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1. UVOD

Borovnica (Vaccinium myrtillus L.) je viSegodiSnji grm iz porodice Ericaceae,
rasprostranjen u hladnijim klimama Europe i Azije. Bogata je makro- i mikronutrijentima te
bioaktivnim spojevima poput fenolnih kiselina, antocijana i flavonoida i drugih skupina fenolnih
spojeva, kojima se pripisuju protuupalna, antioksidativna i druga djelovanja. Posebnu paznju
znanstvenika privukla je komina borovnice, nusproizvod koji nastaje tijekom prerade u sokove,
a Cini oko 20 % ukupne mase svjezeg ploda. Komina, koja se sastoji od kozZice, sjemenki i
ostataka pulpe, izuzetno je vrijedna sirovina za prehrambenu industriju jer sadrzi koncentrirane
bioaktivne spojeve, ukljudujuéi fenole (Sari¢ i sur., 2016; Bamba i sur., 2018). Osim $to
borovnicama daju prepoznatljivu plavo-ljubi¢astu boju, fenoli, poput antocijana, posjeduju
snazna antioksidacijska svojstva koja pomazu u neutralizaciji slobodnih radikala i smanjuju
oksidativni stres. Zbog navedenih karakteristika, antocijani su povezani s prevencijom
dijabetesa, raka, kardiovaskularnih i neuroloskih bolesti (Rossi i sur., 2022; Wang, 2024).

Nedavne inicijative za smanjenje otpada u prehrambenoj industriji, motivirane rastué¢om
zabrinuto$¢u za okoli$ i gubitak hrane, usmjerene su na ostvarenje ciljeva "Hrana 2030" i
odrzivog razvoja. FAO koncept "odrzive prehrane" naglasava vaznost sustava koji omogucuju
zdravu prehranu uz smanjenje negativnog utjecaja na okolis. Kljuéni izazov predstavlja
iskoriStavanje otpada i nusproizvoda od preradenih vocnih i povrtnih sirovina, kako bi se
proizvele nove vrste sirovina i dodataka za prehrambenu industriju, pa ¢ak i gotovi proizvodi.

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnog materijala kljuéni je korak u nizu faza koje vode
prema proizvodniji poluproizvoda poput ekstrakata ili prahova koji se primjenjuju u proizvodnji
funkcionalne hrane i dodataka prehrani. Pokazalo se da je ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (eng. Microwave-Assisted Extraction, MAE) napredna i ucinkovita tehnika
izolacije fenola i antocijana iz razli¢itih biljnih matriksa. Ova metoda olakS8ava otpustanje
bioaktivnih spojeva iz biljnih stanica brzim i selektivnim zagrijavanjem uzorka i otapala koristeci
energiju mikrovalova. MAE omogucuje kracée vrijeme obrade, pruza visoku selektivnost prema
cilinim spojevima te smanjuje potrosnju energije i otapala (Vinatoru i sur., 2017). Unato¢
prednostima, ucinkovitost MAE ovisi o optimizaciji varijabli uklju€ujuci vrstu i polarnost otapala,
snagu mikrovalova, omjer uzorka i otapala, temperaturu i vrijeme ekstrakcije. Neadekvatan
omjer uzorka i otapala moze smanijiti u€inkovitost ekstrakcije, dok previsoka remperatura moze
razgraditi termolabilne spojeve poput antocijana (Zhao, 2018).

Stoga je cilj ovog istrazivanja bio optimirati uvjete ekstrakcije fenolnih spjeva iz komine
borovnice primjenom MAE pri éemu su varirani omjer uzorak:otapalo (1:20, 1:40 i 1:60 g/mL),
temperatura (40, 60 i 80 °C ) i vrijeme ekstrakcije (5 i 10 min) kako bi se postigli najvisi prinosi

ukupnih fenola i antocijana, kao i antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 BOROVNICA

Rod Vaccinium L., porodica vrjesovki (Ericaceae), vrlo je star i procjene broja vrsta krecu
se od 150 do 450. Sadrzi Siroku raznolikost kulturno i gospodarski vaznih vrsta bobiCastog
voc¢a, medu koje ubrajamo borovnicu (V. angustifolium), sjevernoameriCku borovnicu (V.
corymbosum), domacu europsku borovnicu (V. myrtillus), mo&varnu borovnicu (V. uliginosum)
i brusnicu (V. vitis-idaea). Sve komercijalne borovnice potje€u iz Sjeverne Amerike, a njihov
uzgoj poceo je u SAD-u 1893. godine (Miljkovié, 2006). Cesto se naziva i borovnicom visokog
grma (‘blueberry’) i u Europi je prvi put predstavljena 1930-tih godina, dok se europska
borovnica jo§ naziva i borovnicom niskog grma ('bilberry’). MoZemo ih pronaci u cijeloj
mediteranskoj regiji, Kavkazu, Iranu na jugu i granicama Azije i Europe do Sjevernog pola. U
Hrvatskoj je najviSe zastupljena borovnica roda Vaccinium myrtillus L. koja raste na tlu
bjelogori¢ne i crnogoricne Sume, u nizinama i ravnicama gustih Suma, ali i na visim
nadmorskim visinama planinskih podru¢ja do 2000 m. Za razliku od americke, europska
borovnica je sitnija, tamno crvenog ili ljubicastog mesnatog dijela, intenzivnijeg je i sladeg
okusa, sadrzi manje vode, ali viSe antocijana i najéeSce se prodaje u zamrznutom obliku
(Mratini¢, 2015).

Plod borovnice je zaobljen, stisnut, plavo-ljubiCaste boje. Egzokarp i mezokarp Cine
perikarp ploda borovnice. Mezokarp razvija meso ploda koje je ispunjeno sitnim sjemenkama,
a egzokarp oblikuje tanku kozicu borovnice. Vrijeme dozrijevanja borovnice, koje obi¢no traje
od kraja lipnja do pocetka rujna, varira ovisno o sorti i podru€ju uzgoja, pa se bobice u
komercijalne svrhe beru jednom tjedno u trajanju od minimalno tri do pet tiedana. Boja potjece
od prirodnih pigmenata antocijana koji su nosioci razli€itih nijansi boje plodova borovnice, a
ovisno o sorti antocijani mogu biti prisutni samo u kozici kao kod ameri¢ke borovnice (V.
corymbosum) ili perikarpu kao $to je to kod europske borovnice (V. myrtillus). Plod razvija tanki
vostani sloj koji sprije€ava gubitak vlage, utjecaj povisene temperatute na sastojke u unutarnjim
dijelovima ploda te sprjeCava potencijalni utjecaj mikroorganizama. Sazrijevanje plodova na
grmu odvija se postupno, pri emu veli€ina plodova opada s kasnijim berbama. Nakon $to
poprime plavu boju, plodovi dosezu priblizno 70 % svoje konacne mase i postaju mekse
teksture (Ebert, 2008).



2.1.1. Kemijski sastav borovnice

Borovnice su medu najtraZenijim i najpopulamijim voéem zbog svojih izraZenih senzorskih
svojstava, visoke nutritivne vrijednosti te zna€ajnog udjela bioaktivnih spojeva. Kemijski sastav
samoniklih (Sumskih) i kultiviranih borovnica pokazuje odredene razlike. Stresni uvjeti u kojima
rastu samonikle borovnice poti¢u sintezu fenolnih spojeva sloZzene kemijske strukture, pri éemu
klju€nu ulogu imaju abioticki €imbenici (npr. temperatura, UV zraCenje i dostupnost vode) te
bioti¢ki Cimbenici (interakcije s mikroorganizmima i biljnim patogenima) (Kellog i sur., 2010).

Na udio nutritivno vrijednih sastojaka i bioaktivnih spojeva u borovnici osim okolisnih
Cimbenika utjeCu sorta, zrelost ploda te vrijeme berbe. Zorenc i sur. (2016) istrazivali su
promjene u kvaliteti bobica borovnice tijekom razli€itih faza berbe. Ustanovili su da se s
odmakom vremena berbe, uslijed visokih temperatura i povecane solarne radijacije, tezina
plodova smanijuje. Istovremeno, sadrzaj Se¢era u plodovima raste, dok se sadrzaj organskih
kiselina smanijuje, $to dovodi do sladeg okusa plodova pri kasnijim berbama u usporedbi s
ranijim. Takoder, usporedivali su i dva podrucja uzgoja u okolici Ljubljane i zakljugili da lokacija
uzgoja znacajno utje€e na sadrzaj primarnih metabolita. Sastav Secéera, organskih kiselina i
fenolnih spojeva u borovnicama varira tijekom uzastopnih berbi i medu sortama.

Nutritivna vrijednost ploda borovnice ukljuuje nizak udio kalorija, visok udio vlakana,
pektina, minerala, vitamina i nezasi¢enih masnih kiselina (Madhavan i sur., 2023; Herrera-
Balandrano i sur., 2021). Prema USDA (2022) plod borovnice sadrzi 84,2 g vode i 14,6 ¢
ugljikohidrata. Energetska vrijednost 100 g borovnice iznosi 57 kcal. Ukupni Seceri iznose 9,36
g, a najzastupljeniji Seéeri u borovnici su monosaharidi poput fruktoze (4,94 g) i glukoze (4,42
g). Nadalje, borovnice sadrze 19 razli€itih vrsta aminokiselina, 400-700 mg proteina i 500-600
mg masti na 100 g (Praveen i sur., 2019). Bogate su i mononezasi¢enim i polinezasi¢enim
masnim kiselinama, medu kojima se isti¢u oleinska (18:1), linolna (18:2) i linolenska (18:3)
(Zoratt i sur., 2016).

Razine vitamina i minerala u borovnicama pridonose nutritivnoj vrijednosti plodova. Kuang
i sur. (2022) odredivali su mineralne tvari u 21 sorti borovnice, te su dobili sliedeée vrijednosti:
kalij (565-792 mg/kg) > fosfor (73,8-102 mg/kg) > kalcij (41,6-94,8 mg/kg) > magnezij (35,8-
56,3 mg/kg) > mangan (3,43-10,4 mg/kg) = natrij (1,15-17 mg/kg) > zeljezo (2,06—10 mg/kg)
> cink (0,76-2,32 mg/kg) > bakar (0,07-0,46 mg/kg) > bor (0,002-0,37 mg/kg). Borovnica je
bogat izvor vitamina C (Kuntz i sur., 2017), vitamina A i vitamina E (Puente i sur., 2011). U
usporedbi s jabukama ili grozdem, borovnica ima nekoliko puta vecéu razinu vitamina, pri Eemu
se sadrzaj vitamina borovnice procjenjuje na 53 mg vitamina C, 2,43-3 mg vitamina A i 2,7-
9,5 pg vitamina E/100 g (Duan i sur., 2022). Takoder, prema istrazivanju Feng i suradnika
(2019), borovnica je bogat izvor dijetalnih vlakana i pektina u ukupnoj koli€ini od 159,2-509,8

g/kg odnosno 4,1 g/kg zbog ¢ega pozitivho djeluju na probavu i stvaraju osjecaj sitosti.



2.1.1.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su velika skupina sekundarnih metabolita prisutnih u biljkama, poznati po
svojim antioksidativnim svojstvima i potencijalnim zdravstvenim djelovanjima. Zahvaljujuci
svojoj strukturi, koja sadrzi najmanje jednu hidroksilnu (-OH) skupinu vezanu na aromatski
prsten, fenoli mogu neutralizirati slobodne radikale i &tititi stanice od oksidativhog stresa.
Njihova struktura, temeljena na aromatskom prstenu, moze biti razli¢ito supstituirana, pa se
prema osnovnoj kemijskoj strukturi dijele na flavonoide i neflavonoide (fenolne kiseline i srodne
spojeve). Klasifikacija ovih spojeva ovisi 0 osnovnom kosturu, odnosno broju atoma ugljika u
njihovoj strukturi (slika 1). Fenolni spojevi, prisutni u raznim koncentracijama u vocu, povrcu,
Cajevima i zaCinima, ukljuuju podskupine poput flavonoida, fenolnih kiselina, stilbena, tanina

i diferuloilmetana (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
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Slika 1. Podjela fenolnih spojeva (prema Han, Shen i Lou, 2007)

Fenolni spojevi bilike stite od Stetnih utjecaja iz okoline, istovremeno utje€u na njihov rast
i razvoj, a tijekom vegetacije sintetiziraju se razliCite strukture fenolnih spojeva. Kao
antioksidansi, Stite biljke od oksidativhog stresa izazvanog zagadivaCima, patogenima i UV
zraCenjem. Spojevi poput tanina koji su nosioci trpkog okusa Stite biljke od potencijalnih Stetnih
djelovanja mikroorganizama te u obrani od biljojeda (Cheynier, 2012; Dixon i Paiva, 1995).
Osim obrambene funkcije, fenoli su vazni u fizioloSkim procesima poput opraSivanja i
regulacije rasta. Njihova prisutnost u cvjetovima i plodovima doprinosi bojama i mirisima koji
privlaCe opraSivace, a antocijani su odgovorni za crvenu, plavu i ljubi€astu boju biljaka. Fenoli
takoder utje€u na okus i kvalitetu voca poput borovnica, cijenjenih zbog visokog sadrZaja

antocijana. Zbog mogucih zdravstvenih koristi, uklju€ujuci smanjenje rizika od sréanih bolesti
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i odredenih vrsta raka, fenoli su predmet istrazivanja u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
(Shahidi i Ambigaipalan, 2015; Manach i sur., 2004).

Uvjeti rasta, poput hranjivosti tla, dostupnosti vode, temperature i sun€eve svjetlosti, utjecu
na fenolne spojeve u biljkama, 3to je potvrdeno istraZivanjima na borovnicama i drugom
bobi¢astom vocu (Zoratti i sur., 2015; Uleberg i sur., 2012; Howard i sur., 2003). Razlike medu
sortama pripisuju se genetskom podrijetlu i uzgojnim uvjetima. Zoranec i sur. (2016) dokazali
su da se tijekom viSetjednog perioda berbe razina ukupnih Secera poveéava, a ukupne
organske kiseline smanjuju, §to uteCe na harmoni¢an okus plodova. Borovnice ubrane u
kasnijima fazama berbe sadrze viSe antocijana, dok se sadrzaj ukupnih fenola smanijio sto se
moze pripisati nizim koncentracijama ukupnih derivata hidroksicimetnih kiselina i flavonol
glikozida. Uvjeti uzgoja utjeCu na sadrzaj i koli€inu fenola, a to se posljedi¢no odrazava i na
njihov udio u komini.

Utvrdeno je da borovnice sadrze vise od 11 razliCitih fenolnih kiselina, uklju€ujuci p-
kumarinsku, ferulinsku, galnu, kafeinsku, cimetnu i klorogensku kiselinu, u ukupnoj
koncentraciji od najmanje 85 mg/100 g svjezih plodova (Herrera-Balandrano i sur., 2021).
Prema istrazivanjima, komina borovnice sadrzi izmedu 20 i 30 mg ekvivalenata galne kiseline
(GAE)/g suhe tvari ukupnih fenola (Su i Silva, 2006; Maatta-Riihinen i sur., 2004). Komina
sadrzi koncentrirane fenolne spojeve ukljuujuéi antocijane u rasponu od 300 do 700 mg/100
g suhe tvari (koji ¢ine znaCajan udio ukupnih fenola i povecavaju antioksidativni potencijal
komine) (Padmanabhan i sur., 2016), flavanole, flavonole i fenolne kiseline, ukljuCujudi
hidroksicimetne kiseline (Veberi¢ i sur., 2015; Rodriguez-Mateos i sur., 2012; Gavrilova i sur.,
2011). Takoder, jos neki pronadeni spojevi poput katehina, kvercetina, kafeinske i klorogenske

kiseline imaju antioksidativna svojstva (Zou i sur., 2022).

2.1.1.2. Antocijani

Antocijani pripadaju skupini flavonoida koji su topljivi u vodi. Molekularna struktura
antocijana karakteristi¢na je struktura flavonoida C¢C3Cs. Prema Brouillardu (1982), antocijani
su glikozilirani polihidroksi i polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilium odnosno flaviliji kationa
koji je primarna komponenta antocijana. Glikozidi, odnosno antocijani vezani za molekule

Secera, oblik su koji nalazimo u prirodi (Katalini¢, 2011).
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Slika 2. Promjena boje antocijana pod utjecajem pH (prema DDW Color, 2024)

Najznacajniji su pelargonidin, delfinidin, malvidin, peonidin, cijanidin i petunidin, koji u
rekcijama sa Secerima glukozom, ramnozom, galaktozom i arabinozom cine naj¢eSce
glikozidne oblike. Razlikuju se prema stupnju hidroksilacije, a veci broj OH skupina, utje€e na
vedi intenzitet boje (Herrera-Balandrano i sur, 2021). Borovnica sadrZi visoke udjele malvidina
i delfinidina (odgovoranih za tamno plavu boju), nakon kojih slijede petunidin, cijanidin i
peonidin (Aliafio-Gonzalez i sur., 2020).

Stabilnost antocijana, koji su prirodno nestabilni, ovisi o brojnim varijablama, ukljuujudi
strukturu spoja, prisutnost kisika, svjetlost, pH, temperaturu, enzime, askorbinsku kiselinu,
Secere i kopigmente. Primjerice, veéa hidroksilacija stabilizira pigment, dok metilacija smanjuje
stabilnost (Mazza i Brouillard, 1987). Ovisno o pH otopine u kojoj su prisutni, antocijani
pokazuju razli€itu stabilnost (indikator je promjena boje) (slika 2) (Castaneda-Ovando i sur.,
2009; Brouillard, 1982). Kisik ubrzava oksidaciju, $to Cesto rezultira bezbojnim ili smedim
produktima (Jackman i sur., 1987). Stabilnost antocijana plodova borovnice nakon berbe
osigurava se skladistenjem pri nizim temperaturama te bez utjecaja svjetla, dok prisutnost
Secera i njihovih razgradnih produkata smanjuje njihovu stabilnost. Tijekom skladiStenja mogu
nastati smedi produkti zbog interakcija antocijana s proizvodima razgradnje Secera i
askorbinske kiseline (Krifi i Metche, 2001). Dodatno, kopigmenti, prirodni spojevi bogati
elektronima, stabiliziraju ione flavilija, ¢ime utje€u na stabilnost antocijana (Brouillard, 1982).

Antocijani se koriste u hrani, kao nutraceutici, u farmaceutskim pripravcima i kao prirodna
boja za tekstil. Upotreba antocijana kao prirodnih boja u prehrambenim proizvodima predlaze
se kao alternativa te da se smanji upotreba umijetnih i sintetskih boja (Lao i Giusti, 2018).

Prema Veberi¢u i sur. (2015), tamno obojeno voce, poput borovnica, ima visok udio
antocijana. lako je sastav antocijana kod kultiviranih i samoniklih vrsta borovnica isti, njihove
koncentracije mogu znacajno varirati. Moze i sur. (2011) utvrdili su da divlje borovnice
(Vaccinium muyrtillus L.) sadrze ukupno 1210,3 + 111,5 mg cijanidin-3-glukozida (CYN-3-
GLU)/100 g svjezeg ploda, dok uzgojene borovnice (Vaccinium corymbosum L.) imaju znatno

nizu koncentraciju od 212,4 £ 14,1 mg CYN-3-GLU/100 g. Sli¢ne razlike u fenolnim spojevima



zabiljeZili su i Akestrém i sur. (2010), dok su Martz i sur. (2010) istraZivali varijacije u fenolnom
sastavu listova borovnica. Ove razlike utjeCu na antioksidacijsku sposobnost biljnog materijala,
pri ¢emu su antocijani najjaéi antioksidansi prisutni u borovnicama, a njihove koncentracije na
100 g svjeZe mase variraju od 19,3 do 677,8 mg za cijanid-3-glukozid, 456,7 do 1406,3 mg za
cijanid-3,5-glukozid i 101,88 do 195,01 mg za malvidin-3-glukozid (Koh i sur., 2020). Prema
novijem istrazivanju Hellstrom i sur. (2024) srednja vrijednost ukupnih antocijana europske
borovnice iznosi 48+8,9 g/kg dok kod ameri¢kih borovnica ona iznosi 17+7,1 g/kg. Utvrdeno je
da vrsta borovnice i uvjeti sudenja imaju znacajan utjecaj na koncentraciju antocijana u komini
borovnice. Ukupna koncentracija antocijana u ameri¢kim borovnicama i europskim
borovnicama varira, ali prosje¢ne vrijednosti u komini obi¢no se krecu od 5 do 15 g/kg suhe
tvari (Wang, 2024).

2.1.1.3. Biolosko djelovanje borovnice

Borovnice su poznate po svojim brojnim bioloskim djelovanjima koja su posljedica visokog
sadrzaja bioaktivnih spojeva. Klju¢na bioloSka djelovanja borovnice:

e Protuupalno djelovanje (Milbury i Kalt, 2010)

e Kardioprotektivno djelovanje (Rodriguez-Mateos i sur., 2013)
¢ Neuroprotektivho djelovanje (Joseph i sur., 1999)

¢ Antikancerogeno djelovanje (Zafra-Stone i sur., 2007)

e Poboljsanje inzulinske osijetljivosti (Stull i sur., 2010)

e Antioksidativno djelovanje (Giacalone i sur., 2011)

Plodove borovnice uz neke vrste povrca, oraSastih plodova i €aja ubrajamo medu
najznacajnije izvore antioksidanata zahvaljuju¢i znacajnom udjelu vitamina C i E, beta-
karotena, flavonoida i polifenola (Gundesli i sur., 2019). Vitamini imaju ulogu u tjelesnom
metabolizamu, $to uklju€uje odgovor imunolosSkog sustava, sintezu neurotransmitera te rast i
odrzavanje tkiva (Pico i sur., 2022). Budu¢i da molekule antocijana imaju pozitivno nabijen
atom kisika za razliku od drugih flavonoida, oni su snazniji i izrazitiji antioksidansi koji doniraju
vodik te pokazuju brojne druge bioloSke aktivnosti (slika 3).

Hidroksilne skupine povezane s aromatskim prstenovima omogucuju im doniranje atoma
vodika i neutralizaciju slobodnih radikala, ¢ime ostvaruju antioksidativna djelovanja (Hou i sur.,
2024). Slobodni radikali, kao nestabilni spojevi, mogu ostetiti stanice i uzrokovati oksidativni
stres, Sto moze dovesti do kronicnih bolesti poput dijabetesa, raka i kardiovaskularnih bolesti.
Istrazivanja pokazuju da prehrana bogata fenolima moze pomoéi u zastiti organizma,
poboljSanju zdravlja i smanjenju rizika od oksidativhog oStecenja i povezanih bolesti (Rossi i
sur., 2022).



Plodovi borovnice u usporedbi s drugim vrstama bobicastog vo¢a imaju viSi udio
bioaktivnih spojeva te posljedi¢no izraZenija antioksidativha djelovanja i velik potencijal
primjene u prevenciji brojnih oboljenja (Rashidinejad, 2020). Dokazano je da redovita
konzumacija borovnica §titi neuroloSki sustav od oksidativhog stresa. Antioksidansi u
borovnicama imaju sposobnost neutralizacije Stetnih djelovanja reaktivnih kisikovih vrsta u
organizmu. Zhao i sur. (2015) proveli su in vivo istrazivanje koriStenjem antocijanskog
ekstrakta borovnice (AEB). Nakon oksidativhog stresa uzrokovanog akrilamidom, miSevima je
davano 250 mg/kg tjelesne tezine AEB tijekom 14 dana. Primije¢eno je da je AEB utjecao na
smanjenje stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta i povecao razinu glutationa i povezane enzimske

aktivnosti.

Antocijani borovnice

Protuupalni Antikancerogena Antidijabetik i Antioksidativho
i antibakterijski svojstva protiv pretilosti djelovanje
Rast tumora + Iskoristavanje
Prostanoidi ¢ Staniani ciklus + glukoze? Poboljsanje vida4
Prouupalni citokinw Invazija 4 S Ostecenje jetre v
Dusikov oksid ¥ Metastaza inzuiin® Fibroza ¥

Odgovor na lijekove T

Apoptoza 4
Slika 3. Funkcionalna svojstva antocijana borovnice (prema Duan i sur., 2022)

2.1.2. Komina borovnice

Borovnice su vrlo cijenjeno bobiCasto voée, no svjeze borovnice imaju kratak rok
trajanja, te se preraduju u voéne sokove, vino, ocat, dzemove, suSene borovnice, pulpu u
prahu, aditive za poboljSanje okusa i prirodna boijila koja se koriste u kola¢ima, keksima, kruhu,
jogurtu i zeleu (Duan i sur., 2022). Nakon prerade borovnica u sokove, zaostaje komina kao
nusproizvod. Komina se sastoji od ¢vrstih dijelova ploda, poput kore i sjemenki, koji ¢ine oko
20% tezine svjezeg voca. lako je komina Cesto smatrana otpadom, istrazivanja su pokazala
da obiluje vrijednim bioaktivnim spojevima medu kojima se isti¢u fenoli i antocijani (Dabbou i
sur., 2019). Zbog svojih antioksidativnih svojstava i povezanih zdravstvenih benefita, Cine
kominu borovnice vrijednom sirovinom za proizvodnju novih prehrambenih i funkcionalnih
proizvoda, kao i zamjena za sintetske aditive. Ovaj sastav ¢ini kominu posebno korisnom u
razvoju funkcionalne hrane, §to je potvrdeno istrazivanjima koja istiCu njenu visoku nutritivhu
vrijednost i potencijalne zdravstvene koristi (Capaldi i sur., 2024; Sari¢ i sur., 2016).

Zhou i sur. (2018) istraZivali su mogucnost iskoriStavanja komine borovnice za proizvodnju

proteina, saharida, antocijana i anorganskih soli. Za ovaj proces primijenili su mikrovalnu
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hidrolizu i ekstrakciju, ¢ime su uspjedno izolirali ove vrijedne spojeve. Kao rezultat toga,
komina borovnica moze biti izvrsna sirovina za ekstrakciju bioaktivnih spojeva. Izmedu 25% i
50% razlicitih polifenola bobi¢astog vo¢a (Khanal i sur., 2009) nalaze se u komini borovnice,
te se smatra da su zasluzni za potencijalne zdravstvene benefite koji im se pripisuju. Prema
znanstvenim istrazivanjima komina borovnice ima vec¢u koncentraciju bioaktivnih spojeva od
pulpe, ukljuCujuci fenole i antocijane. Pulpa sadrzi okvirno samo 10 % ukupnih fenolnih
spojeva, dok koZica i sjemenke sadrze 28-35 %, odnosno 60-70 %, $to nusproizvod borovnice
¢ini izvrsnim izvorom fenolnih spojeva (Bamba i sur., 2018).

Prema istrazivanju koje su proveli Vuli¢ i sur. (2011) o sadrzaju polifenola u ekstraktu
komine bobiCastog voca, ekstrakt komine borovnice sadrzi najveéi udio ukupnih polifenola,
flavonoida i antocijana (1116,24 mg/100 g svjeZe komine, 1047,39 mg/100 g svjeZze komine
odnosno 1279,49 mg/100 g svjeze komine). Zbog visokog udjela sjemenki, komine bobi¢astog
vo¢a izvor su ulja jedinstvenog profila masnih kiselina, bogatih mononezasi¢enim i
polinezasi¢enim masnim kiselinama. Blejan i sur. (2023) proveli su analizu komine europske
borovnice, kupine i crnog ribizla i zakljuCili da iako se tri prou€avana nusproizvoda nisu
znacajno razlikovala u ukupnom sadrzaju PUFA (polinezasi¢ene masne kiseline), komina
borovnice bila je najbogatija n-3 PUFA. Takoder, komina borovnice pokazala je najvisi sadrzaj
ukupnih fenola (36,7 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g s.tv.) i ukupnih antocijana (28,35
mg CYN-3-GLU/g s.tv.). Crveno obojeni prahovi dobiveni nakon suSenja i mljevenja
prou¢avanih komina bobiCastog voca sadrze znacCajne koli€ine antocijana, $to ih Cini
potencijalnim izvorom komponenti sa svojstvima bojila, koje mogu zamijeniti sintetske aditive.

Stoga, komina borovnice, kao izvor lipida i antioksidativnih spojeva, predstavlja izvrsnu
bazu za razvoj i proizvodnju novih, visokovrijednih i funkcionalnih proizvoda. Uspjesno
izdvajanje fenola i drugih bioaktivnih molekula iz komine borovnice moglo bi rezultirati
razvojem koji promi€u zdravlje te posluziti kao model za reintegraciju ovih vrijednih spojeva u
prehrambeni lanac. Uspjesno izdvajanje fenola i drugih bioaktivnih molekula iz komine
borovnice moze dovesti do razvoja novih visokovrijednih proizvoda koji mogu imati
potencijalne korisne ucinke na zdravlje. Takoder, ovi proizvodi mogu posluziti kao inovativni
sastojci za prehrambene formulacije, dodatke prehrani ili kozmeticke preparate. Buduca
istraZivanja trebala bi se usmijeriti na inovativhe tehnologije prerade, koje omogucuju
iskoriStavanje i preradu nusproizvoda bobicastog voca u vrijedne sastojke i aditive, smanjujuci
tako njihov negativan utjecaj na okolis te istovremeno zadovoljavajuci potraznju za prirodnijom

i zdravijom hranom.



2.3. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA

Za izolaciju bioaktivnih spojeva iz komine borovnice, vazno je odabrati odgovarajucu
tehniku ekstrakcije i optimizirati parametre poput temperature, vrste i polarnosti otapala,
omjera uzorka i otapala te vremena ekstrakcije. Istrazivanja pokazuju da razli€ite tehnike mogu
znacajno utjecati na iznos fenolnih spojeva koji se izdvajaju, uzimajuci u obzir parametre poput
vrste otapala, vremena i temperature ekstrakcije (Bamba i sur., 2018). Neke od tehnika za
izolaciju polifenolnih spojeva iz borovnice su maceracija, hidrodestilacija, Soxhlet ekstrakcija i
mehani¢ka obrada koridtenjem razliCitih otapala (Greensky Bio, 2024). Ove tradicionalne
tehnike obi¢no zahtijevaju dugotrajno vrijeme ekstrakcije s niskom ucinkovito$¢u, kao i
znacajne koliCine organskih otapala te koriste visoke temperature koje mogu dovesti do
razgradnje osjetljivih bioaktivnih molekula. Kao rezultat toga, raste potreba za razvijanjem i
primjenom metoda ekstrakcije koje su ekoloski prihvatljive i koriste manje energije i organskih
otapala, zahtijevaju krace vrijeme ekstrakcije, imaju veéu selektivnost prema ciljanim
spojevima te su. Sukladno navedenom, sve se viSe koriste napredne tehnike ekstrakcije kao
Sto su ultrazvuk, ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, ekstrakcija visokonaponskim elektricnim praznjenjem, ekstrakcija
superkriticnim CO;, ekstrakcija eutektickim otapalima uz pomo¢ mikrovalova i ekstrakcija
vodom u supkritithom stanju (Pavlovi¢, 2020). Borovnice sadrze velike koli€ine fenolnih
spojeva, kao i vecu koncentraciju antocijana od drugog bobicastog voca, pri ¢emu u komini
zaostaje najveca koliCina pa je potrebno odabrati adekvatnu metodu ekstrakcije kako bi se

takvi spojevi sto efikasnije izolirali iz biljnog materijala.

2.1.3. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE)

Koristenje mikrovalne energije u kemijskim laboratorijima prvi su opisali 1986. godine
Gedye i Giguere u organskoj sintezi i Ganzler (1990) u ekstrakciji bioloSkih matrica za pripremu
analitickih uzoraka. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je sofisticirana tehnika koja se
bazira na primjeni energije mikrovalova za zagrijavanje smjese otapala i supstrata s ciljiem
ekstrakcije ciljanih molekula iz iz stani¢nih struktura biljnog materijala (Koubaa i sur., 2015).

MAE Kkoristi energiju mikrovalova za ubrzano zagrijavanje uzorka i otapala, $to omogucava
brzu i ucinkovitiju ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala. Mikrovalovi, s
frekvencijama u rasponu od 300 MHz do 300 GHz, stupaju u interakciju s materijalima na
razliCite nacine: neprozirni materijali poput metala reflektiraju ih, prozirni materijali poput stakla
propustaju ih, a apsorbiraju¢i materijali pretvaraju ih u toplinu (Routray i Orsat, 2012). lonska
kondukcija i rotacija dipola dvije su metode kojima se energija prenosi tijekom mikrovalnog
zagrijavanja. loni se kreCu kada se na njih primijeni elektromagnetsko polje; ovaj proces je

poznat kao ionska kondukcija, a trenje koje stvara otpor otopine na protok iona zagrijava
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otopinu. Poku3aj dipolnih molekula da se poravnaju s izmjeni¢nim elektricnim poljem koje
stvaraju mikrovalovi u mediju poznat je kao rotacija dipola. Toplina se oslobada kao rezultat
vrtnje dipola $to uzrokuje sudaranje njegovih molekula. Oba procesa odvijaju se istovremeno,
ali temperatura u konacnici odreduje hoée li mehanizam grijanja biti uc€inkovit (Veggi i sur.,
2012). Zagrijavanje je u po€etku uglavhom uzrokovano rotacijom dipola, ali kako temperatura
raste, vodljivost iona postaje sve vaznija. Mikrovalovi omogucuju ciljano i selektivho
zagrijavanje ¢ime se sprjeCava gubitak topline za razliku od konvencionalnih metoda gdje se
znacajan dio toplinske energije gubi i odlazi u okolis. Faktor dielektricnog rasipanja (tan &), koji
predstavlja mjeru kapaciteta otapala da apsorbira mikrovalnu energiju i prenese je kao toplinu
na okolne molekule, odreduje koliko se ucinkovito odredena otapala zagrijavaju pod
mikrovalovima (Zuloaga i sur, 1999).

MAE nudi brojne prednosti u usporedbi s konvencionalnim tehnikama, ukljuujudi
uCinkovito i selektivno grijanje, koriStenje obnovljivih izvora energije, te brzu i energetski
ucinkovitiju ekstrakciju. Povecava prinos, skracuje vriieme ekstrakcije za 75-80 %, smanjuje
potrosSnju energije za 25-50 %, te smanjuje proizvodne troSkove minimiziranjem otpada
(Vinatoru i sur., 2017; Li i sur., 2013).

2.1.3.1. Utjecaj parametara MAE na izolaciju bioaktivnih molekula

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima moze se provoditi bez otapala za izolaciju
hlapljivih spojeva ili uz primjenu otapala za izdvajanje nehlapljivih spojeva. Mikrovalna energija
zagrijava cijeli volumen materijala, stvarajuci unutarniji pritisak koji uzrokuje osteéenje stani¢nih
stijenki, ¢ime se omogucéava prijenos mase i ekstrakcija ciljnih spojeva. Proces uklju€uje
prodiranje otapala, difuziju spojeva iz biljnih Cestica i otpustanje tih spojeva u masu otapala,
¢emu mikrovalna energija doprinosi povecanjem pritiska unutar stanica i poboljSanjem difuzije

spojeva povecavajuci ucinkovitost ekstrakcije (Vinatoru i sur., 2017; Saleh i sur., 2016).

pucanje
stanicne
mikrovalno stijenke

N\ zagrijavanje
—_——

A .
) ) -» toplina
y =>» Dbiljna masa

Slika 4. Shematski prikaz pucanja biljne stanice (prema Cavalloro i sur., 2021)

Temperatura je jedan od klju¢nih ¢imbenika koji utjeCe na ucinkovitosti izolacije fenola
iz razli¢itih biljnih matriksa. Povecanjem temperature poti¢e se difuzija, smanjuje viskoznost
otapala i povecava topljivost fenola, Sto posljedi€no utjeCe na ucCinkvitiju i brzu ekstrakciju.
Energija mikrovalova dodatno pojacava toplinsku difuziju unutar uzorka, omogucujucéi brze i

ucinkovitije oslobadanje spojeva. Medutim, viSa temperatura nosi rizik razgradnje termolabilnih
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spojeva poput antocijana, ¢ime se smanjuje njihova stabilnost i u€inkovitost. Stoga je kljuéno
optimizirati temperaturu i vrijeme ekstrakcije kako bi se postigla ravnoteza izmedu
maksimalnog prinosa i oCuvanja bioaktivnosti spojeva (Zhao, 2018; Lovri¢ i sur., 2017).

Takoder, odnos otapala i uzorka znacajno utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije. Vedi
omjer, odnosno veci volumen otapala olakSava difuziju otapala i interakciju s bioaktivnim
spojevima, ali prekomjerna koli¢ina otapala moze smanijiti u€inkovitost zagrijavanja smjese
energijom mikrovalova i povecati operativne troSkove. Optimalan omjer uzorka i otapala mora
osigurati dovoljnu koncentraciju otapala za ucinkovito izdvajanje bez negativnog utjecaja na
selektivnost i ekonomi€nost postupka (Rezaei i sur., 2013).

Predobrade poput mljevenja (Chupin i sur., 2015), enzimske obrade (Yang i sur., 2010)
ili odmasc¢ivanja (Rodriguez-Rojo i sur., 2012) mogu znacajno pobolj$ati pristupacnost ciljanih
spojeva unutar biljnog matriksa. Nadalje, kombinacija MAE s tehnikama poput ultrazvuéne
ekstrakcije (Pongmalai i sur., 2015) ili ekstrakcije pod povisenim tlakom (Ortiz i sur., 2004)
moze dodatno povecati prinose bioaktivnih spojeva, sto €ini MAE prilagodljivom tehnologijom
za industrijsku primjenu (Chupin i sur., 2015; Rodriguez-Rojo i sur., 2012).

Troncoso Mesa i sur. (2021) optimizirali su MAE za izolaciju polifenola i antioksidativnih
spojeva iz komine borovnice, analizirajuéi utjecaj koncentracije etanola, primjenjene tehnike
ekstrakcije i snage mikrovalova. Pri optimalnim uvjetima, postignut je sadrzaj fenola od 426,19
mg GAE/100 g, antocijana 389,64 mg CYN-3-GLU/100 g te antioksidativni kapacitet od 654,11
mg TE/100 g, &ime je pokazano da se MAE moze koristiti za u€inkovito izdvajanje bioaktivnih

spojeva.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak komine borovnice

Kao materijal u istrazivanju koristen je komercijalno dostupna europska borovnica
(Vaccinium myrtillus L.), poznata i kao divlja borovnica, proizvodac¢a Camposol, 1.klasa, serija
L-52-02.

Slika 5. Postupak liofilizacije (vlastita fotografija)

Koriste¢i sokovnik na hladno pre8anje (VerVita HU-100, Dong Ah Ind. Co., Ltd., Korea)
proizveden je sok borovnice te je kao nusproizvod dobivena komina koja je koriStena u ovom
istraZivanju. Dobivena komina stavlja se u zamrziva¢ na -80 °C tijekom 24 sata, nakon Cega
se liofilizira tijekom 48 sati na -55 °C (Alpha 1-4 LSCPlus, Osterode am Harz, Njemacka) (slika
5) do postizanja sadrzaja vlage nizeg od 3 % odredeno analizatorom vlage. Osu$ena komina
borovnice samelje se elektricnim mlincem, pakira u staklenu ambalazu i uva na -18°C do

provodenja ekstrakcije.
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Slika 6. Uzorak komine borovnice (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije i standardi

Kemikalije za ekstrakciju fenolnih spojeva

e Ekstrakcijsko otapalo: 1 % mravlja kiselina (Honeywell, Offenbach na Majni, Njemacka)
u 50 % vodenoj otopini etanola

Reagensi za odredivanje ukupnih fenola

e Destilirana voda

e Etanol, 96 % C,HO, Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska

¢ Metanol, 100 % CH;OH, Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska

¢ Folin-Ciocalteu reagens, Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina
Priprema: U 800 mL vruée destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijevog
karbonata (Na,COs x 10H,0, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska), koji se zatim ostavi da
se ohladi na sobnu temperaturu. Nakon toga se u odmjernu tikvicu od 1000 mL doda
nekoliko kristalica natrijevog karbonata i filtrira nakon 24 sata.

e Standard galne kiseline (CsH2(OH)3sCOOH, Sigma-Aldrich, Njemacka)
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
10 mL 96%-tnog etanola kvantitativho prenese i otopi u odmjernoj tikvici volumena 100
mL, koja se potom do oznake nadopuni destiliranom vodom.
Reagensi za odredivanje antocijana

¢ Kalijev Kkloridni pufer pH 1 (KCI 0,025 M)

Priprema: Kalijev klorid (KCl, Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska) mase 1,86 g najprije se

odvaze u plasticnu ladicu za vaganje, a zatim kvantitativho prenese u staklenu ¢asu od
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1 L koja je prethodno temeljito isprana deioniziranom vodom. Za otapanje odvage se
dodajte 980 mL deionizirane vode. Izmjeri se pH otopine i korigira na vrijednost 1,0
(£0,05) pomocu klorovodi¢ne kiseline (37 % HCI, CARLO ERBA Reagents S.A.S.,
DASIT GROUP, Njemacka), uz utrodak otprilike 6,3 mL u procesu. Nakon $to je otopina
pripremljena i podesena na pH 1,0, prebaci se u odmjernu tikvicu od 1 L.

Natrijev acetatni pufer pH 4,5 (C2HsNaO,, 0,4 M)

Priprema: Natrijev acetat trihidrat (CHsCO2Na x 3H.O, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
mase 54,43 g odvaZe se u staklenu ¢asu od 100 mL i zatim kvantitativho prenese u
staklenu ¢asu od 1 L koja je temeljito isprana deioniziranom vodom. U odvagu se
dodaje 960 mL deionizirane vode koja se zatim otopi. lzmjeri se pH otopine i korigira
vrijednost na 4,5 (£0,05) pomoc¢u klorovodi¢ne kiseline (37 % HCI, CARLO ERBA
Reagents S.A.S., DASIT GROUP, Njemacka), uz utro$ak od otprilike 20 mL u procesu.
Nakon §to je otopina pripremljena i podeSena na pH 4,5, prebaci se u odmjernu tikvicu
od1L.

Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (HCI, (Carlo Erba, Cornaredo, Italija)

Klorovodi¢na kiselina (40 mM)

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

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

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

Zeljezo (ll)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska) (20
mM otopina)

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

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

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

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

FRAP reagens

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

Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S,Os

Priprema: 0,1892 g K>S,0s (Kemika d.o.0., Zagreb, Hrvatska) izvaZe se u tikvicu od 5
mL i otopi u destiliranoj vodi.

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

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

Stabilna ABTSe+ otopina

Priprema: 88 L K.>S.0s otopine prenese se u tikvicu od 5 mL u kojoj je ABTS otopina.
Dobro se promije8a, zatvori i Cuva na sobnoj temperaturi u mraku 12-16 h, zamotano
u aluminijsku foliju. Kona¢na koncentracija K»S,Os pri tome je 2,45 mmol L™

1 %-tna otopina ABTSe+

Priprema: Na dan provodenja analiza, u odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 1000
uL ABTS+ otopine 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.

3.1.3. Laboratorijska oprema i pribor

Liofilizator (Alpha 1-4 LSCPIlus, Osterode am Harz, Germany)
Analizator vlage OHAUS - MB23 (Ohaus, New Jersey, SAD)
Elektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Rumilly, Francuska)

Uredaj za ekstrakciju mikrovalovima (ETHOS X, Milestone, Bergam, Italija)
AnalitiCka vaga, (model: AX224; OHAUS; Kina)

Spektrofotometar, (model: UV-16600 PC; VWR International, USA)
Staklene kivete

Vortex (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

Vodena kupelj

Automatske pipete (1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL)

Odmijerne tikvice (6 mL,10 mL, 25 mL, 50 mL 100 mL, 1 L)
Menzura, volumena 100 mL i 1L

Falkonice, volumena 50 mL

Staklene epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

Pipeta, volumena 15 mL
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o Propipeta

e Stakleni lijevak

o Metalne ZliCice

e Boca od tamnog stakla, volumena 50 mL
o Stakleni Stapici

e Aluminijska folija

e Kivete

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz komine borovnice primjenom MAE

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz komine borovnice provodi se primjenom MAE. Ovaj
postupak provodi se koristenjem uredaja ETHOS X prikazanog na slici 7, (Milestone, Bergam,
Italija) prema planu eksperimenta (tablica 1). U svaku ¢eliju se prije ekstrakcije dodaje uzorak
u zadanoj koli¢ini prema planu eksperimenta, magnet te 40 mL ekstrakcijskog otapala.
Koristeno otapalo bila je 50 % otopina etanola zakiseljena s 1 % vodenom otopinom mravlje

kiseline. Celije se postavljaju u uredaj te se podese zadani parametri.

MICROWAVE EXTRACTION

Slika 7. Uredaj za ekstrakciju mikrovalovima (vlastita fotografija)

Varirani parametri ekstrakcije su vrijeme ekstrakcije (5 i 10 min), temperatura (40 °C , 60 °C,
80 °C) i omjer biljnog materijala i otapala (20 mL/g = 2,5 g; 40 mL/g = 1,25 g; 60 mL/g = 0,83
g). Fiksni parametri ekstrakcije bili su: snaga mikrovalova od 800 W, mijeSanje od 50 % te

hladenje nakon ekstrakcije od 1 min.
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Tablica 1. Plan eksperimenta ekstrakcije fenolnih spojeva iz komine borovnice primjenom

MAE
OMJER
UZORAK TEMPI(EOT:?TURA VF\(’:;: IIiI;/IE OTAPALO/UZORAK
(mL/g)
1 40 5 20
2 40 5 40
3 40 5 60
4 40 10 20
5 40 10 40
6 40 10 60
7 60 5 20
8 60 5 40
9 60 5 60
10 60 10 20
11 60 10 40
12 60 10 60
13 80 5 20
14 80 5 40
15 80 5 60
16 80 10 20
17 80 10 40
18 80 10 60

Ekstrakti dobiveni prema planu eksperimenta prikazanom u tablici 1 se se profiltriraju u
odmijernu tikvicu volumena 50 mL i nadopune ekstrakcijskim otapalom do oznake. Dobiveni
ekstrakti se skladiste na 4 °C u hladnjaku do provodenja analiza, a koriste se za odredivanije

udjela ukupnih fenola, antocijana i antioksidacijskog kapaciteta.

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na obojenoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu
reagensom, koji je kombinacija fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline. Kada se fenolni
spojevi oksidiraju u blago alkalnim uvjetima, gore spomenute kiseline se reduciraju u plavo
obojeni wolframov oksid i molibdenov oksid. Mjereno spektrofotometrijski na valnoj duljini od
765 nm, plavo obojenje—<Ciji se intenzitet povecava s brojem hidroksilnih ili oksidacijskih
skupina fenolnih spojeva prisutnih u uzorku—Kkoristi se za odredivanje koncentracije ukupnih

fenola u etanolnom ekstraktu uzorka (Shortle i sur., 2014).
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Priprema uzorka:
Ekstrakt komine borovnice mora se prema potrebi razrijediti ekstrakcijskim otapalom kako bi

se odredio ukupni sadrzaj fenola.

Postupak odredivanja:

100 L ekstrakta pomijeSa se s 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode te
nakon 3 minute 1 mL otopine natrijeva karbonata. Pripremljeni uzorci se mijeSaju u Vortex
mikseru i potom termostatiraju 25 minuta na 50 °C. Zatim se mjeri apsorbancija na valnoj duljini
od 765 nm. Priprema slijepe probe je identi¢na, ali se umjesto ekstrakta koristi 100 pL otapala
za ekstrakciju. Koncentracije ukupnih fenola izrazene su u mg GAE/g uzorka kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja.

Izrada bazZdarnog pravca:

Od bazi¢ne otopine galne kiseline (5 mg/L) napravljeno je nekoliko razrjedenja s destiliranom
vodom: 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Nakon toga se u staklenu epruvetu otpipetira 100 pL
svakog od prethodno pripremljenih koncentracija galne kiseline, 200 pL Folin-Ciocalteu
reagensa, 2 mL destilirane vode i nakon 3 minute 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata.
Umjesto galne kiseline, u slijepoj probi nalazi se 100 uL destilirane vode. Pripremljeni uzorci
se sjedine u Vortex mikseru i zatim se zagrijavaju na 50 °C 25 minuta u vodenoj kupelji. Zatim
se mjeri apsorbancija na valnoj duljini od 765 nm, a pomo¢u programa Microsoft Excel se iz
izmjerenih vrijednosti crta bazdarni pravac. Opazene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm
nanesene su na ordinatu, a koncentracije galne kiseline (mg/L) na apscisu vodoravne crte.
IzraCunata jednadzba pravca koristi se za izraCunavanje koncentracije ukupnih fenola [1] (slika
8):

-9
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Slika 8. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji galne kiseline
Jednadzba pravca:
Y =0,0035- X (R? =0,9998) [1]
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gdje je:

Y — apsorbancija pri 765 nm

X — koncentracija galne kiseline (mg/L)
R? — koeficijent determinacije

3.2.3. Odredivanje antocijana

Postupak odredivanja monomernih antocijana:

Staklene epruvete u kojima se postavlja reakcija pripremaju se tako da se za mjerenje jednog
uzorka pripreme dvije epruvete. Pomocu automatizirane pipete otpipetira se po 1 mL
pripremljenog uzorka u svaku epruvetu. Zatim se dodaje 4 mL pufera pH 1,0 u jednu epruvetu
i 4 mL pufera pH 4,5 u drugu epruvetu. Nakon &to su pripremljene otopine ostavljene 20
minuta, izmjerena je apsorbancija na 520 nmi 700 nm. Slijepu probu €ine puferi (kalijev kloridni
pufer pH 1 i natrijev acetatni pufer pH 4,5) koji se dodaju u epruvete s ekrtraktima. Rezultati

udjela ukupnih antocijana izraZeni su kao ekvivalent cijanidin-3-glikozida (CYN-3-GLU).

Racun:
Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izraCunava se kao ekvivalent cijanidin-3-

glukozida (mg/L) prema formuli:

Ax MW+ DF x%103
ex|

[2]

gdje je:

A = (A520nm — A700nM)pH=1,0 - (A520NnM — A700NM)pH=4,5

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

DF = faktor razrijedenja

10%= faktor za preraGunavanje g u mg

€ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid 26900 L/mol cm)

| = debljina kivete (1 cm)
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3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip odredivanja:

Reakcija redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u kiselom
mediju osnova je FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metode. Ova reakcija stvara
plavo obojeni fero-tripiridiltriazin kompleks, koji ima maksimum apsorpcije na 593 nm (Benzie,
1996; Benzie i Strain, 1996). FeSO4, askorbinska kiselina ili Trolox ekvivalenta najces¢i su

nacini na koje se izrazavaju vrijednosti FRAP (Benzie i Strain, 1996.)

Postupak odredivanja:

Otpipetiranje u staklene epruvete provodi se redom: 240 pL destilirane vode, 80 pL uzorka i
2080 pL FRAP reagensa nakon Cega se promijeSa (Vortexom) i termostatira 5 minuta na
temperaturi od 37 °C. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. U slijepoj probi je prisutno sve

osim uzorka koji je zamijenjen ekstrakcijskim otapalom.

Izrada bazZdarnog pravca:

Izvaze se 0,0501 g Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) da se
dobije 2 mM otopine za izradu bazdarnog pravca. Kvantitativno, odvaga se prenese u
odmijernu tikvicu od 100 mL i napuni 96 %-tnim etanolom do oznake. Pipetiranje alikvota
standardne otopine Troloxa u svaku tikvicu od 10 mL odvija se redom od 0,125; 0,5; 0,625;
1,25; 2,515 mL Sto omogucuje pripremu razrjedenja iz pripremljene otopine Troloxa. Zatim se
u odmijerne tikvice do oznake nadopune 96 %-tnim etanolom. Koncentracije Troloxa u
tikvicama redom iznose: 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 pumol/L. Zatim se u staklene epruvete
redom otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 pyL standardne otopine iz ve¢ pripremljenih
odmijernih tikvica i 2080 pL FRAP reagensa. Slijedi mijeSanje (Vortexom) i termostatiranje na
temperaturi od 37 °C. Apsorbancija se mjeri na 593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka
koji je zamijenjen 96 %-tnim etanolom. Pomocéu programa Microsoft Excel iz izmjerenih
vrijednosti apsorbancije kreira se bazdami pravac pri ¢emu se zabiljezene vrijednosti
apsorbancije na 593 nm nalaze na ordinati, a koncentracije Troloxa (umol/L) na apscisi (slika
9). Pomoc¢u dobivene jednadzbe pravca izraCunava se antioksidacijski kapacitet uzorka
odreden FRAP metodom.
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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, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0013 x X (R?=0,9995) [3]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol/L)
R? — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u mmol TE/100 g kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip odredivanja:

ABTS metoda temelji se na sposobnosti molekula antioksidansa da reduciraju stabilni
kationski radikal 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTSe + ).
Antioksidansi uzrokuju redukciju stabilnog ABTSe + kationa u ABTS, S§to se u reakciji
mafinestira kao obezbojenje plavo-zelene otopine (Pellegrini i sur., 2003). Dobivene vrijednosti
za apsorbanciju uzorka dobivenih ABTS+ metodom preracunavaju se primjenom bazdarnog

pravca te se rezultati izrazavaju kao Trolox ekvivalenti (TE).

Priprema uzorka:

Ekstrakt komine borovnice razrijedi se ekstrakcijskim otapalom prema potrebi.
Postupak odredivanja:

160 pL razrijedenog uzorka pomijeSa se s 2 mL 1 %-tnog ABTS++ te se nakon 1 min mijeri

apsorbancija pri 734 nm. Za slijepu probu umjesto uzorka koristi se 96 %-tni etanol.
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Izrada baZdarnog pravca:.

Za izradu baZdarnog pravca izvaze se 500 mg Troloxa u plasti¢noj ladici, kvantitativho se
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL, a zatim se do vrha napuni 100 %-tnim metanolom kako
bi se dobila standardnu otopinu Troloxa od 0,02 mol/L. Razrjedenja se prave iz standardne
otopine u koncentracijama od 25, 50, 100 i 200 uymol/L pipetiranjem redom 0,125; 0,25; 0,5i 1
mL u odmijerne tikvice koje se zatim nadopune 100 %-tnim metanolom do oznake. U eprivete
se odpipetira 160 uL otopine Troloxa u koju se doda 2 mL 1% ABTSe+, ostavlja se da odstoji
1 min nakon ¢ega se mijeri apsorbancija na 734 nm. Bazdarni pravac se crta iz dobivenih
vrijednosti apsorbancija na nacin da se na apscisu nanesu koncentracije otopina Troloxa, a na
ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 734 nm. Antioksidativni kapacitet uzorka

odreden je pomoc¢u dobivene jednadzbe pravca (slika 10) [3]:

A=734nm
&

]

pmol/L 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne
kiseline (Trolox)

Slika 10. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8
tetrametilkroman-2-karboksilne kiselina (Trolox)
Jednadzba pravca:
Y =-0,002 X + 0,6204 (R%=0,998) [4]
gdje je:
Y — apsorbancija pri 734 nm
X — koncentracija Trolox otopine uM
R2 — koeficijent determinacije

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u umol TE/g uzorka kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.6. Obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statistiCku obradu podataka koristen je programski sustav
Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperiment je dizajniran kao puni faktorijalni dizajn
na dvije odnosno tri razine. Kao nezavisne varijable promatrani su parametri temperature,
vremena ekstrakcije i omjera otapalo:uzorak, dok su zavisne varijable bile prinos fenola,

antocijana i antioksidacijski kapacitet. Dobiveni podaci testirani su na normalnost i

23



homoskedasti¢nost, a podaci koji su udovoljili uvjetima analizirani su pomoc¢u jednosmjerne
analize varijance ANOVA, a viSestruko usporedivanje provedeno je Tukey HSD testom. Podaci
koji nisu udovoljili uvjetima, analizirani su neparametrijskim Kruskal-Wallisovim testom s
viSestrukim usporedbama srednjih rangova. Razina znacajnosti iznosila je p<0,05 s intervalom

pouzdanosti od 95%.
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4. REZULTATII RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj parametra MAE na prinos fenola, antocijana i
antioksidacijski kapacitet ekstrakta komine borovnice. Promjenjivi parametri ekstrakcije bili su
temperatura 40, 60 i 80 °C, vrijeme ekstrakcije 5 10 min, te omjeri otapalo:uzorak 20, 40 i 60
mL/g. U dobivenim ekstraktima spektrofotometrijski je odreden ukupni udio fenola i antocijana
te antioksidacijski kapacitet FRAP i ABTS metodama. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost dvaju mjerenja + standardna devijacija, dok je utjecaj uvjeta ekstrakcije na udio
ukupnih fenola, antocijana i antioksidacijski kapacitet prikazan u tablici 2.

4.2.1. Utjecaj parametara MAE na udio ukupnih fenola

Ukupni fenoli predstavljaju vaznu skupinu bioaktivnih spojeva u komini borovnice, a poznati
Su po svojim snaznim antioksidativnim svojstvima. Kao $to je opisano u ovom istrazivanju
ekstrakcija fenola iz komine borovnice provedena je primjenom tehnike ekstrakcije koja
omogucéava ucinkovito izdvajanje fenolnih spojeva, zadrzavajuéi istovremeno njihovu
stabilnost. Nakon provedenih analiza koncentracija ukupnih fenola u ispitivanim uzorcima
ekstrakta komine borovnice odredena je u rasponu od 28,93 mg GAE/g s.tv. do 75,86 mg
GAE/g s.tv. komine (slika 11) s ukupnom prosjec¢nom vrijednoséu 50,99 mg GAE/g komine
(tablica 2). Najmanja koncentracija ukupnih fenola dobivena je u uzorku 1 pri 40 °C, vremenu
ekstrakcije od 5 min te omjeru otapalo:uzorak 20 mL/g, dok je najveca vrijednost dobivena u

uzorku 18 pri 80 °C, vremenu ekstrakcije 10 min te omjeru otapalo:uzorak 60 mL/g.
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Ukupni fenoli [mg/g s.tv.]
5 8 &8 8 8 3 8

-
[=]

Uzorak
T[*C]
t [min]
omjer
otiuz
[miL/g]

4 5 6

13 14 15

7 8 9 10 11 12 16 17 18
40 60 80
=] 10 o 10 10
20 40 60 20 40 60 20 40 B0 20 40 60 20 60 20 40 60

Slika 11. Udio ukupnih fenola u uzorcima ekstrakta komine borovnice dobivenih primjenom MAE
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Tablica 2. Utjecaj uvjeta ekstrakcije na udio ukupnih fenola, antocijana i antioksidacijski kapacitet

. . Antocijani
- Ukupni fenoli FRAP ABTS
Izvor varijacije N (mg CYN-3-
(mg GAE/g s.tv.) GLU/g s.tv.) (umol TE/g s.tv.) | (umol TE/g s.tv.)
Omijer uzorak:otapalo (g/mL) p<0,01* p<0,01* a p=0,26 a p<0,01*
: . 419+0,11 231,56 + 17,10 .
1:20 12 39,69 + 2,09 b a 286,62 + 16,78
: b 5,29+0,14 285,15 + 28,19 b
1:40 12 54,10 + 4,43 556+ 0 12° 398,99 + 54 08¢ 498,02 + 37,73
1:60 12 59,17 + 4,10° D e 617,95 + 41,91°
Temperatura (°C) p<0,01* p=0,26 p<0,01* p=0,99
40 12 49,81 + 4,917 5,31 £0,26% 179,20 + 23,01% 518,68 + 60,73%
60 12 42,47 +1,96° 4,81 +0,15% 329,28 + 44,02 421,11 + 41,36°
80 12 60,69 + 4,06 4,92 +0,21% 336,54 + 23,64 462,80 + 52,38°
Vri Jems (min) p=0,52 p=0,78 p=0,79 p=0,49
10 18 49,37 + 3,85° 4,98 +0,20% 275,77 £+ 29,32° 446,43 + 44,34°
18 52,60 * 3,23 5,04 £0,14% 287,56 + 32,57° 488,63 + 41,01°
Prosjecna vrijednost 36 50,99 5,12 281,67 467,53

*statistiCcki znaCajan ¢imbenik. Vrijednosti unutar celija oznacene razlicitim slovima su statisticki znac¢ajne kod p<0,05.
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogre$ka.
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Iz rezultata se moZe zakljuéiti da se koncentracija ukupnih fenola statistiCki znacajno
razlikuje (p<0,01) ovisno o omjeru uzorak:otapalo i primijenjenoj temperaturi ekstrakcije, dok
vrijeme ekstrakcije nije imalo statistiCki zna&ajniji utjecaj. Prilikom povecéanja udjela otapala sa
20 mL/g (39,69+2,09 mg GAE/g s.tv. komine) na 40 mL/g (54,10+4,43 mg GAE/g s.tv. komine)
dolazi do povecéanog izdvajanja ukupnih fenola iz uzoraka, dok poveéavanje udjela otapala sa
40 mL/g na 60 mL/g ne pokazuje znacajnije povecanje prinosa ukupnih fenola. Takoder,
prinosi ukupnih fenola su se neznatno povecali uslijed poviSenja temperature sa 40 °C na 60
°C, a pokazalo se da zabiljezeno povecéanje nije bilo statistiCki znacajno. Povecanjem
temperature sa 60 °C (42,47+1,96 mg GAE/g s.tv. komine) na 80 °C (60,69+4,06 mg GAE/g
s.tv. komine) biljezimo statistiCki zna€ajniji porast koncentracije ukupnih fenola u ekstraktima
komine borovnice.

Capaldi i sur. (2024) proveli su eksperimentalno istrazivanje o utjecaju razlicitih
temperatura MAE (80, 100, 125 i 150 °C) na ekstrakciju ukupnih fenola iz komine borovnice i
zaklju€ili da se povecanjem temperature povecava i udio ekstrahiranih ukupnih fenola sa
najvecim prinosom ostvarenim pri 150 °C (13,06 odnosno 12,53 mg GAE/q). Istrazivanje ove
grupe autora u skladu je s nasim istrazivanjem gdje se takoder pokazalo da se pri vi§im
temperaturama ostvaruju vecéi prinosi ukupnih fenola. Navedeno se moZze objasniti Cinjenicom
da povecanjem temperature kod MAE dolazi do generiranja toplinske energije unutar biljnog
materijala, posliedi¢no do brze kinetike ekstrakcije, §to rezultira pucanjem stani¢nih stijenki te
oslobadanjem fenola i u€inkovitijim prijenosom u ekstrakcijsko otapalo. Prethodno spomenuta
grupa autora takoder navodi da se poveéanjem omjera uzorak:otapalo (hpr. s 1:10 na 1:30
mL/g) poveéava ukupni sadrzaj fenola do odredene granice, nakon ¢ega daljnje povecéanje ne
rezultira znacajnim porastom prinosa fenola, Sto je takoder u skladu s naSim istrazivanjem.
Ovo se pripisuje zasi¢enju otapala fenolnim spojevima, gdje dodatno povecéanje otapala ne
utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije. Generalno, koncentracije fenolnih spojeva u ekstraktima
komine borovnice istrazivanih u nasem radu vise su u odnosu na one dobivene u radu Capaldi

i sur. (2024), a §to je posljedica korisStenja razlicitog otapala te razli¢itih parametara MAE.
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4.2.2. Utjecaj parametara MAE na udio antocijana

1 2 3

Antocijani [mg/g s.tv.]

=]

s

L

X}

s

Uzorak
TrCl
t[min]

Omijer
ot/uz
[mL/g]

4 5 6

40

10 11 12
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16 17 18

10

&0

20

Slika 12. Udio antocijana u uzorcima ekstrakta komine borovnice dobivenih primjenom MAE
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Antocijani su jedna od najzastupljenijih skupina bioaktivnih spojeva prisutnih u komini
borovnice, a odgovorni su za intenzivnu plavo-ljubiCastu boju plodova. Pripadaju skupini
flavonoida i poznati su po svojim antioksidativnim svojstvima, koja pomazu u neutraliziranju
slobodnih radikala, ¢ime doprinose smanjenju oksidativhog stresa i rizika od kroni¢nih bolesti
(Kalt i sur., 2001). Nakon provedenih analiza koncentracija antocijana u ispitivanim uzorcima
ekstrakta komine borovnice odredena u rasponu od 3,63 mg CYN-3-GLU/g s.tv. komine do
6,25 mg CYN-3-GLU/ g komine (slika 12) s ukupnom prosje¢nom vrijedno$éu 5,12 mg CYN-
3-GLU/g s.tv. komine (tablica 2). Najmanja koncentracija antocijana dobivena je u uzorku 13
pri 80 °C, vremenu ekstrakcije od 5 min te omjeru otapalo:uzorak 20 mL/g, dok je najveca
vrijednost dobivena u uzorku 3 pri 40 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te omjeru otapalo:uzorak
60 mL/g. Iz rezultata se moze zakljuciti da se koncentracija antocijana statisticki znacajno
razlikuje (p<0,01) ovisno o omjeru uzorak:otapalo, dok vrijeme ekstrakcije i primijenjena
temperatura nisu imali statisti¢ki znacajniji utjecaj. Prilikom povecanja udjela otapala sa 20
mL/g (4,19+0,11 mg CYN-3-GLU/g s.tv. komine) na 40 mL/g (5,29+0,14 mg CYN-3-GLU/g
s.tv. komine) dolazi do poveéanog izdvajanja antocijana iz uzoraka, dok povec¢avanje udjela
otapala sa 40 mL/g na 60 mL/g ne pokazuje znacajnije povecanje prinosa antocijana.

Bamba i sur. (2018) analizirali su koristenje MAE za izolaciju bioaktivnih spojeva iz komine
borovnice prilikom &ega je utvrdeno da povecanje omjera uzorak:otapalo (od 1:10 do 1:40
mL/g) znacajno utjeCe na povecanje prinosa antocijana. Njihovi rezultati su u skladu i sa
istrazivanjem Cuiji¢a i sur. (2016) koji su istrazivali bobice aronije. U njihovom istraZivanju,
omijer uzorak:otapalo varirao je izmedu 1:10 i 1:30 mL/g. UocCeno je da se udio ukupnih fenola
i antocijana stabilizirao izmedu omjera 1:20i 1:30 mL/g. lako je na omjeru 1:30 mL/g zabiljezen
neznatan pad udjela antocijana, taj pad nije bio statisti¢ki zna€ajan. U istrazivanju Wena i sur.
(2015), koje se bavilo ekstrakcijom antocijana iz kupine, analizirani su omjeri uzorak:otapalo u
rasponu od 1:5 do 1:25 mL/g. Rezultati su pokazali da se udio antocijana povec¢avao s veéim
omjerom uzorak:otapalo, dosegnuvsi vrhunac pri omjeru od 1:20 mL/g. Daljnje povecéanje
omjera rezultiralo je tek neznatnim povecanjem koncentracije antocijana, $to ukazuje na
postizanje ekstrakcijskog maksimuma pri tom omjeru. Prethodna istrazivanja sugeriraju da
povecéanje omjera otapalo:uzorak (biljni materijal) nakon odredene tocke ne dovodi nuzno do
daljnjeg povecanja udjela antocijana u uzorku. Naime, iako vec¢i udio otapala moze povecati
difuziju antocijana iz biljnog materijala, preveliki omjer uzorak:otapalo moze dovesti do previse
razrijedenog otapala, $to smanjuje ucinkovitost ekstrakcije. Dakle, nakon optimalnog omjera,
daljnje povecanje koliCine otapala mozZe dovesti do smanjenja koncentracije antocijana u
konacnom ekstraktu, ¢ime se ne postize daljnje poboljSanje ekstrakcije. Visak otapala, bez
povoljnog povecanja sadrzaja fenola i antocijana, takoder treba izbjegavati jer dovodi do
nepotrebne upotrebe otapala i neopravdanog povecanja operativnih troSkova (Wang i sur.,
2018).
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4.2.3. Utjecaj parametara MAE na antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom

Antioksidacijski kapacitet FRAP [ pmol/ g s.tv.]

600
500
400
300
200
100 I
O N
Uzorak 1 2 3 4 5 6 7 8 <] 10 11 12 13 14 15 16 17 18
T[°C] 40 60 80
t[min] 5 10 5 10 5 10
Omjer 20 40 60 20 40 60 20 40 60 20 40 60 20 40 60 20 40 60
ot/uz
[mL/g]

Slika 13. Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u uzorcima ekstrakta komine borovnice dobivenih primjenom MAE

31



FRAP metoda (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) je Siroko koriStena tehnika za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u raznim biljnim uzorcima, ukljuCujuci i ekstrakte
komine borovnice, posebno u kontekstu kvantifikacije bioaktivnih spojeva poput fenola i
flavonoida.

Nakon provedenih analiza antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom u
ispitivanim uzorcima ekstrakta komine borovnice odreden je u rasponu od 105,62 umol TE/g
s.tv. komine do 538,43 pumol TE/g s.tv. komine (slika 13) s ukupnom prosjeénom vrijedno3¢u
281,67 umol TE/g s.tv. komine (tablica 2). Najmaniji antioksidacijski kapacitet dobiven je u
uzorku 6 pri 40 °C, vremenu ekstrakcije od 10 min te omjeru otapalo:uzorak 60 mL/g, dok je
najveca vrijednost dobivena u uzorku 9 pri 60 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te omjeru
otapalo:uzorak 60 mL/g. |z rezultata se moze zakljuditi da se antioksidacijski kapacitet
statistic¢ki znacajno razlikuje (p<0,01) ovisno o promjeni temperature, dok omjer uzorak:otapalo
i vrijeme ekstrakcije nisu imali statistiCki zna€ajniji utjecaj. Prilikom promjene temperature sa
40 °C (179,20+23,01 pumol TE/g s.tv. komine) na 60 °C (329,28+44,02 umol TE/g s.tv. komine)
dolazi do povecanog antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom u komini
borovnice, dok se pri poveéanju temperature sa 60 °C na 80 °C ne pokazuje znacajnije
povecanje antioksidacijskog kapaciteta.

U istrazivanju Ferreire i sur. (2020) o optimizaciji mikrovalovima potpomognute ekstrakcije
(MAE) antocijana iz komine borovnice, istrazivan je utjecaj temperatura u rasponu od 8 do 100
°C. Dobiveni model predvidio je maksimalni prinos antocijana na 100 °C uz vrijeme ekstrakcije
od 5 minuta. Pri tim uvjetima, antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom iznosio je 365
pmol TE/g, sto je u skladu s naSim rezultatima koji pokazuju veci antioksidacijski kapacitet pri
viSim temperaturama. Mikrovalovi ubrzavaju razgradnju stani¢nih struktura i olakSavaju
oslobadanje bioaktivnih spojeva, uklju€ujuéi antioksidanse poput fenola i antocijana. Povisenje
temperature povecava topljivost ovih spojeva u otapalu i ubrzava njihov prijenos iz biljnog
materijala u otapalo, ¢ime se povecava antioksidacijski kapacitet ekstrakta. Antioksidansi
poput antocijana i drugih fenolnih spojeva su osjetljivi na visoke temperature. Nakon sto
temperatura prijede optimalnu granicu, dolazi do njihove razgradnje ili transformacije u manje
aktivne spojeve te posljediéno dolazi stagniranja ili smanjenja ukupnog antioksidacijskog

kapaciteta ekstrakta.
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4.2.4. Utjecaj parametara MAE na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom

Antioksidacijski kapacitet ABTS [pmol /g s.tv.]
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Slika 14. Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom u uzorcima ekstrakta komine borovnice dobivenih primjenom MAE
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ABTS metoda (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) je pouzdana i Siroko koriStena
za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta, osobito u istrazivanjima ekstrakata bogatih
polifenolima, ukljucujuci flavonoide i antocijane, poput komine borovnice.

Nakon provedenih analiza antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom u
ispitivanim uzorcima ekstrakta komine borovnice odreden u rasponu od 203,72 umol TE/g s.tv.
komine do 851,39 umol TE/g s.tv. komine (slika 14) s ukupnom prosje¢nom vrijedno$¢u 467,53
pmol TE/g s.tv. komine (tablica 2). Najmanji antioksidacijski kapacitet dobiven je u uzorku 7
pri 60 °C, vremenu ekstrakcije od 5 min te omjeru otapalo:uzorak 20 mL/g, dok je najveca
vrijednost dobivena u uzorku 3 pri 40 °C, vremenu ekstrakcije 5 min te omjeru otapalo:uzorak
60 mL/g. 1z rezultata se moze zakljuCiti da se antioksidacijski kapacitet statisti¢ki znacajno
razlikuje (p<0,01) ovisno o omjeru uzorak:otapalo, dok vrijeme ekstrakcije i primijenjena
temperatura nisu imali statistiCki znacajniji utjecaj. Prilikom povecanja udjela otapala sa 20
mL/g (286,62+16,78 umol TE/g s.tv. komine) na 30 mL/g (498,02+37,73 pumol TE/g s.tv.
komine) te na 40 mL/g (617,95+41,91 pumol TE/g s.tv. komine) dolazi do povecanog
antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom u komini borovnice.

Capaldi i sur. (2024) proveli su eksperimentalno istrazivanje o antioksidativnoj aktivnosti
komine borovnice odredenom ABTS metodom i dobili vrijednost od 1633 umol TE/g ekstrakta.
Razlog za dobivene viSe vrijednosti u navedenom istrazivanju moze se pretpostaviti u
koristenju drugog tipa otapala i primjeni viSih temperatura u usporedbi s nasim istrazivanjem,
a Sto bi moglo znacajno utjecati na uc€inkovitost ekstrakcije ciljnih spojeva. Isti rad navodi i da
se povecanjem omjera uzorak:otapalo (npr. s 1:10 na 1:30 mL/g) povecéava antioksidacijski
kapacitet, $to je u skladu s naSim istrazivanjem. U istrazivanju Jara-Palacios i sur. (2019)
izmjerena antioksidativna aktivnost odredena ABTS metodom u komini borovnice iznosila je
269.8+3.5 ymol TE/g s.tv. §to je nize od naSe dobivene vrijednosti. Razlog tomu moze biti

druga metoda i uvjeti ekstrakcije te koristenje razlicitog otapala.
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5.

ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima ucinkovita je tehnika izolacije fenola i
antocijana iz komine borovnice kojom je dobivena prosje¢na koncentracija ukupnih
fenola u ekstraktu komine borovnice 50,99 mg GAE/g s.tv., te prosje¢na koncentracija
antocijana 5,12 mg CYN-3-GLU/g s.tv.

Oc¢ekivano zbog visokog udjela fenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet odreden
primjenom obiju metoda bio je visok te je prosjec¢ni antioksidacijski kapacitet odreden
FRAP metodom iznosio 281,67 uymol TE/g s.tv., a ABTS metodom iznosio je 467,53
pumol TE/g s.tv.

Najbolji omjer uzorka i otapala za ekstrakciju ukupnih fenola i antocijana bio je 1:40, pri
¢emu su postignute vrijednosti od 54,10 £ 4,43 mg GAE/g s.tv. za fenole i 5,29 £ 0,12
mg CYN-3-GLU/g s.tv. za antocijane. Za antioksidacijski kapacitet mjeren ABTS
metodom, najbolji rezultat zabiljeZzen je pri omjeru 1:60, s vrijedno$¢éu od 617,95 +
41,91 pumol TE/g s.tv., dok omjer uzorka i otapala nije znacajnije utjecao na rezultate
FRAP metode (p=0,26). ZakljuCujemo da kod omjera uzorka i otapala 1:40 proces
ekstrakcije dostize dinamiCku ravnotezu, pri ¢emu je vecina dostupnih fenola
ekstrahirana, a daljnje poveéanje volumena otapala ne rezultira znacajnim porastom
koncentracije ekstrahiranih spojeva, $to ukazuje na zasicenje sustava.

Najbolja temperatura za ekstrakciju ukupnih fenola je 80 °C, pri ¢emu je postignuta
koncentracija od 42,47 + 1,96 mg GAE/g s.tv. Za antioksidacijski kapacitet odreden
FRAP metodom, najbolji rezultat zabiljezen je pri 60 °C, s vrijednoSc¢u od 329,28 +
44,02 umol TE/g s.tv.. Temperatura nije znacajno utjecala na ekstrakciju antocijana niti
na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom. Na temelju rezultata
zakljuéujemo da je optimalna temperatura za ekstrakciju ukupnih fenola i ostalih
bioaktivnih spojeva 80 °C, jer omogucava ucinkovitu ekstrakciju uz minimiziranje rizika

degradacije.

. Vrijeme trajanja ekstrakcije od 5 min pokazalo se dovoljno efikasnim za vecinu

analiziranih parametara, uklju€uju¢i ukupne fenole, antocijane i antioksidacijski
kapacitet, Cime se proces ekstrakcije moze skratiti bez gubitka kvalitete ekstrakta.

Optimalni uvijeti pri kojima su postignute najvece vrijednosti udjela fenola, antocijana i
antioksidacijskog kapaciteta su pri omjeru uzorak:otapalo 1:40 g/mL, temperaturi 80 °C

i vremenu ekstrakcije 5 min.
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