazuju širok raspon boja (Castañeda-Ovando i sur., 2014). Međutim, takva 

funkcija je ograničena zbog njihove kemijske strukture i degradativnih promjena koje nastaju 

tijekom prerade i skladištenja. Poznate su još mnogobrojne funkcije antocijana u zaštiti 

zdravlja, zbog čega se sve više koriste za proizvodnju brojnih dodataka prehrani. Prirodni su 

antioksidansi, stoga sprječavaju oksidaciju slobodnih radikala. Njihovo izrazito 

antioksidacijsko djelovanje, čime se ističu u odnosu na ostale polifenolne strukture, proizlazi 

iz njihove kemijske strukture zahvaljujući kojoj, u ovisnosti o pH medija u kojem se nalaze, 

delokaliziraju elektrone, te na taj način postižu više rezonancijskih struktura zahvaljujući 

pozitivno nabijenom atomu kisika. Neka od istaknutih djelovanja ovih spojeva su 

kardioprotektivno i neuroprotektivno, poboljšavanje vida, smanjenje rizika od razvoja 

pretilosti i šećerne bolesti tipa 2. Također, dokazano je njihovo protuupalno, antimikrobno i 

antikancerogeno djelovanje.  

Istraživanje antioksidacijskog kapaciteta je ispitivano in vitro i in vivo metodama. In 

vitro studija je pokazala da antocijani borovnice povećavaju razinu aktivnosti enzimatskih 

antioksidanasa superoksid dismutaze (engl. superoxide dismutase, SOD) i katalaze (engl. 

catalase, CAT), a smanjuju koncentraciju malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA), 
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toksičnog produkta lipidne peroksidacije koji je jedan od najčešće korištenih markera u 

procjeni oksidativnog stresa. Također, studija provedena na ljudskim endotelnim stanicama 

pokazala je da malvidin, malvidin-3-galaktozid i malvidin-3-glukozid iz borovnice smanjuju 

razinu reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i ksantin oksidaze 1 

(engl. xanthine oxidase, XO-1), a povećavaju razine SOD i hem oksigenaze 1 (engl. heme 

oxygenase 1, HO-1) (Du i sur., 2016; Huang i sur., 2016).  Yang i sur. (2022) su u in vivo 

studiji hranili miševe ekstraktom borovnice (250 mg/kg/dnevno) tijekom 14 dana, a miševi su 

prethodno bili izloženi akrilamidu koji je uzrokovao oksidacijski stres. Rezultati su pokazali 

smanjenje ROS-a i citokrom P450 2E1 enzima, te povećanje razine glutationa i njemu sličnih 

enzima (glutation peroksidaza, glutation-S-transferaza, glutation sintetaza) (Yang i sur., 

2022).  

Antioksidacijski mehanizam djelovanja može biti povezan s kardioprotektivnim 

djelovanjem antocijana. Određene studije su pokazale da unos određene količine antocijana 

rezultira smanjenjem LDL kolesterola, triglicerida i upalnih markera, a povećanjem HDL 

kolesterola, kao i povećanjem endotelne funkcije. Također, neflavonoidni kataboliti 

antocijanina bobičastog voća koji prevladavaju u debelom crijevu bi mogli stupiti u interakciju 

s mikrobiotom te izazvati protuupalne ili druge odgovore koji idu u prilog kardioprotektivnim 

djelovanjima (Cassidy i Minihane, 2017). Posljednjih desetljeća je proveden velik broj studija 

koje proučavaju neuroprotektivno djelovanje antocijana prilikom čega je pokazano njihovo 

pozitivno djelovanje kod kognitivnih poremećaja. Boespflug i sur. (2018) su istraživali učinak 

suplementacije praha liofiliziranog ploda borovnice tijekom 16 tjedana na regionalnu 

aktivaciju mozga kod starijih osoba s rizikom od demencije te utvrdili korisne učinke na 

funkciju mozga i kognitivno ponašanje. 

Djelovanje antocijana na poboljšanje vida proizlazi iz njihove sposobnosti smanjenja 

vjerojatnosti pojavnosti glaukoma, očne mrene, makularne degeneracije i retinopatije, te 

poboljšanje cirkulacije unutar kapilara retine. Poznato je da je borovnica bogata vitaminom A, 

stoga neke od ovih nabrojanih funkcija proizlaze iz samog djelovanja tog vitamina. Tsuda i 

sur. (2006) su istraživali genske ekspresije u ljudskim adipocitnim stanicama tretiranim 

antocijaninima i pokazalo se da antocijanini mogu regulirati ekspresiju gena adipocitokina za 

pozitivnu modulaciju funkcije adipocita kako bi se kontrolirala pretilost i dijabetes. 

Promatrajući antikancerogeno djelovanje, proantocijanidini i drugi flavonoidi iz brusnica i 

borovnica pokazuju potencijal u ograničavanju procesa uključenih u invaziju i metastaze 

tumora, kao što je blokiranje ekspresije matriksnih metaloproteinaza (engl. matrix 

metalloproteinase, MMP), koji su uključeni u remodeliranje izvanstaničnog matriksa (Neto, 

2007). Antiinflamatorno djelovanje antocijana borovnice proizlazi iz njegovog utjecaja na 

regulaciju NF-κB puta čime se smanjuje ekspresija gena koji sudjeluju u nastanku upale. 

Tako su Karlsen i sur. (2007)  u grupi od 120 ispitanika (muškarci i žene između 40 i 75 
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godina) 3 tjedna provodili suplementaciju ekstraktima borovnice što je rezultiralo smanjenjem 

proupalnih citokina i kimokina (IL-4, IL-13, IL-8, IFN-α) NF-κB staničnog puta. 

Kao što je spomenuto na samom početku poglavlja, navedena svojstva čine 

borovnicu poželjnom sirovinom za razvoj funkcionalne hrane, što dokazuju i neka 

istraživanja. Tako su Perez i sur. (2017) u procesu proizvodnje suhih keksa pšenično brašno 

zamijenili kominom borovnice prilikom čega se povećao sadržaj vlakana (najmanje 6 g 

dijetalnih vlakana na 100 g proizvoda) što je kekse svrstalo u kategoriju proizvoda "s visokim 

udjelom vlakana". Uspoređujući antioksidacijski potencijal mjeren ABTS metodom, kontrolni 

uzorak tj. keks s pšeničnim brašnom je imao niži antioksidacijski potencijal od novo-

dizajniranog keksa s kominom borovnice. Irigoytia i sur. (2022) su na temelju različitih 

metoda sušenja kreirali nove prahove na bazi borovnica koji su koji su sadržavali veću 

koncentraciju vlakana te pokazali dobro zadržavanje i biodostupnost antioksidativnih 

spojeva. Dobiveni prahovi su tijekom procesa proizvodnje dodani u muffine prilikom čega je 

porasla nutritivna vrijednost i senzorska kvaliteta muffina. Hurtado-Romero i sur. (2023) su 

kominu i sirup borovnice implementirali u Petit Suisse sir koji sadrži probiotike i inulin. 

Jednako kao i u prethodnim studijama, dodatak navedenih sastojaka povećao je sadržaj 

vlakana, bioaktivnih komponenti i antioksidacijskog kapaciteta. Međutim, nakon određenog 

vremenskog perioda čuvanja sira, sadržaj bioaktivnih komponenti i antioksidacijski kapacitet 

počeo se smanjivati. Nešto veća koncentracija bioaktivnih komponenti i veći antioksidacijski 

kapacitet uočen je u proizvodima s kominom borovnice u usporedbi s proizvodima sa 

sirupom borovnice. Danas na tržištu postoje brojni dodaci prehrani na bazi borovnice. 

Primjeri toga su kapsule koje uz ostale sastojke sadržavaju i ekstrakt borovnice, listovi 

borovnice koji se pripremaju u obliku čaja, sokovi od plodova borovnice, praškovi za napitak, 

kapi koje sadrže liofiliziran ekstrakt lista.  

Dobro poznavanje kemijskih i nutritivnih komponenti u borovnici, te odabir metode 

koja je adekvatna za njihovu izolaciju je ključno za dizajn visoko kvalitetnih proizvoda na bazi 

borovnice koji pokazuju primjenu u različitim tehnološkim područjima.  

 

2.2. TEHNIKE EKSTRAKCIJE POLIFENOLNIH SPOJEVA  
 

Postoji velik broj tehnika ekstrakcije i izolacije polfenolnih spojeva iz prirodnih 

supstrata, s krajnjim ciljem primjene u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetičkoj industriji.  

Izolacija polifenolnih struktura iz staničnih struktura ovisi o primijenjenoj tehnici 

ekstrakcije i parametrima kao što su otapalo, temperatura, vrijeme ekstrakcije, tlak, snaga, 

itd. Osnovni cilj ekstrakcije je dobivanje što većih prinosa uz zadržavanje, tj.sprječavanje 

razgradnje fenolnih spojeva. 

Ekstrakcija prirodnih spojeva se provodi kroz sljedeće faze (Zhang i sur., 2018): 
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1. Otapalo prodire u matricu  

2. Otopljena tvar se otapa u otapalu  

3. Otopljena tvar difundira iz čvrste matrice  

4. Ekstrahirane otopljene tvari se skupljaju  

Osnovna podjela ekstrakcijskih tehnika je na konvencionalne i napredne tehnike.  

Konvencionalne tehnike ekstrakcije polifenolnih spojeva  karakterizira relativno dugo 

trajanje procesa, te upotreba velike količine otapala. Obično kao otapalo koriste metanol, 

etanol i aceton te njihove vodene otopine, a sam odabir otapala ovisi o polarnosti fenolnih 

grupa i interakcijama koje se stvaruju između uzorka i otapala. Najčešće korištena 

konvencionalna tehnika za ekstrakciju fenolnih spojeva je konvencionalna ekstrakcija 

otapalom za koju su bitni sljedeći radni parametri: vrsta i koncentracija organskih otapala, 

temperatura, vrijeme ekstrakcije i broj ciklusa ekstrakcije (M’hiri i sur., 2014).  Neke od često 

korištenih konvencionalnih tehnika su maceracija, perkolacija i ekstrakcija uz refluks (Zhang i 

sur.,2018). Otapalo je jedan od najvažnijih parametara; uspješnost i odabir ekstrakcije diktira 

njegova polarnost, tj. stvaranje kemijskih veza između otapala i otopljene tvari. Također, na 

efikasnost ekstrakcije uvelike utječe i omjer otapala i uzorka. Optimalan odabir omjera 

otapala i uzorka je ključan jer prevelik omjer znači i utrošak veće količine otapala, što samim 

time zahtjeva i veći utrošak vremena iako veći omjer može značiti i veće prinose. 

Novije, naprednije tehnike ekstrakcije bioaktivnih spojeva su razvijene kako bi se 

skratilo vrijeme ekstrakcije, povećao prinos i selektivnost ekstrakcije, koristilo manje energije 

i manje otapala, te spriječila razgradnja fenolnih spojeva (M’hiri i sur., 2014). Takve tehnike 

su: ubrzana ekstrakcija otapalima (engl. accelerated solvent extraction, ASE), ekstrakcija 

potpomognuta mikrovalovima (engl. microwave-assisted extraction, MAE), ekstrakcija 

potpomognuta visokim tlakom (engl. high pressure assisted extraction, HPAE), ekstrakcija 

potpomognuta ultrazvukom (engl. ultrasound assisted extraction, UAE), ekstrakcija 

potpomognuta visokonaponskim električnim pražnjenjem (engl. high voltage electrical 

discharge, HVED) i ekstrakcija superkritičnim fluidima (engl. supercritical fluid extraction, 

SFE) (Bursać Kovačević i sur., 2016; Putnik i sur., 2016; Nayak i sur., 2015). 

Ekstrakcijske tehnike koriste kemijski kompleksne uzorke koji međusobno stupaju u  

razne interakcije, stoga ih je potrebno prethodno pročistiti, tj. razdvojiti ciljani uzorak od 

ostalih uzoraka smjese. Separacija aktivnih frakcija ovisi o fizikalnim i kemijskim 

karakteristikama komponenata uzorka, a kao najčešća metoda u tu svrhu se koristi 

kromatografija (Zhang i sur., 2018). 

2.2.1. Ubrzana ekstrakcija otapalom pri povišenom tlaku (ASE) 
 

Ubrzana ekstrakcija otapalom pri povišenom tlaku (engl. Accelerated Solvent 

Extraction, ASE) je tehnika koja je pronašla široku primjenu u procesima ekstrakcije biološki 
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aktivnih komponenti poput polifenola, uključujući i antocijane, nakon čega se oni mogu 

identificirati i kvantificirati specifičnim metodama, poput tekućinske kromatografije s 

masenom spekrofotometrijom. 

Karakteristika ASE ekstrakcije je što povišeni tlak omogućuje primjenu otapala na 

temperaturama znatno višim od njihovog vrelišta pri atmosferskom tlaku. Ekstrakcija obično 

traje 15–25 min, uz utrošak 15–45 mL otapala, pri tlaku od 3,5 do 20 MPa (Mottaleb i Sarker, 

2012). ASE tehnika se smatra visokoučinkovitom i visokoekonomičnom tehnikom, jer 

zahtjeva značajno manje vremena i manju količinu otapala od postojećih tehnika koje se 

primjenjuju s istim ciljem. Prilikom ASE ekstrakcije, zbog povišenog tlaka, otapalo puno lakše 

i brže prodire u strukturu biljnog materijala. Neke od očiglednih prednosti ASE uključuju 

mogućnost ekstrakcije za uzorak veličine 1-100 g u vrlo kratkom vremenu; značajnu 

redukciju volumena otapala, čak i do 90 %; širok raspon primjene; i mogućnost analize i 

kiselih i alkalnih materijala (Mottaleb i Sarker, 2012).  

Još jedna prednost je širok spektar veličine ćelija koje koristi ASE sustav koje se 

kreću u vrijednostima 1, 5, 10, 22, 34, 66 i 100 mL. Također, kao što je već navedeno, 

tehnika koristi otapala različitog polariteta, a odabir zavisi o vrsti analita koji se ekstrahira 

(Mottaleb i Sarker, 2012). Vrlo često, ako su odabir analita i otapala adekvatni povećava se 

selektivnost procesa jer se ekstrahiraju željeni spojevi, a neželjeni spojevi zaostaju u ćeliji.  

Prednosti i nedostaci ASE sumirane su u tablici 4  (Giergielewicz-Możajska i sur., 2010).  

 

Tablica 4.  Prednosti i nedostatci ASE metode (prema Giergielewicz-Możajska i 

sur.,2010) 

PREDNOSTI NEDOSTATCI 

1. Brzo vrijeme ekstrakcije (obično oko 
15 minuta) 

1. Visoka cijena aparature 

2. Jednostavno korištenje 2. Slabo selektivna metoda 

3. Priprema uzoraka je brza i 
jednostavna 

3. Zahtjeva pročišćavanje ekstrakta prije 
daljne analize 

4. Ekstrakcija labilnih analita 
zahvaljujući    visokom tlaku  

4. Otežano održavanje aparature 

5. Korištenje malog volumena otapala 
(oko 15-25 mL) 

6. Moguće je koristiti čista otapala ili 
mješavinu otapala 

7. Moguće je koristiti širok raspon 
otapala, osim jakih kiselina ili jakih 
baza, ili otapala sa temperaturom 
samozapaljenja od 40 do 200 °C 

8. Potpuno automatizirana metoda koja 

omogućuje visoku reproducibilnost 
parametara kao što su temperatura, 

tlak, statičko vrijeme, volumen 

9. Moguća ekstrakcija 24 uzorka u 
jednom ciklusu 
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Što se tiče samog postupka provođenja procesa, prilikom punjenja ćelija propisanim 

masama uzorka, uzorci se miješaju s dijatomejskom zemljom  koja ima sposobnost vezanja 

vlage na sebe čime se spriječava agregacija čestica i okluzija ćelije, te time povećava 

efikasnost ekstrakcije.  

Osnovni cilj ASE je izdvojiti ciljane čestice iz matriksa na način da one stupe u 

interakciju s otapalom, tj. da se efikasno otope u korištenom otapalu. Ključni parametri koji 

utječu na sposobnost otapanja čestica uzorka u otapalu su temperatura, tlak, broj ciklusa, te 

statičko vrijeme. 

Povišena temperatura povećava stupanj difuzije; oslabljuje Wan der Waalsove sile, 

vodikove veze i dipolna privlačenja između otopine i matrice; te smanjuje viskoznost otapala 

što pridonosi poboljšanju ekstrakcije (Richter i sur., 1996). Prethodno, povišeni tlak 

omogućava zagrijavanje otapala na temperaturama koje su više od njihove točke vrelišta. 

Iako se ASE metoda izvodi u temperaturnom rasponu od 75 do 125 °C, najčešća 

temperatura koja se primjenjuje je 100 °C (Mottaleb i Sarker, 2012). 

Utjecaj povišenog tlaka je prethodno objašnjen i usko je povezan s utjecajem 

povišene temperature. Dakle, povišeni tlak omogućava zagrijavanje otapala na 

temperaturama koje su više od njihove točke vrelišta pri atmosferskom tlaku, što ubrzava 

cjelokupan proces ekstrakcije zbog samog bržeg protoka tekućine. Vrijednosti tlaka pri 

kojima se može izvoditi ekstrakcija u ASE se kreće između 6,8948 i 13,7895 MPa, međutim 

većina primjena obavlja se na 10,3421 MPa (Mottaleb i Sarker, 2012).  

Svrha statičkog ciklusa je uvođenje svježeg otapala tijekom postupka ekstrakcije koji 

pomaže u održavanju povoljne ravnoteže ekstrakcije što je vrlo korisno za uzorke s visokom 

koncentracijom analita ili za uzorke u kojima je teško prodrijeti do ciljanih spojeva (Mottaleb i 

Sarker, 2012). Naposljetku, povišenje statičkog vremena praćeno povišenjem temperature 

omogućava otapanje analita u otapalu budući da vrlo često matriks može imati pore unutar 

kojih može doći do zaostajanja analita, a smatra se da je maksimalno vrijeme ekstrakcije 

ovog tipa 20 minuta (Mottaleb i Sarker, 2012). Nakon što je postignuta ravnoteža otopljene 

tvari izvan i unutar čvrstog materijala, povećanje vremena neće utjecati na ekstrakciju 

(Zhang i sur., 2018).  

Za potrebe ovog rada kao uređaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri povišenom 

tlaku korišten je Dionex ASE 350 (slika 4) čiji je shematski prikaz na slici 5. Osnovni dijelovi 

su: boca sa otapalom, pumpa sa ventilom, pećnica sa ekstrakcijskom ćelijom, boca sa 

dušikom, te boce za sakupljanje ekstrakta.  
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Slika 4. Uređaj za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri povišenom tlaku (Dionex 

ASE 350)(Yang i sur., 2014) 
 

 

Slika 5. Shematski prikaz ASE uređaja (prema Richter i sur., 1996)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 
 

3.1. MATERIJALI  

3.1.1. Uzorak komine borovnice 
 

U ovom istraživanju korišten je uzorak komine borovnice klase 1 Vaccinium myrtillus 

L. (serija L-52-02, naziv proizvođača: Camposol) zaostao nakon proizvodnje soka borovnice. 

Komina je zamrznuta na – 80 °C te zatim liofilizirana tijekom 24 h na temperaturi -55 °C u 

liofilizatoru dok nije postignut sadržaj vlage niži od 3 %, određen analizatorom vlage. 

Liofilizirani uzorak je samljeven (slika 6), zapakiran  u staklenu ambalažu i skladišten na 

sobnoj temperaturi do provođenja ekstrakcije. 

 

Slika 6. Uzorak komine borovnice (vlastita fotografija) 

3.1.2. Kemikalije  
 

Kemikalije za ekstrakciju fenolnih spojeva 

 Ekstrakcijsko otapalo: 50 % vodena otopina etanola s 1 % mravlje kiseline 

Reagensi za određivanje ukupnih fenola 

 Destilirana voda  

 Folin-Ciocalteu reagens (Merck KgaA, Darmstadt, Njemačka) 

 Zasićena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina 

Priprema: 200 g anhidrida natrijevog karbonata (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska) se doda u 

800 mL vruće destilirane vode, te se pričeka da se natrijev karbonat otopi. Nakon toga se 

ostavi da se ohladi na sobnu temperaturu. Potom se u takvu ohlađenu smjesu doda nekoliko 

kristalića natrijeva karbonata. Nadopuni se u odmjernoj tikvici volumena 1000 mL. Nakon 24 
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sata dobivena otopina se filtrira. 

Reagensi za određivanje antocijana 

 Kalijev kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M) 

Priprema: Na analitičkoj vagi se izvaže 1,86 g kalijeva klorida (Kemika d.o.o., Zagreb, 

Hrvatska). Izvagana masa se kvantitativno prenese u staklenu čašu od 1 L kako bi se 

kalijev klorid otopio u destiliranoj vodi. Doda se destilirana voda do punog volumena 

čaše što je 1 L. Potom se izmjeri pH vrijednost tako pripremljenoj otopini. pH vrijednost 

bi trebala iznositi 1,0 (±0,05) što se korigira dodatkom klorovodične kiseline (HCl-a) 

(37 %-tni HCl). Nakon što je pH vrijednost podešena na 1,0 otopina se prelije u bocu. 

 Natrijev acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat; 0,4 M) 

Priprema: U staklenoj čaši volumena 100 mL izvaže se 54,43 g natrijeva acetata trihidrata 

(CH3CO2Na•3H2O). Dobivena masa se kvantitativno prenese u staklenu čašu od 1 L, 

zatim se u čašu doda 960 mL deionizirane vode, te se odvagana masa otopi. Potom 

slijedi mjerenje pH vrijednosti otopine koja mora iznositi 4,5 (±0,05). Navedena pH 

vrijednost se postiže dodatkom HCl-a (37 %-tni HCl). Kada je postignuta ciljana pH 

vrijednost, otopina se prebaci u odmjernu tikvicu od 1 L, koja se nadopuni deioniziranom 

vodom do oznake. 

Reagensi za određivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom 

 Klorovodična kiselina, 37 %-tna HCl (Carlo Erba, Cornaredo, Italija) 

 Klorovodična kiselina, 40 Mm 

Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL se otpipetira 330 µL 37 %-tne klorovodične 

kiseline, te se nadopuni deioniziranom vodom do oznake.  

 TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin),10 mM (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD) 

Priprema: Na analitičkoj vagi u lađici se odvaže 0,0312 g TPTZ-a. Kvantitativno se 

prenese u odmjernu tikvicu od 10 m L. Tikvica se nadopuni do oznake s 40 mM 

klorovodičnom kiselinom.  

 Željezo (III) klorid heksahidrat (FeCl3•6H2O) (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska), 20 

mM otopina 

Priprema: Na analitičkoj vagi u lađici se odvaže 0,541 g FeCl3•6H2O. Dobivena masa 

se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL. Tikvica se nadopuni 

do volumena deioniziranom vodom. 

 Glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba, Cornaredo, Italija) 

 Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6 

Priprema: 3,1 g natrij-acetat trihidrata se izvaže na analitičkoj vagi. Nakon toga se 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 1 L pomoću destilirane vode. U tu 

istu tikvicu se nakon toga otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se 
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destiliranom vodom do oznake volumena.  

 FRAP reagens 

Priprema: U staklenoj čaši volumena 50 mL se pomiješaju 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 

2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL željezo (III) klorida u omjeru 10:1:1. 

Reagensi za određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 

 140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S2O8 

 Priprema: Izvagati 0,1892 g K2S2O8 (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska) u tikvicu od 5 mL. 

Pustiti da se otopi u destiliranoj vodi. 

 7 mM ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) otopina  

Priprema: Masa ABTS (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD) od 0,0192 g se otopi u tikvici 

volumena 5 mL te se taj volumen tikvice nadopuni destiliranom vodom do oznake.  

 Stabilna ABTS•+ otopina  

Priprema: U pripremljenu ABTS otopinu koja se nalazi u tikvici volumena 5 mL se prenese 88 

µL K2S2O8. Dobivena otopina se promiješa, čvrsto zatvori i čuva na tamnom mjestu 12-16 

sati na sobnoj temperaturi. Konačna koncentracija K2S2O8 iznosi 2,45 mmol/L.  

 1 %-tna otopina ABTS•+, priprema se na dan provođenja 

Priprema: 1000 µL ABTS•+ otopine prenese se uz pomoć pipete su odmjernu tikvicu od 

100 mL. Tikvica se nadopuni etanolom do oznake. U ovisnosti o apsorbanciji se podešava 

koncentracija ABTS•+. Apsorbancija pri 734 nm mora iznositi 0,70±0,02. Tako dobivena 

otopina služi kao uzorak za spekrofotometrijsko određivanje. 

3.1.3. Aparatura i pribor  

 

 Liofilizator (Alpha 1–4 LSCPlus, Osterode am Harz, Germany) 

 Analizator vlage OHAUS - MB23 (Ohaus, New Jersey, SAD) 

 ASE ekstraktor, Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific, 

California, SAD) 

 Ekstrakcijske ćelije od nehrđajućeg čelika (Thermo Scientific, 34 mL) 

 Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters) 

 Dijatomejska zemlja 

 Staklene bočice za prihvat ekstrakata sa septa-čepovima (Thermo Scientific, 250 mL) 

 Vortex (MS2 Minishaker, IKA, SAD) 

 Spekrofotometar, UV – 1600PC (VWR International, SAD) 

 Plastične lađice za vaganje 

 Metalna žličica  

 Aluminijska folija 
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 Odmjerne tikvice (1 L, 100 mL, 50 mL, 10 mL, 5 mL) 

 Automatske mikropipete (5000 µL,1000 µL, 100 µL) 

 Stakleni lijevci 

 Filter papir 

 Kivete  

 Staklene čaše  (1 L, 100 mL) 

 Staklene epruvete 

 Staklene menzure (1 L) 

 Falkonice volumena 50 mL 

 

3.2. METODE RADA 
 

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva  
 

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzorka komine borovnice provedena je primjenom 

ASE prema zadanom planu eksperimenta (tablica 5) uz fiksne parametre: tlak 10,34 MPa, 30 

s ispuhivanje dušikom i 50 % volumen ispiranja. Odvagane mase komine borovnice 

pomiješaju se s dijatomejskom zemljom, kvantitativno pomoću lijevka sa širokim grlom 

prenesu u ekstrakcijske ćelije od nehrđajućeg čelika, propisno se postave celulozni filtri te se 

zatvorene ćelije pozicioniraju u uređaju na za to predviđeno mjesto. Ekstrakcijsko otapalo 

postavljeno u uređaj se povlači iz spremnika za otapalo. Prolazi kroz ćelije koje sadržavaju 

uzorke, te zajedno s uzorcima komine iz ekstrakcijskih ćelija stvara ekstrakte kojih sakupljaju 

staklene bočice za prihvat ekstrakata sa septa-čepovima. Nastali ekstrakti se uz pomoć filter 

papira i lijevka profiltriraju u odmjernu tikvicu volumena 50 mL. Tikvica se do oznake 

nadopuni ekstrakcijskim otapalom. Dobiveni ekstrakti služe za daljne analize određivanja 

ukupnih fenola, antocijana te za određivanje antioksidacijskog kapaciteta.  

Omjer biljnog otapala i odvage su slijedeći: 

• 20 mL/g otapala=2,5 g uzorka komine  

• 40 mL/g otapala=1,25 g uzorka komine 

• 60 mL/g otapala=0,83 g uzorka komine   
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Tablica 5 . Plan eksperimenta ASE  

 

UZORAK TEMPERATURA 
(°C) 

STATIČKO 
VRIJEME 

(min) 

OMJER 
OTAPALO/UZORAK 

(mL/g) 

1 100 5 20 

2 100 5 40 

3 100 5 60 

4 100 10 20 

5 100 10 40 

6 100 10 60 

7 125 5 20 

8 125 5 40 

9 125 5 60 

10 125 10 20 

11 125 10 40 

12 125 10 60 

13 150 5 20 

14 150 5 40 

15 150 5 60 

16 150 10 20 

17 150 10 40 

18 150 10 60 

 

3.2.2. Određivanje ukupnih fenola 

 
Princip određivanja: 

Princip određivanja ukupnih fenola se bazira na reakciji fenola s Folin-Ciocalteu 

reagensom (smjesa fosfovolframske i fosfomolibdenske kiseline). Metoda se temelji na 

reakcijama oksidacije i redukcije. Prilikom oksidacije fenolnih tvari u blago lužnatom mediju 

fosfovolframska i fosfomolibdenska  kiselina se reduciraju u volframov oksid i molibdenov 

oksid prilikom čega dolazi do promjene boje iz žute u plavu. Određivanje koncentracije 

ukupnih fenola provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka, a plavo obojenje, čiji je intenzitet 

veći ukoliko je u uzorku prisutan veći broj hidroksilnih skupina ili oksidirajućih grupa fenolnih 

spojeva, mjeri se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014). 

Priprema uzorka: 

Za određivanje ukupnih fenola ekstrakti uzoraka se razrjeđuju ekstrakcijskim 

otapalom razrjeđenjem prema potrebi. 

Postupak određivanja: 

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 100 µL ekstrakta, 200 µL Folin Cioclteu 

reagensa te 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL vodene otopine natrijevog 

karbonata, te se pripremljeni uzorci miješaju pomoću Vortex mješalice. Nakon miješanja 

uzorci se termostatiraju 25 min na 50 °C. Na kraju slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj 
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duljini od 765 nm. Istim protokolom se priprema slijepa proba, uz razliku da se umjesto 100 

µL ekstrakta uzima 100 µL ekstrakcijskog otapala. 

Izrada baždarnog pravca: 

Za izradu baždarnog pravca se pripremljena otopina galne kiseline (5 mg/L) razrijedi 

destiliranom vodom u pet razrjeđenja: 50, 100, 150, 250, 500 mg/L. Nakon toga se određeno 

razrjeđenje galne kiseline otpipetira u volumenu  od 100 µL u staklenu epruvetu. U epruvetu 

se zatim redom dodaje 200 µL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode, te nakon 3 

min 1 mL zasićene otopine natrijeva karbonata. Slijepa proba se priprema na isti način, samo 

što slijepa proba umjesto galne kiseline sadrži 100 µL destilirane vode. Uzorci se promiješaju 

pomoću Vortex mješalice i termostatiraju 25 min pri 50 °C. Nakon toga slijedi mjerenje 

apsorbancije pri valnoj duljini od 765 nm, te crtanje baždarnog pravca pomoću programa  

Microsoft Excel obradom vrijednosti dobivenih mjerenjem apsorbancije. Na apscisu 

baždarnog pravca nanose se koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinatu se nanose 

izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izračuna se 

prema dobivenoj jednadžbi pravca (slika  7). 

 

 

Slika 7. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline 

 

Na temelju dobivenih rezultata,  jednadžba pravca glasi: 

Y = 0,0035 × X [1] 

  

gdje je: 

Y= apsorbancija pri 765 nm,  

X = koncentracija galne kiseline (mg/L) 

R2 = koeficijent determinacije 

Koncentracije ukupnih fenola izražene su kao srednja vrijednost dvaju mjerenja u mg 
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ekvivalenta galne kiseline (GAE) po g uzorka. 

 

Određivanje antocijana  

 

Princip određivanja: 

Reakcija se odvija na način da se za mjerenje jednog uzorka pripreme dvije epruvete. 

U svaku epruvetu se otpipetira 1 mL ekstrakta. U jednu  epruvetu se doda 4 mL pufera pH 

1,0 a u drugu 4 mL pufera pH 4,5. Nakon 20 minuta se pripremljenim otopinama mjeri 

apsorbancija pri 520 nm i  700 nm. Za slijepu probu se koriste pufer pH 1,0 i pufer pH 4,5. 

Izračunavanje: 

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izračunava se kao ekvivalent 

cijanidin-3-glukozida (mg/L) prema formuli: 

 

 
A x MW x DF x 103

ε x l
 

 

gdje je: 

A = (A520 nm – A700 nm) pH=1,0 - (A520 nm – A700 nm) pH=4,5 

MW = molekulska masa (za cijanidin-3-glukozid 449,2 g/mol) 

DF = faktor razrijeđenja 

103= faktor za preračunavanje g u mg 

ε = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid 26900 Lmol-

1cm-1) 

l = debljina kivete (1 cm) 

3.2.3. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom 
 

Princip određivanja: 

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) metoda temelji se reakciji 

redukcije žuto obojenog kompleksa željezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u kiselom mediju 

pri čemu nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum 

pri 593 nm (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996). FRAP vrijednosti najčešće se izražavaju 

preko FeSO4, askorbinske kiseline ili trolox ekvivalenta (Benzie i Strain, 1996). 

Postupak određivanja: 

U staklene epruvete potrebno je redom otpipetirati 240 μL destilirane vode, 80 μL 

uzorka i 2080 μL FRAP reagensa. Potom se pripremljeni uzorci miješaju pomoću Vortex 

mješalice, te se termostatiraju 5 minuta na temperaturi 37° C. Mjere se vrijednosti 

apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm. Slijepa proba se priprema na isti način, uz razliku 

[2] 
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što slijepa proba ne sadržava uzorak već ekstrakcijsko otapalo.  

Izrada baždarnog pravca: 

Pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne 

kiseline) na način da  se  izvaže 0,0501 g Troloxa. Izvagana masa se kvantitativno prenese u 

odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom. Iz pripremljene 

otopine standarda Troloxa rade se razrijeđenja u odmjernim od tikvicama od 10 mL. 

Otpipetira se redom: 0,125, 0,5, 0,625, 1,25, 2,5 i 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa 

u svaku tikvicu, te se tikvice nadopune do oznake sa 96 %-tnim etanolom. U tikvicama, 

koncentracije Troloxa iznose: 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 µmol/ L. Potom se u staklene 

epruvete redom otpipetira 240 µL destilirane vode, 80 μL otopine Trolox standarda iz 

prethodno pripremljenih odmjernih tikvica i 2080 µL FRAP reagensa. Slijedi miješanje 

pomoću Vortex mješalice i termostatiranje na temperaturi 37 °C. Naposlijetku se mjeri 

asporbancija pripremljenih uzoraka pri 563 nm. Slijepa proba sadržava sve iste komponente 

osim uzorka koji je zamijenjen 96 %-tnim etanolom. Pomoću Microsoft Excel programa se 

nacrta baždarni pravac. Na apscisu se nanose koncentracije Troloxa (µmol/L), a na ordinatu 

se nanose izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 593 nm. Antioksidacijski kapacitet određen 

FRAP metodom izračuna se prema dobivenoj jednadžbi pravca (slika 8). 

 

 

Slika 8. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-

2-karboksilne kiseline (Trolox) 
 
Na temelju dobivenih rezultata,  jednadžba pravca glasi: 

𝑌 = 0,00133 × 𝑋       [3] 

 

gdje je: 

      Y = apsorbancija pri 765 nm  
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      X = koncentracija 6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox) 

(µmol/L)  

     R2 = koeficijent determinacije 

3.2.4. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom 
 

Princip određivanja: 

Metoda se bazira na oksidacijsko-redukcijskoj reakciji. 2,2'-azinobis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS• + ) je plavo-zeleno obojeni stabilni radikal koji 

u reakciji s antioksidansima gubi intenzitet boje, tj.otopina ABTS-a se obezboji. Potom se 

izmjeri apsorbancija pri 734 nm. 

Priprema uzorka: 

Uzorke komine borovnice je potrebno razrijediti ekstrakcijskim otapalom po potrebi. 

Postupak određivanja: 

U 160 μL razrijeđenog uzorka otpipetira se 2 mL 1 %-tnog ABTS•+ . Nakon 1 min se 

izmjeri apsorbancija na 734 nm. Slijepa proba je umjesto uzorka sadržavala 96 %-tni etanol. 

Izrada baždarnog pravca: 

Pripremi se otopina Troloxa koncentracije 0,02 mol/L na način da se na analitičkoj 

vagi izvaže 500 mg Troloxa. Izvagana masa se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 

100 mL koja se nakon toga nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. Potom se iz tako 

pripremljene otopine rade razrjeđenja koncentracije 25, 50, 100 i 200 μmol/L, a dobiju se 

pipetiranjem redom 0,125; 0,25; 0,5 i 1 mL u odmjerne tikvice koje se nakon toga nadopune 

100 %-tnim metanolom do oznake. U epruvetu se otpipetira 160 μL otopine Troloxa i 2 mL 1 

%-tnog ABTS•+. Nakon 1 min izmjeri se apsorbancija pri 734 nm. Pomoću Microsoft Excell 

programa se skicira baždarni pravac, te se rezultati izražavaju preko Trolox ekvivalenta (TE). 

Na apscisu se nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na ordinatu izmjerene vrijednosti 

apsorbancija pri 734 nm. AntioksidacijskI kapacitet uzorka se izračuna iz dobivene 

jednadžbe pravca (slika 9). 
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Slika 9. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8 

tetrametilkroman-2-karboksilne kiselina (Trolox) 
 

Na temelju dobivenih rezultata,  jednadžba pravca glasi: 

Y = −0,002X + 0,6204                  [4] 

 

gdje je: 

Y = apsorbancija pri 734 nm  

X = koncentracija 6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox)(µmol/L)  

R2 = koeficijent determinacije 

3.2.5. Statistička obrada rezultata 
 

Eksperimentalni dizajn te statistička obrada podataka provedeni su programom 

Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Zavisne varijable bile su: koncentracija ukupnih 

fenola, koncentracija antocijana te antioksidacijska aktivnost određena FRAP i ABTS 

metodom te je ispitivan utjecaj neovisnih varijabli: a) temperatura (100, 125 i 150°C), b) 

statičko vrijeme (5 i 10 min) c) omjer uzorak:otapalo (1:20, 1:40 i 1:60 g/mL). Ispitana je 

normalnost i homoskedastičnost ostataka te je na uzorcima koji su udovoljili uvjetima 

provedena jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) dok je višestruko uspoređivanje 

provedeno Tukey LSD testom višestrukog uspoređivanja. Na podacima koji nisu udovoljili 

uvjetima normalnosti i homoskedastičnosti preveden je neparametrijski Kruskal-Wallis test uz 

usporedbu rangova. Razina značajnosti za sve testove je bila α ≤ 0, 05. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
 

Istraživanje je provedeno prema planu eksperimenta koji je obuhvatio 18 uzoraka, a s 

ciljem određivanja antioksidacijskog potencijala ekstrakata komine borovnice proizvedenih 

primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povišenom tlaku. Udio suhe tvari uzorka komine 

iznosio je 97,87 %. Rezultati dobiveni prilikom provođenja eksperimenta koji pokazuju utjecaj 

parametara poput temperature (100, 125 i 150°C), vremena (5 i 10 min), omjera 

uzorak:otapalo (1:20, 1:40, 1:60 g/mL), na koncentraciju ukupnih fenola i antocijana te na 

antioksidacijski kapacitet (FRAP, ABTS) u uzorcima prikazani su u tablici 6. Navedeni su kao 

srednja vrijednost ± standardna devijacija. Rezultati statističke analize prikazani su u tablici 7 

kao srednja vrijednost ± standardna pogreška. 
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Tablica 6. Utjecaj temperature (°C), vremena (min), omjera otapalo/uzorak (mL/g), na 

koncentaciju ukupnih fenola, antocijana te na antioksidacijski kapacitet u uzorcima komine 
borovnice. 

 

UZORAK 
TEMPERATURA 
(°C) 

VRIJEME 
(min) 

OMJER 

OTAPALO/ 
UZORAK 
(mL/g) 

UKUPNI 

FENOLI 
(mg GAE/g 
s.tv.) 

ANTOCIJANI 
(mg ekvivalent 

cijanidin-3-
glukozida/g 
s.tv.) 

FRAP 

(μmol 
TE/ g 
s.tv.) 

ABTS 

(μmol TE/g 
s.tv.) 

1 100 5 20 
48,03 
±1,61 

4,62 
±0, 05 

275,55 
±7,80 

365,28 
±9,25 

2 100 5 40 
37,71 
±0,08 

5,00 
±0,06 

296,86 
±5,21 

387,62 
±13,89 

3 100 5 60 
44,53 
±0,62 

3,61 
±0,05 

288,86 
±7,83 

459,42 
±6,96 

4 100 10 20 
45,07 
±0,12 

3,72 
±0,06 

304,82 
±0,00 

400,85 
±9,28 

5 100 10 40 
48,78 
±0,50 

2,77 
±0,07 

297,78 
±11,44 

342,79 
±16,18 

6 100 10 60 
47,95 
±0,37 

3,44 
±0,10 

398,72 
±4,69 

534,57 

±3,47 
 

7 125 5 20 
57,01 
±0,41 

2,80 
±0,02 

264,80  
±1,56 

296,10 
±9,24 

8 125 5 40 
20,28 
±0,08 

2,13 
±0,06 

259,90 
±15,62 

459,43 
±32,40 

9 125 5 60 
48,07 

±2,48 

3,49 

±0,06 

765,86 

±48,45 

505,42 

±10,42 

10 125 10 20 
43,06 

±0,08 

1,32 

±0,01 

165,25 

±10,79 

371,10 

±21,69 

11 125 10 40 
43,61 

±1,48 

1,26 

±0,01 

88,90 

±7,27 

256,00 

±13,85 

12 125 10 60 
41,75 

±0,74 

2,41 

±0,09 

168,00 

±12,50 

390,00 

±34,73 

13 150 5 20 
51,28 
±0,30 

1,31 
±0,04 

267,41 
±11,00 

404,22 
±31,38 

14 150 5 40 
65,88 
±0,58 

1,41 
±0,10 

253,37 
±12,50 

477,61 
±20,83 

15 150 5 60 
44,74 
±3,34 

0,58 
±0,02 

88,25 
±6,24 

433,42 
±20,80 

16 150 10 20 
43,89 
±0,16 

0,89 
±0,01 

248,96 
±7,27 

336,85 
±4,62 

17 150 10 40 
57,16 
±0,74 

0,98 
±0,06 

286,15 
±17,69 

632,30 
±27,74 

18 150 10 60 
47,74 
±0,62 

0,78 
±0,07 

167,89 
±14,15 

632,01 
±24,46 

Prosječna 
vrijednost 

   
46,47 
±0,80 

2,36 
±0,05 

271,52 
±11,22 

426,94 
±17,29 
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U uzorku komine borovnice koncentracije ukupnih fenola određene su u rasponu od 20,28 

(125 °C/ 5 min/ 40 mL/g) do 65,88 (150 °C/ 5 min/ 40 mL/g) mg GAE/g suhe tvari (s.tv.), a 

koncentracije antocijana od 0,58 (150 °C/ 5min/ 60 mL/g) do 5,00 (100 °C/ 5 min/ 40 mL/g) 

mg/g s.tv. Prilikom određivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom raspon 

vrijednosti iznosio je od 88,25 (150 °C/ 5 min/ 60 mL/g) do 765,86 (125 °C/ 5 min/ 60 mL/g) 

μmol TE/g s.tv., dok su određivanjem ABTS metodom iznosile od 256,00 (125 °C/ 10 min/ 40 

mL/g) do 632,30 (150 °C/ 10 min/ 60 mL/g) μmol TE/g s.tv. Iz dobivenih podataka se 

zaključuje da je promatrani uzorak borovnice bogat antocijanima i ukupnim fenolima, te 

proporcionalno tome ima visok antioksidacijski kapacitet. 

Prosječna koncentracija ukupnih fenola iznosila je 46,47 mg GAE/g s.tv, dok je 

prosječna koncentracija antocijana iznosila 2,36 mg/g s.tv. Antioksidacijski kapacitet određen 

FRAP metodom iznosio je 271,52 μmol TE/g s.tv., a ABTS metodom je iznosio 426,94 μmol 

TE/g s.tv.  

U radu Rodrigues i sur. (2011) provedena je metanolna ekstrakcija ultrazvukom u 

uzorcima borovnice uzgojenim u Brazilu te je koncentracija ukupnih fenola u analiziranim 

uzorcima borovnice bila u rasponu od 274,48 do 694,60 mg GAE/100 g s.tv., koncentracija 

antocijana od 40,62 do 378,31 mg/100 g s.tv, antioksidacijski kapacitet mjeren ABTS 

metodom bio je u rasponu od 1238,48 do 2445,96 µmol TE/100 g s.tv, a antioksidacijski 

kapacitet mjeren FRAP metodom od 699,78 do 1740,25 µmol TE/100 g s.tv uzorka. Dobiveni 

rezultati za koncentraciju ukupnih fenola, te antioksidacijski kapacitet mjeren FRAP i ABTS 

metodom su manji u usporedbi s rezultatima dobivenim u ovom radu, dok su vrijednosti za 

koncentraciju antocijana unutar raspona dobivenog u ovom radu, s nešto nižim vrijednostima 

najniže i najviše koncentracije. Za razliku od uzorka borovnice, Patthamakanokporn i sur. 

(2008) su istraživali antioksidacijski potencijal FRAP metodom tijekom skladištenja guave. 

Vrijednosti su iznosile od 57,5 do 73,1 µmol TE/g s.tv., što su znatno niže vrijednosti od 

dobivenih u ovom radu. Jara-Palacios i sur. (2018) su analizirali antioksidacijski kapacitet 

ABTS metodom i udio antocijana u kominama borovnice, maline, crvenog ribizla i kupine. 

Najveći antioksidacijski kapacitet izmjeren je u uzorku komine crvenog ribizla (61 mmol 

TE/100 g s.tv.), zatim u komini maline (29,75 mmol TE/100 g s.tv.), potom u komini 

borovnice (26,98 mmol TE/100 g s.tv.), te na kraju u komini kupine (22,54 mmol TE/100 g 

s.tv.). U usporedbi s dobivenim vrijednostima u našem radu, uzorak komine crvenog ribizla 

pokazuje veći antioksidacijski kapacitet, dok ostali uzorci pokazuju niži antioksidacijski 

kapacitet. Heffels i sur. (2015) su istražili utjecaj ubrzane ekstrakcije otapalom (ASE) na 

koncentraciju antocijana u uzocima obične borovnice (Vaccinium myrtillus L.), divlje 

borovnice (Vaccinium angustifolium Ait.) i američke brusnice (Vaccinium macrocarpon Ait.). 
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Raspon koncentracija antocijana u običnoj borovnici iznosio je od 15,9 do 200,1 mg/g s.tv., u 

divljoj borovnici od 4,5 do 26,2 mg/g s.tv., a u američkoj brusnici 1,51 do 2,20 mg/g s.tv 

(Heffels i sur., 2015). Obzirom na rezultate dobivene u ovom radu, vrijednosti su najsličnije 

podacima za američku brusnicu. 

U usporedbi s navedenim literarnim podatcima zaključuje se da ispitivani uzorak 

borovnice ima visoku koncentraciju ukupnih fenola, antocijana, te visok antioksidacijski 

potencijal što ju čini visokokvalitetnom namirnicom i bogatim izvorom bioaktivnih komponenti 

koji mogu imati korisne učinke na ljudski organizam. 

 

Tablica 7.  Utjecaj parametara ASE ekstrakcije na koncentraciju ukupnih fenola i 

antocijana te na antioksidacijski kapacitet ekstrakata komine borovnice. 

 
*statistički značajan čimbenik. Vrijednosti unutar ćelije označene različitim slovom su statistički značajne kod p ≤ 

0,05. Rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti ± standardna pogreška 

 

Analizirajući tablicu 7 statističke analize utjecaja temperature (100, 125, 150 °C), 

vremena (5, 10 min),  omjera uzorak:otapalo (1:20, 1:40, 1:60 g/mL), na koncentraciju 

ukupnih fenola i antocijana u uzorcima komine borovnice te na antioksidacijski kapacitet 

(FRAP, ABTS) u uzorcima komine borovnice može se zaključiti da se najveće vrijednosti uz 

najveću ekonomičnost u smislu potrošnje materijala i energije postižu pri sljedećim uvjetima: 

omjer uzorak:otapalo 1:60, temperatura 100 °C i statičko vrijeme 5 min. U nastavku je 

Izvor varijacije N Ukupni 
fenoli (mg 

GAE/ g s.tv.) 

Antocijani 
(mg/ g s.tv.) 

FRAP 
(μmol TE/ g 

s.tv.) 

ABTS 
(μmol TE/ g 

s.tv.) 

Omjer 
uzorak:otapalo 

(g/mL) 
1:20 
1:40 
1:60 

 

 
 
 
12 
12 
12 

 
 

p=1 
48,06 ± 1,47a 

45,57 ± 4,38a 

45,80 ± 0,80a 

 
 

p=0,26 
2,44 ± 0,42a 

2,26 ± 0,41a 

2,38 ± 0,38a 

 
 

p=0,72 
254,47 ± 13,15a 

247,16 ± 22,11a 

312,93 ± 68,21a 

 
 

p<0,01* 
362,40 ± 11,82a 

425,96 ± 35,91a 

492,47 ± 23,90b 

Temperatura 
 (°C) 
100 
125 
150 

 

 
 

12 
12 
12 

 
p=0,05 

45,35 ± 1,15a 

42,30 ± 3,35a 

51,78 ± 2,34a 

 
p<0,01* 

3,86 ± 0,22c 

2,24 ± 0,24b 

0,99 ± 0,09a 

 
p<0,01* 

310,43 ± 12,31b 

285,45 ± 7,44a,b 

218,67 ± 21,00a 

 
p=0,10 

415,09 ± 19,56a 

379,67 ± 26,45a 

486,07 ± 3,.96a 

Statičko vrijeme 
 (min) 

5 
10 
 

 
 

18 
18 

 
p=0,51 

46,39 ± 2,91a 

46,56 ± 1,07a 

 

p=0,07 

2,77 ± 0,35a 

1,95 ± 0,26a 

 

 

p=0,51 

306,76 ± 42,00a 

236,27 ± 22,01a 

 
p=0,73 

420,94 ± 15,18a 

432,94 ± 30,98a 

Prosječna vrijednost 
 

36 46,47 2,36 271,52 426,94 



28 

 

raspravljen pojedinačan utjecaj svakog od parametara ekstrakcije na ispitivane zavisne 

varijable. 

 

4.1. UTJECAJ TEMPERATURE NA UDIO UKUPNIH FENOLA I 
ANTOCIJANA 

 

Utjecaj temperature je važan faktor jer temperatura pridonosi nizu procesa koji smanjuju 

viskoznost otapala što pridonosi poboljšanju prinosa ekstrakcije, kao što je objašnjeno u 

teorijskom dijelu ovog rada. Obzirom na navedeni utjecaj temperature, važno je u obzir uzeti 

različite temperature ekstrakcije te definirati one pri kojima se može postići maksimalna 

efikasnost uz minimalan utrošak energije.  

4.1.1. Utjecaj temperature na udio ukupnih fenola 
 

Obzirom da temperatura nije statistički značajno utjecala na udio ukupnih fenolnih 

spojeva, a s ciljem postizanja maksimalnog udjela uz manju potrošnju materijala kao 

optimalna može se odabrati najniža temperatura (100°C). U pravilu, u tradicionalnim 

tehnikama ekstrakcije, ukupni sadržaj fenola je najveći na temperaturi ekstrakcije od 60 do 

80 °C, dok u slučaju inovativnih tehnika ekstrakcije, poput ekstrakcije subkritičnom vodom, 

zabilježene su temperature čak od 100 do 200 °C (Antony i  Farid, 2022). U našem 

istraživanju,  nije uočen negativan utjecaj povišene temperature, pa se uzimajući u obzir 

ekonomičnost izabrala najniža temperatura kao optimalna. 

U istraživanju Ghafoor i sur. (2019) u uzorcima šljive i rašeljke je došlo do smanjenja 

udjela fenolnih komponenti zagrijavanjem, tj. primjećen je negativan utjecaj visoke 

temperature  na ukupne fenole. Zagrijavanje se provodilo na 60, 80, 90, 110 i 130 °C prilikom 

čega je utvrđeno da je najveće smanjenje ukupnog sadržaja fenola na temperaturi od 130 °C 

(Ghafoor i sur., 2019), dok je najveća koncentracija fenola određena u uzorku šljive pri 

temperaturi od 80 °C, a u uzorku rašeljke pri temperaturi od 60 °C. Istu povezanost 

smanjenja koncentracije polifenola povišenjem temperature pokazalo je i istraživanje 

Michalska i sur. (2017) provođenjem konvekcijskog sušenja  uzoraka komine crnog ribiza. 

Wanderley i sur. (2023) su istraživali utjecaj temperature sušenja (50 °C, 60 °C, 70 

°C) na fenolne komponente u uzorku brašna od kore i sjemenki nara, te je najveća 

koncentracija ukupnih fenola određena u uzrocima sušenim pri 60 °C zbog čega se smatra 

optimalnom temperaturom sušenja. Pri temperaturi sušenja od 70 °C primjećeni su značajno 

veći gubici fenolnih spojeva, dok temperatura od 50 °C zahtjeva dulje vrijeme sušenja, što 

pridonosi većoj degradaciji fenola kao termolabilnih spojeva. Toplinska degradacija najčešći 

je mehanizam koji se koristi za objašnjenje pada prinosa polifenola tijekom 

visokotemperaturnih ekstrakcija (Antony i  Farid, 2022). Smanjenje sadržaja polifenola 

povećanjem temperature može se pripisati oksidativnim procesima koji se odvijaju za vrijeme 
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sušenja, razaranjem određenih staničnih struktura pod utjecajem visokih temperatura i dugog 

vremena sušenja, te hlapljivošću pojedinih spojeva i njihovoj sposobnosti otapanja u 

vodenom mediju (Alean i sur., 2016). I u istraživanju Paiva i sur. (2023) optimalna 

temperatura za proizvodnju prahova iz mješavine tropskog crvenog voća, kao što su acerola, 

guava i pitanga sa visokim sadržajem bioaktivnih komponenti bila je 60 °C. 

Postoje i studije koje istražuju nove, alternativne netermalne tehnologije za 

poboljšanje nutritivne kvalitete proizvoda, smanjenje aktivnosti enzima i mikroba te 

povećanje koncentracije bioaktivnih komponenti i antioksidativnog kapaciteta. Kombinacija 

HHP i TS može se koristiti kao nova alternativna netermalna tehnologija za poboljšanje 

nutritivne kvalitete voćnih sokova. 

4.1.2. Utjecaj temperature na udio antocijana  
 

Povećanjem temperature dolazi do statistički značajnog pada udjela antocijana gdje 

je najviši udio zabilježen pri 100 °C, a najniži pri temperaturi 150 °C. Stoga je temperatura 

statistički značajan parametar koji utječe na udio antocijana. 

Slične rezultate, koji pokazuju smanjenje udjela antocijana povećanjem temperature 

pokazalo je i istraživanje Liu i sur. (2018) koji su proučavali stabilnost antocijana u uzorku 

borovnice u ovisnosti o pH i temperaturi. Pri pH 6, udio antocijana smanjio se sa 78,8 % na 

38,1 % kada je temperatura povećana sa 60 °C na 80 °C (Liu i sur., 2018). Zaključeno je 

također da, pri pH 3 koji je približno jednak pH otapala korištenom u ovom radu, 

zagrijavanjem 10 sati ispod 60 °C, udio očuvanih antocijana iznosi oko 95 %, što pokazuje 

da se u ovakvim uvjetima može očuvati velika količina antocijana. U ovom radu, primjena 

visoke temperature u kombinaciji s kiselim otapalom nije rezultirala očuvanjem antocijana. 

Buckow i sur. (2010) su istraživali kinetiku razgradnje ukupnih antocijana u soku 

borovnice tijekom termičke obrade na temperaturama od 60-121 °C te u kombinaciji sa 

visokim tlakom i temperaturom (100-700 MPa, 40-121 °C).  Rezultati su pokazali da se u 

soku borovnice udio antocijana značajno smanjio povišenjem temperature. Nakon 20 minuta 

zagrijavanja na 100 °C i atmosferskom tlaku uočeno je smanjenje udjela antocijana za 32 %, 

dok se udio ukupnih antocijana u soku smanjio za oko 50 % obradom na 100 °C i 600 MPa 

(Buckow i sur., 2010).   

Smatra se da je razgradnja antocijana uzrokovana oksidacijom, cijepanjem 

kovalentnih veza ili većim brojem oksidacijskih reakcija uslijed toplinske obrade. Vjerojatno 

tijekom toplinske obrade, antocijanini ili njihovi konjugirani šećeri se razgrađuju na male 

molekule kao što su aldehidi i derivati benzojeve kiseline ili njihovi odgovarajući antocijanidini 

(Zorić i sur., 2014). Mnogi istraživači  istražuju mogući odnos njihove kemijske strukture i 

toplinske stabilnosti, kao što je broj hidroksilnih skupina ili stupanj glikozilacije ili acilirani 

oblik. Vrsta šećera vezana na anocijanidin značajno utječe na stabilnost antocijana. Tako na 
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primjer, smatra se da su toplinski stabilniji antocijani na koje je vezana galaktoza nego 

glukoza što se može pripisati učinku matriksa i/ili različitog pH (pH 4 ili niži u slučaju soka). 

Veća stabilnost antocijana vezanih na glukozu i galaktozu u usporedbi s arabinozom 

vjerojatno je zbog steričkih prepreka, koje su veće za heksozne šećere (Fracassetti isur., 

2013). 

 

4.2. UTJECAJ OMJERA  UZORKA I OTAPALA NA UDIO UKUPNIH 
FENOLA I ANTOCIJANA 

 

Utjecaj omjera uzorka i otapala je još jedan ključan čimbenik u ekstrakcijskim 

metodama  jer prevelik omjer znači i utrošak veće količine otapala, što samim time zahtjeva i 

veći utrošak vremena, unatoč tome što veći omjer najčešće znači veće prinose. Tijekom ASE 

ekstrakcije, u ovom radu volumen otapala je u svim slučajevima bio isti, mijenjala se samo 

masa uzorka. Stoga je poželjnije da je omjer uzorak otapalo veći, jer je u tom slučaju masa 

uzorka, a time i potrošnja je manja.  

Obradom rezultata dobivenih u ovom radu, pokazalo se kako omjer uzorka i otapala 

nije statistički značajno utjecao na udio ukupnih fenolnih spojeva, kao ni na udio antocijana, 

a s ciljem postizanja maksimalnog udjela uz manju potrošnju materijala kao optimalan omjer 

uzorak:otapalo može se odabrati najveći udio (1:60) pri čemu je za proizvodnju ekstrakta 

utrošeno 0,83 g uzorka komine. Prema Pinelo i sur. (2005), koji su ekstrahirali kominu 

grožđa, što je veći omjer otapala i uzorka, to je i veći udio koncentracija komponenti 

ekstrahiranih iz uzorka unatoč korišenom otapalu, što je u skladu s načelima prijenosa mase; 

pokretačka sila za vrijeme prijenosa mase je koncentracijski gradijent između otapala i 

uzorka, koja je veća kad je i taj omjer veći. U dostupnoj literaturi, manji omjeri otapala i 

uzorka nego u ovom radu većinom su se pokazali optimalnima. Primjerice, Aliaño-González i 

sur. (2020) su u uzorku borovnice (Vaccinium corymbosum L.) odredili da su optimalni uvjeti 

za ekstrakciju antocijana omjer uzorak:otapalo 1:40 prilikom čega je 0,5 g uzorka 

ekstrahirano sa 20 mL otapala.  Kao otapalo je korišen 74,6 %-tni metanol. Celli i sur. (2015) 

su analizirajući uzorak sibirske borovnice ekstrahiran primjenom 80 % etanola sa 1 % 

mravlje kiseline utvrdili da se viši prinosi antocijana postižu pri optimalnom omjeru uzorka i 

otapala 1:25 (g/mL). Boue i sur. (2019) su u svom istraživanju obogaćivali pšenično brašno i 

mekinje polifenolima borovnice. Rezultati su pokazali da su najveće koncentracije polifenola 

(18,6 mg/g) i antocijana (9,11 mg/g) postignuti kada je omjer komine borovnice i otapala 1:20 

pri čemu otapalo predstavlja voda i pufer limunske kiseline (Boue i sur., 2019). Također, 

slične rezultate je pokazalo istraživanje Rezaei i sur. (2012) u kojem je tijekom ekstrakcije 

polifenola iz komine jabuke primjenom mikrovalova optimalni omjer uzorka i otapala bio 1:20. 

Otapalo predstavlja etanol i voda u omjeru 35:65. U ovom radu se vrijednosti dobivene pri 
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omjerima uzorak:otapalo 1:20, 1:40 i 1:60 nisu statistički značajno razlikovale te su stoga 

rezultati u smislu prinosa u skladu s literaturnim podatcima. U navedenim radovima korištene 

su različite tehnike gdje je cilj smanjiti potrošnju otapala te je u njihovom slučaju bilo poželjno 

da su omjeri uzorka i otapala manji. U slučaju ASE ekstrakcije gdje je volumen otapala 

fiksan, tj. utrošak otapala je isti za sve uzorke, cilj je potrošiti što manje uzorka komine i 

postići što veći prinos te je stoga optimalni omjer otapala i uzorka u ovom radu veći nego u 

literaturi. 

Objašnjenje utjecaja otapala na koncentraciju antocijana i fenola proučavali su 

Lapornik i sur. (2005) koristeći tri otapala: metanol, etanol i vodu. Unatoč tome što su 

antocijani polarnije molekule za očekivati je da je njihova topljivost veća u vodi kao 

najpolarnijem otapalu. Međutim, pokazalo se da je najveća topljivost ovih spojeva ostvarena 

u metanolu, potom u etanolu i naposlijetku u vodi. U usporedbi s vodom, etanol i metanol 

manje polarni, stoga su više učinkoviti u razgradnji staničnih stijenki koje imaju nepolaran 

karakter,te na taj način uzrokuju otpuštanje antocijana i fenola iz stanice (Lapornik i sur., 

2005). Topljivost antocijana ovisi o broju, vrsti i položaju molekula šećera (Lapornik i sur., 

2005). Ovisno o sposobnosti otapala za razgradnju komponenti stanične stijenke i otapanje 

ciljanih spojeva, u ovom slučaju antocijana, može i varirati količina potrebnog otapala što 

objašnjava razlike među rezultatima istraživanja. 

 

4.3. UTJECAJ STATIČKOG VREMENA NA UDIO UKUPNIH FENOLA I 
ANTOCIJANA 

 

Statičko vrijeme je također jedan od važnih parametara u istraživanju jer povišenje 

statičkog vremena praćeno povišenjem temperature omogućava otapanje analita u otapalu, 

stoga je cilj za što kraće vrijeme dobiti što veću koncentraciju uzorka. Rezultati statističke 

obrade rezultata pokazuju da statičko vrijeme nije statistički značajno utjecalo na udio 

ukupnih fenolnih spojeva, i antocijana. S ciljem postizanja maksimalnog udjela uz manju 

potrošnju energije kao optimalno vrijeme može se odabrati 5 minuta. 

Gotovo identične rezultate je pokazalo i istraživanje Aliaño-González i sur. (2020) koji 

su promatrali utjecaj različitih ekstrakcijskih vremena (2, 5, 10, 15, 20 i 25 min) na udio 

antocijana i ukupnih fenola prilikom čega su pokazali da je maksimalna koncentracija 

antocijana (10,18 mg/g) postignuta nakon 5 min ekstrakcije, iako nisu primijećene statistički 

značajne razlike u usporedbi s ekstrakcijom od 10 minuta; dok je maksimalna koncentracija 

ukupnih fenola (32,18 mg/g) postignuta s ekstrakcijskim vremenom od 15 min (Aliaño-

González i sur., 2020). Ryu i sur. (2019) su u svojem istraživanju također dobili slične 

rezultate. Naime, istraživali su optimalne uvjete vremena ekstrakcije (10, 35 i 60 min) za 

antioksidacijsku aktivnost, udio ukupnih fenola i antocijana u uzorku grejpa. Kao optimalno 
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statičko vrijeme se pokazalo najkraće vrijeme od 10 minuta.  

Lapornik i sur. (2005) su zaključili ispitivajući uzorke komine grožđa i crnog ribiza da 

se koncentacija polifenola u vodenim ekstraktima smanjuje s vremenom, dok se u 

metanolnim i etanolnim ekstraktima s vremenom povećava, međutim kod crvenog ribiza nije 

bilo značajne razlike. Pinelo i sur. (2005) su u svom radu utvrdili da je vrijeme ekstrakcije 

značajna varijabla kada se koriste otapala poput etanola i metanola, što ukazuje na 

progresivno oslobađanje otopljene tvari iz matriksa u otapalo tijekom zadanog vremenskog 

intervala ekstrakcije. 

 

4.4. UTJECAJ PARAMETARA EKSTRAKCIJE NA ANTIOKSIDACIJSKI 
KAPACITET 

 

Utjecaj parametara ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet promatran je jer postoje 

brojni dokazi kako koncentracija polifenola i antocijana utječe na antioksidacijski kapacitet 

uzorka, tj. utvrđena je proporcionalna povezanost ovih varijabli. Također, objašnjeno je kako 

parametri temperature, vremena, omjera uzorka i otapala mogu utjecati na koncentraciju 

polifenola, i antocijana.  

Prilikom određivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom, omjer uzorka i 

otapala i statičko vrijeme nisu imali statistički značajan utjecaj na rezultat, stoga je optimalan 

omjer uzorak:otapalo 1:60, a statičko vrijeme 5 minuta. Za razliku od rezultata u ovom radu, 

Briones-Labarca i sur. (2019) su uočili da se antioksidacijski kapacitet mjeren FRAP 

metodom značajno povećao za 16,3, 16,9 i 19,7 %, proporcionalno povećanju ekstrakcijskog 

vremena za 5, 10 i 15 minuta. U drugim istraživanjima pokazalo se i kako omjer uzorka i 

otapala može utjecati na antioksidacijsku aktivnost mjerenu FRAP metodom, omjeri uzorka i 

otapala koji su se pokazali optimalnima bili su manji nego u ovom radu. Primjerice, Michiels i 

sur. (2012) su proučavali utjecaj ekstrakcijskih parametara, među kojim se nalazi i omjer 

uzorak:otapalo na antioksidacijski kapacitet u različitim biljnim vrstama. Omjeri su varirani od 

1:2 do 1:100 (g/mL), a najveći antioksidacijski kapacitet je određen u ekstraktima pri omjeru 

uzorak:otapalo 1:40. Nadalje, Guine i sur. (2020) su određivali antioksidacijski kapacitet 

ekstrahirajući uzorke jagode gdje su omjeri uzorak:otapalo  varirani od 1:5 do 1:20 (g/mL), te 

je u uzorcima gdje je omjer uzorak:otapalo 1:20 (g/mL) određen najveći antioksidacijski 

kapacitet.  

Za razliku od druga dva varirana parametra, temperatura je imala statistički značajan 

utjecaj, prilikom čega se pokazalo da je najviši antioksidacijski kapacitet pri 100 °C, a najniži 

pri 150 °C. Također, iz prethodno dobivenih rezultata u ovom radu je zaključeno da 

povećanjem temperature dolazi do statistički značajnog pada udjela antocijana gdje je najviši 

udio zabilježen pri 100 °C, a najniži pri temperaturi 150 °C. Iz ovoga se može zaključiti da su 
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za antioksidacijski kapacitet borovnice najviše zaslužni antocijani. Odnos tih dviju varijabli je 

proporcionalan-što je veća koncentracija antocijana u uzorku, to je veći antioksidacijski 

kapacitet uzorka. I u istraživanju Yang i Zhai (2010) je primijećena pozitivna korelacija 

između srednjih vrijednosti ukupnog udjela antocijana i FRAP antioksidacijskog kapaciteta, 

što implicira da antocijanini mogu reducirati željezove ione.  

 Temperatura i statičko vrijeme nisu imali statistički značaj utjecaj na rezultate 

antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom, stoga je optimalna temperatura 100 °C, a 

vrijeme 5 min dok se omjer uzorka i otapala  pokazao kao statistički značajan  parametar. 

Optimalan omjer uzorka i otapala je 1:60. 

 Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta određene ABTS i FRAP metodom 

međusobno su se razlikovale, što je primijećeno i u istraživanju Rodrigues i sur. (2011) koji 

su mjerili antioksidacijski kapacitet različitih sorti borovnice (Vaccinium sp.) uzgajanih u 

Brazilu. Prosječne vrijednosti dobivene FRAP metodom iznosile su 1214,20 µMol TE/100 g 

s.tv., a prosječne vrijednosti dobivene ABTS metodom su iznosile 1850,83  µMol TE / 100 g 

s.tv. Za razliku od njih, Thaipong i sur. (2006) su u svom istraživanju dokazali da je bila vrlo 

visoka korelacija (97 %) u rezultatima mjerenja antioksidativnog kapaciteta FRAP i ABTS 

metodom. Navedene razlike u rezultatima FRAP i ABTS antioksidacijskog kapaciteta su 

vjerojatno zbog različitih mehanizama metoda određivanja antioksidacijskog kapaciteta te 

različitih fenolnih spojeva koji različito reagiraju s primjenjenim reagensom za određivanje 

antioksidativnog kapaciteta. Tako je u našem istraživanju vrijednost antioksidacijskog 

kapaciteta mjerenog ABTS metodom (426,94 μmol TE/ g s.tv) viša od onog mjerenog FRAP 

metodom (271,52 μmol TE/ g s.tv). Faria i sur. (2005) su pokazali kako se antioksidacijski 

kapacitet povećava sa strukturnom složenošću pigmenata iz antocijana i sa sadržajem 

polifenola u uzorcima Vaccinium myrtillus ekstrakata. Što se strukturne složenosti tiče, na 

antioksidativnost najviše utječu o-dihidroksilne grupe u B prstenu i hidroksilne grupe u C 

prstenu, te one strukture koje su najbogatije ovakvim grupama pokazuju i najveći 

antioksidacijski kapacitet. Ovisno o strukturi antocijana, i kemijske reakcije s ABTS i FRAP 

reagensima mogu biti drugačije zbog različitih mehanizama. Tako je nekoliko studija 

pokazalo linearnu povezanost između koncentracije flavonoida i aktivnosti redukcije ABTS 

radikala, pa tako vrste s većom koncentracijom flavonoida pokazuju veći antioksidacijski 

kapacitet mjeren ABTS metodom (Wang i sur., 2017; Lee i sur., 2016; Cai i sur., 2014). Za 

FRAP metodu je specifično što se provodi u kiselim uvjetima (pH 3,6) (Proestos i Komaitis, 

2009). Proestos i Komaitis (2009) su pomoću kromatografske metode analizirali ekstrakte  u 

kojima je određen antioksidacijski  kapacitet FRAP metodom. Rezultati su pokazali najveću 

koncentraciju flavonola kempferola i kvercetina, zatim ferulinske kiseline te potom flavan-3-

ola katehina. Također, u istraživanju koje su proveli Choi i sur. (2010) primijećene su razlike 

u antioksidacijskom kapacitetu ekstrakata antocijana iz pokožice grožđa određivane ABTS i 
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DPPH metodom ovisno o individualnom sastavu antocijana u ekstraktima, što potvrđuje da 

razlike između rezultata različitih metoda proizlaze iz interakcije antocijana s različitim 

reagensima.
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5. ZAKLJUČCI 
 

1. U uzorku komine borovnice prosječna koncentracija ukupnih fenola iznosila je 46,47 

mg GAE/g suhe tvari, dok je prosječna koncentracija antocijana iznosila 2,36 mg 

ekvivalent cijanidin-3-glukozida/g suhe tvari.  

2. Prosječni antoksidacijski kapacitet određen ABTS metodom (426,94 μmol TE/g suhe 

tvari) bio je viši od antioksidacijskog kapaciteta određenog FRAP metodom (271,52 

μmol TE/g suhe tvari) . 

3. Temperatura ekstrakcije iznad 100 °C značajno je smanjila udio antocijana i 

antioksidacijski kapacitet određen FRAP metodom,  a značajno veći ABTS 

antioksidacijski kapacitet određen je pri omjeru uzorka i otapala 1:60. Statičko vrijeme 

nije značajno utjecalo na udio ukupnih fenolnih spojeva i antocijana kao ni na 

antioksidacijski kapacitet. 

4. Optimalni uvjeti pri kojima su postignute najveće vrijednosti udjela fenola, antocijana 

te antioksidacijskog kapaciteta uz najmanji utrošak materijala i energije su: omjer 

uzorak:otapalo  1:60, temperatura  100 °C, te statičko vrijeme  5 min. 

5. Komina borovnice je bogat izvor polifenolnih spojeva i antocijana koji pokazuju 

antioksidacijsko djelovanje te kao takva ima visok potencijal primjene u području 

prehrambene tehnologije, nutricionizma, farmacije i medicine. 
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