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1. UVOD 

Mirta, tršlja i lovor biljke su koje prirodno rastu na mediteranskom području. Primjenjuju se u 

prehrambenoj industriji kao začin, u proizvodnji alkoholnih pića itd., u medicinske svrhe kod 

liječenja raznih stanja i bolesti, a mirta i u kozmetičke svrhe u proizvodnji parfema. 

Navedene biljke bogate su bioaktivnim spojevima čija aktivnost značajno doprinosi terapijskim 

svojstvima ovih biljaka pa se tako one mogu koristiti kod tretiranja astme, ekcema, zacjeljivanja 

rana, loše probave itd., kao i preventivno protiv bolesti koje su povezane s djelovanjem slo-

bodnih radikala. Fenolni spojevi (fenolne kiseline, flavonoidi, tanini) zajedno s eteričnim uljima 

imaju značajno antimikrobno (antibakterijsko, antiviralno i antifungalno) i antioksidativno dje-

lovanje. 

Antioksidansi su sastojci koji su sposobni usporiti ili u potpunosti zaustaviti autooksidaciju zbog 

njihove sposobnosti stupanja u interakcije sa slobodnim radikalima pri čemu zaustavljaju 

lančanu reakciju oksidacije (Režek Jambrak i Drmić, 2010). U zadnje vrijeme sve se više nastoji 

sintetske antioksidanse zamijeniti onima iz prirode. Zbog sumnji u potencijalnu toksičnost i kan-

cerogenost nekih sintetskih antioksidansa (npr. butiliranog hidroksianisola (BHA) i butiliranog 

hidroksitoluena (BHT)) sve više raste interes znanstvenika za izolacijom antioksidansa iz pri-

rodnih izvora (Moure i sur., 2001). 

Metode izolacije bioaktivnih spojeva mogu se podijeliti na konvencionalne i nekonvencionalne 

tehnike. Nekonvencionalne tehnike u zadnje vrijeme postaju sve popularnije zbog brojnih pre-

dnosti kao što su skraćeno vrijeme ekstrakcije, bolja kvaliteta ekstrakta, smanjeno onečišćenje 

okoliša i sl. Odabir ekstrakcijskog otapala, metode i parametara ekstrakcije značajno utječe na 

sastav ekstrakta, a samim time i na antioksidacijsku aktivnost ekstrakta jer je brojnim istraživan-

jima utvrđeno da veći udio fenolnih spojeva ukazuje na veću antioksidacijsku aktivnosti. 

Cilj ovog rada bio je napraviti pregled fenolnog sastava mirte, tršlje i lovora. Za svaku biljku 

navedena je koncentracija ukupnih fenolnih spojeva te najzastupljeniji sastojci i njihove 

koncentracije. Osim toga, cilj rada bio je napraviti pregled korištenih metoda ekstrakcije u 

kojemu su navedeni parametri ekstrakcije te koncentracije izoliranih sastojaka dobivene 

primjenom klasičnih i nekonvencionalnih tehnika ekstrakcije. 
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. Lovor 

Lovor ili lovorika (Laurus nobilis L.) je biljka koja pripada porodici lovora (Lauraceae). Raste u 

obliku vazdazelenog grma ili niskog stabla, pojedinačno ili u skupinama (najčeće u listopadnoj 

šumi, a u makiji rjeđe). Vazdazeleni, kožasti list nalazi se na kratkoj peteljci te je eliptičnog i 

zašiljenog oblika. Žućkasto-bijeli cvjetovi razvijaju se u obliku čuperaka u pazušcima listova pri 

čemu se prašnički i tučkovi cvjetovi razvijaju na različitim stablima (Slika 1). Lovor cvate u 

proljeće od ožujka do svibnja, a plodovi sazrijevaju u kasnu jesen (Kuštrak, 2005). Bobice lovora 

su jednosjemeni, jajoliki plodovi tamnoljubičastog, tankog i naboranog perikarpa. 

Rascjepljivanjem perikarpa izdvaja se koštica čija je sjemena ovojnica vezana uz unutarnju 

površinu perikarpa (Petkova i sur., 2019). Prirodno stanište lovora je u Maloj Aziji, a kasnije se 

raširio po zemljama u okolici Sredozemnog mora. U Hrvatskoj je lovor najviše rasprostranjen u 

Istri, Hrvatskom Primorju i Dalmaciji. Raste u priobalju i na otocima (Kuštrak, 2005). 

U starom vijeku lovor su smatrali svetim stablom, a stari Grci posvetili su ga bogu Apolonu i 

sadili ga uz njegove hramove. Listovi i plodovi lovora rabe se od davnine kao začin u mnogim 

jelima od mesa i ribe, juhama i spremanju zimnice, može se koristiti kao lijek za bolove u želucu, 

nadimanje, lošu probavu te za dobivanje eteričnog ulja (Kuštrak, 2005). 

 

Slika 1. Laurus nobilis (Anonymus 1, 2020) 

2.1.1. Kemijski sastav lovora 

Lovorov list sadrži 0,8-3% eteričnog ulja, a u sušenim bobicama prisutno je 0,6-10% ulja pri 

čemu razlike u udjelima ovise o načinu uzgoja te skladištenju biljnog materijala. Uz eterična 
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ulja, u kemijski sastav bobica ulaze i masna ulja (Kaurinovic i Vastag, 2019). Općenito, 

najzastupljenije kemijske sastavnice lovora su fenolni spojevi i eterično ulje. 

Prema velikom broju istraživanja 1,8-cineol glavna je sastavnica eteričnog ulja lovorova lista 

(do 70%), zatim slijedi eugenol, acetileugenol, metil eugenol, α- and β-pinen, felsenren, linalol, 

geraniol i terpineol (Kaurinovic i Vastag, 2019). Seskviterpeni, najraznolikiji metaboliti lovorovog 

lista, pokazuju značajne farmakološke učinke, uključujući antimikrobne (Fraga, 2003) i 

imunomodulatorne (Park i sur., 1996). Ukupno je izolirano 22 seskviterpena, uključujući 10 

seskviterpenskih laktona i metil estera. Većina tih sastojaka pokazala je umjereno do značajno 

citotoksično djelovanje protiv K562 stanica leukemije (Julianti i sur, 2012). Enantiomeri α-

pinena, α-pinen, limonen i linalol imaju snažan antimikrobni učinak (Magiatis i sur., 1999; 

Filipowich i sur., 2003; Koji i sur., 2004; Derwich i sur., 2009). 

Najzastupljeniji sastojci eteričnog ulja lovora lista s područja Maroka su 1,8-cineol (52,43%), 

zatim α-terpinil acetat (8,96%), sabinen (6,13%), limonen (5,25%), α-pinen (3,72%) i β-pinen 

(3,14%). Sličan sastav eteričnog ulja lovora određen je u uzorcima i na drugim geografskim 

područjima (Derwich i sur., 2009). 

Petkova i sur. (2019) istraživali su kemijski sastav plodova lovora podrijetlom iz Grčke i Gruzije. 

Kao glavni sastojci eteričnog ulja podrijetlom iz Grčke određeni su: 1,8-cineol (18,2%), α-

felandren (15,0%), β-pinen (9,4%), α-pinen (9,1%), α-terpinil acetat (7,9%), sabinen (6,3%), 

kampen (4,2%), germakren D (3,7%) i β-kariofilen (3,0%). Kao glavni sastojci eteričnog ulja 

lovora podrijetlom iz Gruzije određeni su: trans-β-ocimen (59,4%), 1,8-cineol (7,6%), β-

kariofilen (4,5%), kariofilen oksid (4,0%), β-elemen (4,0%) i cis-β-ocimen (3,4%). 

2.1.2. Fenolni spojevi lovora 

Sadržaj fenolnih spojeva lovora značajno varira ovisno o dijelu i podrijetlu biljke, vremenu berbe 

kao i primjenjenom ekstrakcijskom otapalu i samoj metodi izolacije. 

Prema Kaurinovic i Vastag (2019) udio ukupnih fenolnih sastojaka ekstrakata lovorova lista 

najmanji je u etanolnom ekstraktu (2,41 mg GAE/g suhe tvari), a najviši u ekstraktu etil-acetata 

(4,53 mg GAE/g suhe tvari). Značajan udio fenolnih spojeva također je zamjećen u ektraktu n-

butanola (3,96 mg GAE/g suhe tvari). Najviši udio ukupnih flavonoida određen je u ekstraktu 

etil-acetata (1,56 mg GAE/g) i n-butanolnom ekstraktu (1,07 mg GAE/g), nešto manji u CHCl3 

ekstraktu te najmanji u ekstraktu etanola i vodenom ekstraktu. 
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Papageorgiou i sur. (2007) istraživali su uzorke lovorova lista prikupljene u ožujku, svibnju, 

kolovozu i rujnu 2007. i došli su do zaključka da fenolni sastav značajno ovisi o fazi razvoja 

biljnog materijala. Ukupni udio fenolnih spojeva najviši je tijekom faze dozrijevanja plodova 

(80,30 mg GAE/g suhog biljnog materijala), a najniži na kraju faze dozrijevanja plodova (22,90 

mg GAE/g). Rezultati se značajno razlikuju od perioda kad je lovor u punom cvatu (51,30 mg 

GAE/g) i pupanja (42,60 mg GAE/g). 

Prema Kaurinovic i Vastag (2019) glavni flavonoidi lovorova lista su derivati kvercetina i 

kaempferola. Metodom tekućinske kromatografije (LC-MS) kao glavni spojevi skupine flavonoida 

utvrđeni su kaempferol-3-O-glukozid (56,15 µg/g suhog materijala), kvercetin (21,62 µg/g) i 

rutin (17,44 µg/g). Određen je i visok sadržaj fenolnih kiselina i to kafeinske (16,18 µg/g), 

klorogenske (13,11 µg/g) i p-hidroksibenzojeve kiseline (38,46 µg/g). Ostatak fenolnih kiselina 

nije utvrđen (Kaurinovic i Vastag, 2019). 

Prema Dias i sur. (2014a) fenolni spojevi određeni u lovorovu listu pripadaju grupama flavan-

3-ola, flavonola i flavona te su uspoređeni udjeli fenolnih komponenti u listu kultiviranog i divljeg 

lovora te u metanolnom i vodenom ekstraktu. Ista grupa znanstvenika dokazala je da je u 

kultiviranim uzorcima veća koncentracija flavonoida i flavona dok metanolni ekstrakti sadrže 

veću koncentraciju flavan-3-ola (Dias i sur., 2014b). 

U plodovima lovora Petkova i sur. (2019) su utvrdili 12 fenolnih kiselina. Istraživanjem je također 

utvrđen visok udio flavonoida (miricetin, kvercetin, kaempferol). Najzastupljenija fenolna 

kiselina u plodovima grčkih lovora bila je p-kumarinska kiselina (261,60 µg/g u slobodnom 

obliku) i vanilinska kiselina (253,00 µg/g u slobodnom obliku i 925,80 µg/g u konjugiranom 

obliku). U plodovima lovora podrijetlom iz Gruzije najzastupljenije fenolne kiseline su vanilinska 

(105,60 µg/g u slobodnom obliku), kafeinska kiselina (439,20 µg/g) i siringinska kiselina (390,70 

µg/g). Najveće razlike u sastavu fenolnih kiselina plodova s navedenih lokacija vidljive su u 

udjelima p-kumarinske i vanilinske kiseline (u slobodnom obliku) i vanilinske i sinapinske kiseline 

(u konjugiranom obliku).  

2.1.3. Antioksidacijska aktivnost lovora 

Brojna istraživanja su potvrdila da fenolni spojevi lovora pokazuju značajnu antioksidativnu i 

antiradikalnu aktivnost djelujući inhibitorno na proizvodnju NO radikala, natrij-kalij adenozin 
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trifosfatazu i tumorskih staničnih linija (HeLA, MCF7, NCI-H460 i HCT15) (Konovalov i Alieva, 

2019). 

Prema Kaurinovic i Vastag (2019) određena je antioksidacijska aktivnost u ekstraktima 

lovorovog lista pri čemu je ekstrakcija provođena u različitim otapalima te su promatrane IC50 

vrijednosti ekstrakata (koncentracija koja uzrokuje 50-postotnu inhibiciju danoga parametra 

(Pravilnik o postojećim tvarima, 2008)), tj. inhibitorni utjecaj na određene radikale. Dobiveni 

rezultati ukazuju na značajnu sposobnost flavonoida u djelovanju protiv DPPH radikala i vrlo 

veliku povezanost između ukupnih fenolnih spojeva i sposobnosti etil-acetatnog ekstrakta da 

neutralizira DPPH radikale (IC50 = 83,24 µg/mL). Etil-acetat pokazao se i kao najbolje otapalo 

za neutralizaciju O2
.- radikala (IC50=163,57 µg/mL), NO radikala (158,63 µg/mL) i OH radikala 

(121,84 µg/mL). Osim fenolnih spojeva, i druge komponente lovora imaju antiradikalno i 

antioksidativno djelovanje, kao što su terpenoidi i seskviterpeni. 

Conforti i sur. (2006) utvrdili su da lišće divljeg lovora ima veću antioksidacijsku aktivnost u 

odnosu na kultivirani lovor pri čemu IC50 za kultivirani lovor iznosi 378,00 µg/mL, a za divlji 

115,00 µg/mL. 

Dall’Acqua i sur. (2009) istraživali su antioksidacijsku aktivnost infuzije lovorovog lista in vitro 

metodama po Briggs-Rauscher (BR) i Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC). Obje 

metode su potvrdile da su izolirani derivati kvercetina i katehina aktivnije komponente u odnosu 

na kaempferol. Ti podaci potvrđuju da kateholna grupa u derivatima flavonoida poboljšava 

antioksidacijski kapacitet što je u skladu s prethodnim istraživanjima (Pietta, 2000). 

2.2. Mirta 

Mirta (Myrtus communis L.) je endemska biljna vrsta porodice mirta (Myrtaceae) specifična za 

Mediteransko područje. Prirodno raste u području južne Europe, sjeverne Afrike i zapadne Azije. 

Mirta je zimzelena biljka i njene grančice gusto su prekrivene kožastim listovima, dugim 3-5 cm 

(Slika 2) i izrazito bogatim taninima, flavonoidima i hlapljivim uljima (Baytop, 1999). Izrazito je 

aromatična zbog visokog udjela esencijalnih ulja u listovima, cvjetovima i bobicama. Cvjetovi su 

srcolikog oblika, bijele ili roze boje (Mahmoud i sur., 2010). 

Već dugi niz godina koristi se zbog izrazito značajnih prehrambenih i ljekovitih svojstva. Tako 

se lišće, bobice, cvjetovi i grančice mirte mogu koristiti za razne prehrambene (začini, alkoholna 

pića), kozmetičke (parfemi) i terapijske svrhe (liječenje astme, psorijaze, proširenih vena, 
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urinarnih infekcija, zacjeljivanje rana itd.) (Messaoud i sur., 2012; Gortzi i sur., 2008; Chalchat 

i sur., 1998; Clark, 1996; Baytop, 1999; Elfellah i sur., 1984; Serce i sur.; 2010; Ziyyat i sur., 

1997; Le Floch, 1983). 

 

Slika 2. Myrtus communis (Anonymous 2, 2020) 

2.2.1. Kemijski sastav mirte 

Glavni sekundarni metaboliti mirte su polifenoli i esencijalna ulja. Brojna istraživanja potvrdila 

su prisutnost spefičnih kemijskih spojeva u određenim dijelovima biljke. Lišće i cvijeće sadže 

esenecijalna ulja, fenolne kiseline, flavonoide i tanine (Messaod i sur, 2005; Aidi Wannes i sur., 

2010), pri čemu su glavni sastojci suhog lišća 1,8-cineol (13,5-19,6%), linalol (7,7-15,8%), 

linalil acetat (2,5-6%), terpineol i terpinolen (Chryssavgy i sur, 2008). Bobice sadržavaju tanine, 

antocijanine (0,2-54%), masne i organske kiseline (9-52%), a njihov udio ovisi o otapalu 

korištenom tijekom ekstrakcije, periodu dozrijevanja te dijelu biljke (Martin i sur., 1990; 

Tuberoso i sur., 2010, Messaoud i sur., 2012). Generalno, najčešći spojevi prisutni u lišću, 

cvjetovima i stabljici mirte su α-pinen (10-60%) i 1,8-cineol (12-34%) (Aidi Wannes i sur., 

2010). 

Kemijske sastavnice mirte pokazuju značajna antimikrobna (antibakterijska, antiviralna i 

antifungalna) svojstva. Primjerice, 1,8-cineol, linalol, eugenol, α-terpineol i γ-terpinen, kao i 

komponente mirtinog eteričnog ulja imaju dobar bakteriocidni učinak na neke Gram pozitivne i 

Gram negativne bakterije (Oyedemi i sur., 2009; Randrianarivelo i sur., 2009). Zanetti i sur. 

(2010) dokazali su da pojedine komponente kao što su limonen, 1,8-cineol i α-pinen pokazuju 

značajnu aktivnost protiv sojeva M. tuberculosis. Određene komponente djeluju i protiv sojeva 

bakterije S. aureus (Appendino i sur., 2002).  
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Kompleksnost sastava ekstrakata i eteričnog ulja pretspostavlja različite mehanizme djelovanja 

pa je zbog toga teško odrediti jedan univerzalni mehanizam. Pretpostavlja se da svaka od 

komponenti ima svoj vlastiti mehanizam djelovanja, ili s druge strane, da određene komponente 

djeluju sinergistički (Djilani i Dicko, 2012). 

2.2.2. Fenolni spojevi mirte 

Polifenolni sastojci mirte mogu se podijeliti u tri glavne grupe: fenolne kiseline, tanini i 

flavonoidi. Fenolne kiseline u sastavu mirte su galna, elaginska, kafeinska, vanilinska, siringinska 

i ferulinska kiselina. Tanini uključuju hidrolizirane tanine (galotanini) i proantocijanidine 

(kondenzirani tanini). Identificirani flavonoidi su miricetin, kvercetin, katehin i njihovi derivati 

(Aleksic i Knezevic, 2014). 

Fenolni sastav ekstrakata može značajno varirati, ovisno o dijelu biljke uzetom za ekstrakciju. 

Aidi Wannes i sur. (2010) potvrdili su da sadržaj ukupnih fenola, tanina, flavonoida i 

proantocijanidina varira u različitim dijelovima biljke. Amensour i sur. (2009) dokazali su da list 

sadrži puno veći udio ukupnih fenolnih sastojaka u odnosu na ekstrakte bobica. Listovi i cvjetovi 

bogati su ukupnim taninima, dok je stabljika umjereno bogata flavonoidima (katehin) i relativno 

siromašna taninima. Flavanoli i flavonoli u mirti su prisutni u relativno velikim količinama, s 

iznimkom derivata kvercetina i fenolnih kiselina, koje su nađene tek u malim količinama (Aidi 

Wannes i sur., 2010; Romani i sur., 1999; 2004).  

Prema Nassar i sur. (2010) sadržaj ukupnih fenolnih spojeva u alkoholnom ekstraktu iznosio je 

472,47±3,73 mg GAE/ g biljnog materijala, u kloroformnom 346,89±7,56 mg GAE/ g te 

714,33±4,69 mg GAE/ g u etil-acetatnom ekstraktu lista mirte. Sadržaj ukupnih flavonoida u 

alkoholnom ekstraktu iznosio je 281,15±21,88 mg RE/ g, u kloroformnom 44,78±8,98 mg RE/g 

i u etil-acetatnom ekstraktu 153,62±13,27 mg RE/ g. Yoshimura i sur. (2008) identificirali su 10 

fenolnih sastojska iz lista mirte uključujući četiri hidrolizirana tanina (oenotein B, eugeniflorin 

D2, telimagrandin I i II), četiri flavanola (miricetin 3-O-β-d-ksilozid, miricetin 3-O-β-d galaktozid, 

miricetin 3-O-β-d-galaktozid 6-O-galat i miricetin 3-O-α-l-ramnozid) i dvije fenolne kiseline 

(galna kiselina i 3,5-di-O-galoil kina kiselina). 

Corredu i sur. (2019) određivali su fenolni sastav bobica mirte (kao nusproizvoda proizvodnje 

likera) u alkoholno-vodenom ekstraktu. Fenolni sastav određivali su u sjemenkama, perikarpu i 

ocijeđenim bobicama. Sadržaj ukupnih polifenola najveći je u sjemenkama (566,00 mg/ 100 g 
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biljnog materijala). Elaginska kiselina najznačajnija je komponenta u uzorcima sjemenki (345,00 

mg/100 g), zatim u ocijeđenimm bobicama (281,00 mg/100 g) te u perikarpu (244,00 mg/100 

g). Ostale značajnije fenolne kiselline su galna (63,00 -123,00 mg/100 g) i kina kiselina (77,00-

121,00 mg/100 g). Od flavonoida, najzastupljeniji su kvercetin u koncentraciji 21,00 mg/100 g, 

kvercetin-3-O-ramnozid u koncentraciji 24,00 mg/100 g (izmjerene vrijednosti dobivene su u 

sjemenkama) i izohamnetin koji je zastupljen u koncentracijama 8,00 - 15,00 mg/100 g. 

Miricetin-3-O-galaktozid najzastupljeniji je u perikarpu (10,00 mg/100 g). Antocijani nisu 

utvrđeni niti u jednom od uzoraka. 

Prema Tuberoso i sur. (2010) na kemijski sastav ekstrakta značajno utječe ekstrakcijsko otapalo 

korišteno tijekom pripreme ekstrakata. Tuberoso i sur. (2010) dokazali su da etanolni i vodeni 

ekstrakti pokazuju veći udio ekstrahiranih komponenti u usporedbi s ekstraktima etil-acetata, 

pri čemu najveći udio fenolnih sastojaka sadrži etanolni ekstrakt. Najveća antioksidativna i 

antiradikalska aktivnost zamijećena u etanolnom ekstraktu i ekstraktu etil acetata. Njihovi 

rezultati upućuju na to da postoji velika povezanost između udjela ukupnih fenola i 

antioksidativne aktivnosti u ekstraktima lista mirte. 

2.2.3. Antioksidacijska aktivnost mirte 

Antioksidacijska aktivnost mirte prvenstveno potječe od antocijana, flavonoida i fenolnih 

kiselina. (Aleksic i Knezevic, 2014). Antioksidacijska aktivnost fenolnih sastojaka pripisuje se 

njihovim redukcijskim svojstvima, koja im omogućavaju da djeluju kao reducirajući agensi, 

donori vodika, metal kelati, a djeluju i na singletni kisik (Rice-Evans i sur., 1995). 

Mnoga in vitro istraživanja utvrdila su da fenolni spojevi kao što su fenolne kiseline i flavonoidi 

pokazuju antioksidativnu aktivnost, a ta aktivnost ovisi o broju i položaju fenolnih hidroksilnih 

skupina u aromatskom prstenu (Duthie i Crosier, 2000). Oligomerni proantocijanidini imaju 

sposobnost hvatanja lipidnih peroksida i slobodnih radikala, kao i nekompetitivnog inhibitora 

ksantin oksidaze koja je glavni proizvođač slobodnih radikala (Fine, 2000; Okuda, 2000). Različiti 

poznati antioksidansi kao što su flavonoidin tanini i α-tokoferol izolirani su iz mirtinih ekstrakata. 

Mirta također pokazuje značajnu biološku aktivnost tanina, uključujući antitumorsku i 

antioksidativnu (Romani i sur., 2004). Općenito gledano, monofenoli su manje učinkoviti od 

polifenola, a fenolni aglikoni imaju veću antioksidacijsku aktivnost od njihovih pripadajućih 

glikozida (Duthie i Crosier, 2000).  
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List nije namjenjen za direktnu upotrebu zbog njegove izrazite gorčine koju stvaraju terpeni. 

Bobice se, s druge strane, koriste u proizvodnji likera, džemova i drugih prehrambenih proizvoda 

(Aleksic i Knezevic, 2014). Tuberoso i sur. (2007) došli su do zaključka kako je antioksidacijska 

aktivnost sastojaka bobica u značajnoj vezi s ukupnim fenolima, iako oni nisu istraživali doprinos 

svakog pojedinačnog sastojka.  

2.3. Tršlja 

Tršlja (Pistacia lentiscus L.) je mediteranska biljka snažne i karaksteristične arome iz porodice 

vonjača (Anacardiaceae). U Hrvatskoj raste u priobalnom području Istre, Kvarnera i Dalmacije. 

Raste u obliku zimzelenog grma ili niskog stabla, njena kora u mladosti je zelenosiva i glatka, a 

s vremenom postaje tamnija, a njena tekstura grublja. Listovi su jajoliki i kožasti, tamnozeleni 

na licu, a naličje im je svjetlozeleno i specifičnog su mirisa. Tršlja cvate u razdoblju od ožujka 

do svibnja te tvori male cvjetove, građene od jednostavnog ocvijećja kojeg čini nekoliko 

tamnocrvenih listića. Plodovi su jednosjemeni i crvene su boje (Slika 3), a kada dozriju potamne 

i njihova boja se mijenja u crnu (Anonymous 4, 2020). 

Mnogi dijelovi biljke koristili su se još u tradicionalnoj medicini kao stimulans i diuretik te za 

tretiranje hipertenzije, kašlja, upale grla, ekcema, bolova u trbuhu i bubrežnih kamenaca. Sirovi 

ili prženi plodovi bogati eteričnim uljem koristili su se kod liječenja psorijaze i ulkusa 

(Benhammou i sur., 2008). Zbog značajnog terapijskog učinka određeni dijelovi tršlje korišteni 

su i u prehrambenoj industriji. Primjerice, eterično ulje koristilo se kao aroma u alkoholnim 

pićima i žvakačim gumama. Antocijanini izolirani iz plodova koristili su se kao bojila za hranu 

(Zrira i sur., 2003). 

 

Slika 3. Pistacia lentiscus (Anonymous 3, 2020) 
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2.3.1. Kemijski sastav tršlje 

Rezultati kvantitativne analize kemijskog sastava tršlje utvrdili su prisutnost antocijana, 

leukoantocijana, tanina, flavonoida i terpenoida, a testovi na alkaloide i steroide su negativni. 

Najznačajnije sastavnice eteričnog ulja su terpinen-4-ol (11,49%), germakren D (8,64%), alfa-

pinen (5,97%), sabinen (5,19%), kariofilen (5,10%) i delta-kadinen (4,86%) (Mohamed i sur., 

2018). Bouyahya i sur. (2019) proveli su istraživanje u kojem su identificirali 22 sastojka u 

eteričnom ulju tršlje. Glavne komponente eteričnog ulja lista su mircen (33,46%) i α-pinen 

(19,20%), a plodova α-pinen (20,46%) i limonen (18,26%). 

Benhammou i sur. (2018) utvrdili su da eterično ulje tršlje ima dobra nutritivna svojstva zbog 

sadržaja nezasićenih masnih kiselina (70%) i zasićenih masnih kiselina (30%). Ulje je bogato 

oleinskom kiselinom (C18:1) i linolnom kiselinom (C18:2) koja je ecencijalna masna kiselina 

značajna za ljudsko zdravlje (Mohand i sur., 2020).  

2.3.2. Fenolni spojevi tršlje 

Prema Zitouni i sur. (2016) najviše ukupnih fenola prisutno u listu tršlje (216,29±20,62 mg 

GAE/g). U stabljici je prisutno 121,40±3,35 mg GAE/g, a u bobicama (103,34±2,32 mg GAE/g). 

Botsaris i sur. (2015) ekstrahirali su fenolne spojeve iz bobica i lišća tršlja u različitim otapalima 

(butanol, aceton, metanol i voda). Rezultati su pokazali značajan udio flavonola pri čemu je 

njihov udio u plodovima iznosio od 8,00±0,10 do 33,10±1,10 mg RE/g ekstrakta, a u lišću od 

20,10±1,10 do 34,60±1,30 mg RE/g ekstrakta. Prisutan je i visok udio derivata hidroksicimetnih 

kiselina, pri čemu je njihov udio u plodovima iznosio od 5,40±0,20 do 22,20±0,80 mg CAE/g 

(ekvivalent kafeinske kiseline), a u lišću od 8,40±0,30 do 16,50±0,70 mg CAE/g. Prethodnim 

istraživanjima utvrđeno je da je lišće tršlje bogato fenolnim spojevima kao što su tanini i 

glukogalin (glukozid galne kiseline). Uspoređivanjem fenolnog sastava ekstrakata utvrđeno je 

da je metanolni ekstrakt najbogatiji fenolnim spojevima. 

Prema rezultatima istraživanja Martić i Oguić (2018) od 11 fenolnih kiselina prisutnih u bobicama 

tršlje najzastupljenija je galna kiselina (59,25 mg/100 g uzorka). Iz skupine flavanola 

identificirani su procijanidin B1 (20,70 mg/100 g), procijanidin B2 (11,95 mg/100 g), katehin 

(18,55 mg/100 g), epigalokatehin galat (1,75 mg/100 g), epikatehin (18,30 mg/100 g) i 

epikatehin galat. Iz skupine flavona identificiran je luteolin u visokoj koncentraciji (1,55 mg/100 

g) i apigenin (0,15 mg/100 g) čija je koncentracija najniža od svih fenolnih spojeva. 
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Najzastupljeniji spoj iz skupine flavonola, a ujedno i najzastupljeniji fenolni spoj u ekstraktima 

bobica je miricetin glukuronid (251,45 mg/100 g uzorka). Identificirani su i miricetin (14,65 

mg/100 g), kvercetin-3-glukozid (56,60 mg/100 g) i kamferol-3-rutinozid (1,35 mg/100 g). 

Brojna istraživanja potvrđuju sličan fenolni profil i u listovima tršlje s iznimkom koncentracije 

galne kiseline koja je gotovo 10 puta veća u listovima nego u bobicama tršlje (Mehenni i sur., 

2016). 

2.3.3. Antioksidacijska aktivnost tršlje 

Chryssavgi i sur. (2008) ispitali su antioksidacijsku aktivnost tršlje uz pomoć DPPH metode. 

Metanolni ekstrakti pokazali su dobru sposobnost hvatanja slobodnih radikala. IC50 vrijednost 

iznosi između 5,09 i 11,00 mg/L. IC50 vrijednost značajno ovisi o razdoblju berbe, a najmanja 

IC50 (najveća antioksidacijska aktivnost) 5,09 mg/mL izmjerena je kod tršlje koja je ubrana 

tijekom svibnja. Chryssavgi i sur. (2008) proveli su istraživanje i na mirti te su izmjerili IC50 

vrijednosti između 9,54 i 17,10 mg/mL. 

Sposobnost ekstrakata listova za hvatanje slobodnih radikala može se objasniti prisustvom 

bioaktivnih sastojaka kao što su fenolne kiseline (primjerice galna kiselina) i flavonoidi (derivati 

mircetina). Flavan-3-ol (katehin) prisutan je u malim količinama, ali također utječe na 

antioksidacijsku aktivnost (Umadevi i sur., 1988; Romani i sur., 2002). Utvrđeno je da derivati 

galne kiseline imaju visok učinak u hvatanju slobodnih radikala, dok kina kiselina nije pokazala 

antioksidativnu aktivnost (Baratto i sur., 2003). Sposobnost hvatanja slobodnih radikala varira 

ovisno o vegetativnom stanju biljke. Te varijacije uvjetovane su količinom fenolnih sastojaka 

koji su prisutni u biljnom materijalu koji se bere. Najveći udio fenolnih sastojaka prisutan je u 

fazi cvjetanja i tada je antioksidacijska aktivnost najveća. Najniža antioksidacijska aktivnost 

ekstrakata tršlje dobivena je u veljači, što se može objasniti ograničenim stupnjem fotosinteze 

(Chryssavgi i sur., 2008). 

Osim DPPH, provedena je FRAP metoda određivanja antioksidacijske aktivnosti u metanolnim 

ekstraktima. Metanolni ekstrakti tršlje pokazali su značajnu sposobnost redukcije (84,60–131,40 

mmol Fe2+/L biljnog ekstrakta). FRAP vrijednosti ovih ekstrakata značajno su veće od onih 

određenih u medicinskim biljnim infuzijama (Chryssavgi i sur., 2008). Njihova vrijednost je oko 

pet puta veća od FRAP vrijednosti matičnjaka (FRAP vrijednost veća od 20,00 i manja od 30,00 

mmol Fe2+/L biljnog ekstrakta) (Katalinic i sur., 2006). 
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3. IZOLACIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA 

Ekstrakcija je učinkovit i brz postupak separacije i koncentriranja različitih sastojaka biljnog ili 

životinjskog podrijetla uz korištenje selektivnog otapala primjenom standardnih tehnika. 

Standardizacija ekstrakcijskih tehnika važna je iz razloga što pruža mogućnost dobivanja 

ekstrakata željenih terapijskih svojstava. Ekstrakcijom je omogućena separacija topljivih biljnih 

metabolita uz izdvajanje taloga kojeg čine netopljivi stanični sastojci. Dobiveni ekstrakti mogu 

se primjenjivati u obliku tinkture ili tekućeg ekstrakta, ali se mogu preraditi te inkorporirati u 

tablete ili kapsule. Iz ekstrakata se mogu izolirati i specifični kemijski spojevi što se koristi 

prilikom proizvodnje modernih lijekova. Na kvalitetu ekstrakta utječe odabir dijela biljke koji se 

koristio za pripremu ekstrakta, otapalo te korištena metoda ekstrakcije (Handa i sur., 2008.). 

3.1. Konvencionalne metode ekstrakcije 

Režek Jambrak i sur. (2011) podijelili su konvencionalne metode ekstrakcije na: destilaciju, 

ekstrakciju otapalima i hladno prešanje. Za ekstrakciju eteričnog ulja iz biljnog materijala 

najčešće se primjenjuje destilacija i hladno prešanje (eterična ulja citrusa) dok se tekući 

ekstrakti bogati drugim isparivim izolatima dobivaju ekstrakcijom pomoću otapala (Handa i sur., 

2008).  

3.1.1. Ekstrakcija otapalima 

Ekstrakcijom kruto-tekuće topljivi sastojci smjese odvajaju se od netopljivih ili manje topljivih 

sastojaka otapanjem u prikladnom otapalu. U prvoj fazi procesa dolazi do miješanja biljnog 

materijala i otapala u jednom ili nekoliko stupnjeva. Zatim slijedi period mirovanja tijekom kojeg 

se odvija prijenos mase topljive tvari iz biljnog materijala u otapalo. Prilikom prijenosa mase u 

otapalu se otapa topljiva tvar, a zatim se smjesa otapala i otopljene tvari kreće od unutrašnjosti 

prema površini biljnog materijala što dovodi do disperzije otopljene tvari u cijelom volumenu 

otapala. Cilj perioda zadržavanja je efikasno otapanje topljive tvari te postizanje ravnoteže u 

koncentraciji željenog sastojka u otopini i biljnom materijalu. Nakon perioda zadržavanja otapalo 

se uklanja (Herceg, 2011). 

Izbor otapala ovisi o vrsti i svojstvima sastojaka koji se žele izolirati (Režek Jambrak i Drmić, 

2010). Korišteno otapalo trebalo bi imati što nižu točku vrelišta, ne smije biti reaktivno, njegova 

viskoznost treba biti što manja, treba biti sigurno za ljude i okoliš te stabilno na kisik, toplinu i 

svjetlo, a potrebno je uzeti u obzir i polarnost otapala. Također važno je da otapalo bude lako 
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dostupno i da je niske cijene (Albu i sur., 2004). Najčešće korištena otapala za pripremu 

ekstrakata su voda, metanol, etanol i etil-acetat (Chryssavgi i sur., 2008; Amensour i sur., 2010; 

Tuberoso i sur., 2010). Nakon završetka ekstrakcije otapalo se uklanja uz pomoć grijanja, 

otparavanjem, destilacijom ili nekom drugom prikladnom metodom (Režek Jambrak i Drmić, 

2010). 

Ekstrakcija otapalima kod izolacije biljnih ekstrakata najčešće se provodi kao maceracija, infuzija 

ili Soxhlet ekstrakcija. 

MACERACIJA 

Maceracija je postupak dobivanja tekućih ekstrakata na način da se odgovarajuće ustinjeni biljni 

materijal ostavi određeno vrijeme u polarnom ili nepolarnom otapalu bez primjene povišene 

temperature (provodi se na sobnoj temperaturi ili na hladnom). Vrijeme maceracije i vrsta 

otapala ovise o biljnoj vrsti koja je uzeta za pripremu ekstrakcije, a može biti od nekoliko sati 

pa do nekoliko tjedana. Po potrebi se ekstrakt povremeno miješa. Nakon toga, ekstrakt se 

odvaja od biljnog materijala i pročišćava filtracijom. Biljni materijal koji se koristi može biti u 

obliku grubog praha, ali se nikada ne primjenjuje fini prah zbog otežanog pročišćavanja 

ekstrakata. Bolja učinkovitost postiže se dvostrukom maceracijom pri čemu je moguće izolirati 

veći udio bioaktivnih spojeva. Maceracija se najčešće provodi s ciljem dobivanja tinktura, 

alkoholnih ekstrakata biljnih droga dobivenih maceracijom u smjesi etanola i vode (Dragović-

Uzelac, 2019; Handa i sur., 2008). 

INFUZIJA 

Infuzija (ili na hrvatskom jeziku čaj) je postupak kojim se mogu dobiti tekući ekstrakti. Dijelovi 

biljke koji se koriste za pripremu infuza su listovi, cvjetovi ili čak cijeli nadzemni dio biljke. 

Osušeni biljni materijal se usitnjava u grubi prah i stavlja u posudu s vodom zagrijanu na 

temperaturu vrenja. Posuda se poklopi i ostavi stajati između 5 i 15 min. Nakon toga smjesa se 

ocijedi kako bi se talog odvojio od tekućine. Bioaktivne tvari ekstrahiraju se uz pomoć vruće 

vode kojom je preliven biljni materijal. Ukoliko kipuća voda negativno djeluje na aktivnost 

izoliranih sastojaka infuzija se može provoditi i sa hladnom vodom (Dragović-Uzelac, 2019; 

Handa i sur., 2008). 
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SOXHLET EKSTRAKCIJA 

Jedna od najčešće korištenih metoda ekstrakcije je ekstrakcija po Soxhletu. Glavni dijelovi 

Soxhlet aparature su tikvica, ekstrakcijska komora i hladilo (Hewavitharna i sur., 2020). U prvom 

koraku Soxhlet ekstrakcije otapalo se zagrijava na temperaturu vrenja. Nakon toga se 

kondenzira u hladilu i propušta kroz homogenizirani i usitnjeni uzorak biljnog materijala koji je 

smješten u naprstrku za ekstrakciju te se zajedno sa ekstraktom vraća u tikvicu (Drljača i Mrđa, 

2009).  

Glavne mane ove ekstrakcijske tehnike su velika potrošnja organskih otapala što dovodi do 

zagađenja okoliša, dugo trajanje procesa i mogućnost razgradnje spojeva koji su nestabilni na 

temperaturi vrenja otapala. Upotrebom automatske Soxhlet ekstrakcije troši se manje otapala, 

ali je proces i dalje dugotrajan, a volumen otapala i dalje velik (Drljača i Mrđa, 2009).  

EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA LOVORA KORIŠTENJEM METODA MACERACIJE I INFUZIJE 

(Dias i sur., 2014a; 2014b) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Kultivirani uzorci lišća lovora prikupljeni su iz portugalske regije Castro Daire i 

regije Braganca i kasnije liofilizirani. Svi uzorci su usitnjeni u fini prah i skladišteni pri temperaturi 

7 ⁰C. 

Ekstrakcija maceracijom: Svaki uzorak biljnog materijala (oko 1 g) miješan je s 30 mL metanola, 

pri sobnoj temperaturi, s brojem okretaja 150/min u trajanju od 1 h. Ekstrakt je filtriran uz 

pomoć filter papira. Talog je zatim reekstrahiran s dodatnih 30 mL metanola. Ta dva ekstrakta 

pomiješana su u jedan zbirni ekstrakt. 

Ekstrakcija infuzijom: Svaki uzorak biljnog materijala (oko 1 g) dodan je u 200 mL kipuće 

destilirane vode i uzorci su ostavljeni stajati 5 min, uklonjeni od izvora topline, a zatim su 

filtrirani pri sniženom tlaku. Dobiven ekstrakt sušen je postupkom liofilizacije. 

Određivanje sadržaja flavonoida: Flavonoidi su određeni HPLC metodom i identificirani prema 

njihovom UV i masenom spektru, retencijskim vremenima i usporedbom sa standardima.  
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REZULTATI 

Fenolni spojevi ispitivanih uzoraka pripadaju skupini flavonoida, tj. flavan-3-olima, flavonolima 

i flavonima. Najzastupljenija skupina su flavan-3-oli i njihova koncentracija iznosi 63,60±0,40 

mg/g u maceratu i 52,00±5,00 mg/g u infuziji. Sadržaj flavona iznosi je 4,00±1,00 mg/g u 

maceratu i 3,00±1,00 mg/g u infuziji. Sadržaj flavonola iznosi 19,00±10,00 mg/g u maceratu i 

15,00±9,00 u infuziji. 

Svi spojevi su prisutni u manjoj koncentraciji u ekstraktu dobivenom infuzijom što je posljedica 

odabira otapala, primjene više temperature te kraćeg trajanja procesa.  

KLASIČNA EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA TRŠLJE (Dahmoune i sur., 2014) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Lišće tršlje prikupljeno je u lipnju 2012. s područja sjevero-istočnog Alžira. 

Prikupljeni uzorci oprani su u pitkoj i destiliranoj vodi, sušeni u statičkoj peći na 40 ⁰C oko tjedan 

dana i nakon toga usitnjeni uz pomoć električnog mlinca. Prah je prosijan kroz sito promjera 

otvora 125 µm i skladišten u tamnom prostoru u hermetički zatvorenim vrećicama. 

Ekstrakcija: Za konvencionalnu ekstrakciju otapalima, 1 g finog praha prenesen je u tikvicu s 

ravnim dnom (250 mL) te je dodano 50 mL 60% etanola. Smjesa je potom stavljena u vodenu 

kupelj s brojem udara 110/min, temperature 60 ⁰C, u trajanju od 2 h.  

Određivanje ukupnih fenolnih spojeva, ukupnih flavonoida i kondenziranih tanina: Ukupni fenoli 

određeni su spektrofotometrijskom Folin-Ciocalteuovom metodom. Apsorbancija je izmjerena 

pri 725 nm. Koncentracija se izražava kao mg ekvivalenta galne kiseline po g suhog materijala. 

Flavonoidi su određeni spektrofotometrijskom metodom s AlCl3 pri valnoj duljini od 415 nm. 

Njihova koncentracija izražava se kao ekvivalent kvercetina po g suhog materijala. Tanini su 

određeni spektrofotometrijskom PVPP (polivinil polipirolidon) metodom pri čemu je apsorbancija 

izmjerena na 550 nm. 

REZULTATI 

Prema rezultatima ovog istraživanja sadržaj ukupnih fenola iznosi 178,00±19,80 mg GAE/g. 

Sadržaj ukupnih flavonoida iznosi je 4,79±0,03 mg QE/g, a tanina 31,15 ± 3,88 mg/g.  
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Dahmoune i sur. (2014) usporedili su sadržaj ukupnih fenola, flavonoida i tanina dobiven 

klasičnom ekstrakcijom sa sadržajem navedenih spojeva koji je dobiven primjenom ekstrakcije 

potpomognute mikrovalovima i ultrazvukom. Koncentracije ukupnih fenola iznosile su 

185,69±18,35 mg GAE/g kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima i 142,76±19,98 kod 

ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Koncentracije ukupnih flavonoida iznosile su 5,16±0,22 

mg QE/g kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, odnosno 4,61±0,02 kod ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom. Koncentracije kondenziranih tanina iznosile su 40,21±1,76 mg/g 

kod ekstrakcije potpomognute mikrovalovima, odnosno 35,94±1,13 mg/g kod ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom. Kao najučinkovitija metoda s najvećim koncentracijama pokazala 

se ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima. 

3.2. Nekonvencionalne metode ekstrakcije 

Iako se ekstrakcija najčešće provodi primjenom konvencionalnih metoda, to donosi i određene 

mane. Pri takvom načinu ekstrakcije izdvaja se i velik broj interferirajućih spojeva što dovodi do 

smanjenja čistoće i kvalitete ekstrakta pa je u tom slučaju potrebno primijeniti različite metode 

pročiščavanja (Ignat i sur., 2011). Također, konvencionalne metode mogu uzrokovati 

razgradnju temeljnih sastojaka zbog primjene visokih temperatura i dugotrajnog vremena 

ekstrakcije (Drljača i Mrđa, 2009). Kako bi se zadovoljila potreba za smanjenjem onečišćenja 

okoliša koju uzrokuju organska otapala, štednjom energije i manjim troškovima konvencionalne 

metode ekstrakcije sve se više zamjenjuju novim tehnikama (Raynie, 2006). 

Najčešće korištene nekonvencionalne tehnike ekstrakcije su ekstrakcija superkritičnim fluidima, 

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija potpomognuta mirkovalovima i ubrzana 

ekstrakcija otapalima pri povišenom tlaku (ASE). 

3.2.1. Ekstrakcija superkritičnim fluidima 

Ekstrakcija superkritičnim fluidima zauzima sve veći značaj u prehrambenoj i kemijskoj industriji 

zbog minimalnog utroška energije i značajnog poboljšanja kvalitete proizvoda. Glavni poticaji 

razvoju ekstrakcije superkritičnim fluidima bili su strogi zakoni o kontroli zagađenja okoliša, 

povećana cijena energije, svjesnost potrošača o upotrebi kemijskih otapala u prehrambenoj 

industriji te zahtjevi za dobivanjem proizvoda visoke kvalitete. Superkritično područje za ugljikov 

dioksid nalazi se iznad vrijednosti kritičnog tlaka (7,3 MPa) te iznad vrijednosti kritične 

temperature (31 ⁰C). U tom području komprimirani plin naziva se superkritičnim fuluidom i ima 
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karakteristike i tekućine i plina. Takvo otapalo pokazuje svojstva tekućeg otapala, a također 

posjeduje i svojstva plina, tj. ima malu viskoznost i dobru sposobnost difuzije (Herceg, 2011). 

Osnovnu aparaturu ekstraktora za ekstrakciju superkritičnim fluidima čine: posuda za 

ekstrakciju, posuda za separaciju, kondenzor i visokotlačna pumpa. Tekući CO2 nalazi se u 

kondenzoru i uz pomoć pumpe se pumpa u posudu za ekstrakciju kroz izmjenjivač topline. 

Kontroliranjem tlaka i temperature dobiva se željeni oblik CO2 u ekstraktoru. Plinovitim CO2 

pročišćava se biljni materijal koji se izolira, zatim se pumpa tekući CO2 brzinom koja omogućuje 

prikladno vrijeme zadržavanja. Nakon toga otapalo se odvodi u posudu za separaciju, CO2 se 

vraća u kondenzor, a ekstrakt se uklanja iz posude za separaciju (Herceg, 2011). 

Prednost ovog načina je što otapalo vrlo hlapljivo i lako se odvaja od topljive tvari, nezapaljivo 

je, netoksično, bakteriostatičko i povoljno (Herceg, 2011). 

EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA LOVORA PRIMJENOM SUPERKRITIČNOG CO2 (Santoyo i 

sur., 2005) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Uzorci lovorova lista prikupljeni su tijekom rujna u španjolskoj pokrajini Murcia. 

Uzorci su osušeni i kriogeno mljeveni u struji ugljikovog dioksida. Prah je prosijan kroz sita 

odgovarajuće veličine kako bi veličina čestica iznosila između 250 i 500 µm. Uzorak je čuvan u 

bocama od smeđeg stakla pri temperaturi -20 ⁰C. 

Ekstrakcija: Ekstrakcija se provodila u pilot postrojenju (razvojno postrojenje) za ekstrakciju 

superkritičnim fluidima u ekstrakcijskoj ćeliji od 285 mL. Frakcioniranje je postignuto koristeći 

2 različita spremnika u kojima je moguće kontrolirati tlak i temperaturu. Ćelija za ekstrakciju 

napunjena je sa 60 g usitnjenog lovora i 90 g pročišćenog morskog pijeska. Ekstrakcija je 

provođena pri tlaku 250 bar, temperaturi 60 ⁰C, s 4% etanolom kao dopuna, tlak u separatoru 

1 iznosio je 100 bar, temperatura u separatoru 1 60 ⁰C, a tlak u separatoru 2 20 bar i 

temperatura u separatoru 2 20 ⁰C. Ekstrakcija je trajala 75 min i etanol je dodan u trenutku 

kada je postignut željen tlak. Svi ekstrakti čuvani su pod dušikom, na temperaturi -20 ⁰C u 

mraku, a etanol je uklonjen uz pomoć rotacijskog otparivača pri 35 ⁰C. 

Određivanje ukupnih fenola: ukupni fenoli izraženi su kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/g), 

a određeni su metodom po Folin-Ciocalteu, mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 760 nm. 
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REZULTATI 

U ovom istraživanju ekstrakcija se provodila u dva stupnja pri čemu se dobiju dvije frakcije sa 

različitom biološkom aktivnosti i kemijskim sastavom, tj. različitom količinom ukupnih fenolnih 

spojeva. Glavna razlika između frakcije 1 i 2 je primjenjen tlak u separatorima 1 i 2. Iz frakcije 

1 izolirano je manje ukupnih fenolnih spojeva (51,60±0,98 mg GAE/g), dok je iz frakcije 2 

izolirano 87,38±1,32 mg GAE/g. 

Uspoređujući rezultate istraživanja s rezultatima koje su dobili Dias i sur. (2014a; 2014b) 

primjenjujući metode maceracije i infuzije vidljivo je da se primjenom ekstrakcije superkritičnim 

CO2 u dva stupnja i maceracije izolirala podjednaka količina fenolnih spojeva. Nešto manja 

koncentracija ukupnih fenola izolirana je metodom infuzije, a razlog tome može biti odabir 

otapala, visoka temperatura i kratko vrijeme ekstrakcije. 

3.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima 

Mikrovalovi ulaze u interakcije sa dipolima polarnih materijala (i onima koji imaju sposobnost 

polarizacije) pri čemu dolazi do rotacije dipola i zagrijavanja polarnih molekula. U nepolarnim 

otapalima bez polarizirajućih grupa zagrijavanje je slabo, a toplinski učinak je praktički trenutan, 

ali ograničen na malu površinu i djeluje samo na vanjski dio materijala (Handa i sur., 2008). 

Upotreba ekstrakcijskih metoda potpomognutih mikrovalovima prvotno se koristila u 

prehrambenoj industriji (Režek Jambrak i sur., 2011). Komercijalno dostupni sustavi ekstrakcije 

potpomognute mikrovalovima su ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranom tlaku i 

temperaturi pri čemu tlak bitno ovisi o količini i vrelištu otapala, te pri atmosferskom tlaku u 

mikrovalnim pećnicama (Kaufmann i Christen, 2002; Cravotto i sur., 2008).  

Ova metoda ekstrakcije djelotvornija je od konvencionalnih metoda, a njene glavne prednosti 

su kratko trajanje postupka, mala količina potrebnog otapala, potpuna kontrola parametara 

ekstrakcije, a biljni materijal nije potrebno sušiti (u uzorku smije biti prisutna voda). Glavni 

nedostaci ove metode su potreba za naknadnim pročišćavanjem ekstrakta, ograničen izbor 

otapala (potrebno birati polarna otapala) i relativno visoka cijena aparature (Nerin i sur., 2012).  
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EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA MIRTE PRIMJENOM MIKROVALOVA (Dahmoune i sur., 

2015) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Lišće je prikupljeno s područja sjevero-istočnog Alžira. Prikupljeno lišće sušeno 

je u peći s cirkulacijom zraka na 40 ⁰C do konstantne mase te nakon toga usitnjeno uz pomoć 

električnog mlinca. Usitnjeni prah prosijan je kroz sito (125 µm) te je čuvan u hermetičkoj 

ambalaži na temperaturi 4 ⁰C. 

Ekstrakcija pomognuta mikrovalovima: Fenolni spojevi iz praha ekstrahirani su korištenjem 

kućne mikrovalne pećnice. Aparatura je opremljena digitalnim kontrolnim sustavom koji 

kontrolira vrijeme zračenja i snagu mikrovalova. Ekstrakcijski parametri su snaga mikrovalova 

(400-600 W), vrijeme ekstrakcije (30-90 sekundi), omjer otapalo : uzorak (20-40 mL/g) te 

koncentracija etanola (20-100 %). Nakon tretmana mikrovalovima, ekstrakt je filtriran uz pomoć 

filter papira i Buchnerovog lijevka i supernatant je pohranjen u volumetrijsku tikvicu. Ekstrakt 

je čuvan na temperaturi 4 ⁰C. 

Određivanje ukupnih fenola, flavonoida i tanina: Ukupni fenoli određeni su Folin-Ciocalteuovom 

metodom, a apsorbancija uzorka se mjeri pri 760 nm. Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva 

izražava kao ekvivalent galne kiseline (GAE). Flavonoidi su određeni spektrofotometrijskom 

metodom s AlCl3 pri valnoj duljini od 415 nm, a njihova koncentracija izražava se kao ekvivalent 

kvercetina (QE). Tanini su određeni spektrofotometrijskom PVPP metodom pri čemu se 

apsorbancija mjeri na 550 nm. 

REZULTATI 

Koncentracija fenolnih sastojaka raste sa porastom koncentracije etanola u ekstrakcijskom 

mediju; sve do 40%. Daljnjim porastom koncetracije etanola (do 60%) dolazi do pada 

koncentracije ukupnih fenolnih sastojaka. Visoka koncentracija etanola može uzrokovati 

denaturaciju proteina što spriječava otapanje polifenola te na taj način smanjuje iskorištenje 

ekstrakcije.  

Utjecaj snage mikrovalova određen je pri vrijednostima između 300 i 900 W pri čemu su 

koncentracija otapala, vrijeme zračenja i omjer otapalo : uzorak održavani konstantnima. 

Značajan porast koncentracije ukupnih fenola sa 134,63 na 152,25 mg GAE/g dobiven je 

primjenjujući snagu vrijednosti 400 do 500 W. Koncentracija fenolnih spojeva se značajno 
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smanjuje pri vrijednostima iznad 600 W, a najmanja je dobivena pri 900 W (129,95 mg GAE/g). 

Smanjenje koncentracije ukupnih fenola iznad snage od 600 W može se objasniti termalnom 

razgradnjom fitokemikalija u biljnom materijalu zbog visoke temperature generirane 

mikrovalovima.  

S povećanjem vremena zračenja, količina ekstrahiranih analita će porasti, iako postoji rizik od 

razgradnje ekstrahiranih komponenti. U ovom istraživanju koncentracija ukupnih fenola 

određena je tijekom različitih vremena zračenja (30 – 210 sekundi) uz konstantne ostale 

parametre. Rezultati upućuju na to da je najveća koncentracija izoliranih sastojaka prisutna 

nakon 60 sekundi (159 mg GAE/g), a opada nakon 90 sekundi. 

Koncentracija ukupnih fenola raste s porastom omjera otapalo : uzorak. Najviša koncentracija 

utvrđena je pri omjeru 30:1 mL/g.  

Optimizacijom procesa utvrđeno je da se najviša koncentracija ukupnih fenolnih spojeva dobila 

primjenjujući sljedeće parametre: vrijeme ekstrakcije 1,04 min, koncentracija etanola 42%, 

snaga mikrovalova 500 W i omjer otapalo : uzorak 32 mL/g. U tim uvjetima koncentracija 

ukupnih fenolnih spojeva biti će 162,49 ±16,95 mg GAE/ g, ukupnih flavonoida 5,02±0,05 mg 

QE/g, a kondenziranih tanina 32,65±0,01 mg/g. 

Dahmoune i sur. (2015) odredili su fenolni sastav lišća mirte primjenom klasične ekstrakcije i 

prema njihovim rezultatima koncentracija ukupnih fenola iznosila je 128,00±18,07 mg GAE/g. 

Primjenjujući ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima moguće je izolirati puno veći udio 

fenolnih spojeva u puno kraćem vremenu. 

3.2.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom 

Zvučni val karakteriziran je svojom valnom duljinom, varijabilnom frekvencijom, amplitudom i 

koeficijentom prigušenja (Režek Jambrak i Drmić, 2010). Longitudinalni valovi koji nastaju 

prolaskom vala kroz biljni materijal stvaraju područja promjenjivih ekspanzija i kompresija tlaka, 

pri čemu nastaje veliki broj mikroskopskih kavitacijskih mjehurića. Uslijed djelovanja negativnog 

tlaka oni se šire, a zatim se naglo kompresiraju (urušavaju se u sebe) pod utjecajem pozitivnog 

tlaka. Kod frekvencija iznad 1 MHz mala je vjerojatnost pojave kavitacija, dok iznad 2,5 MHz do 

njih uopće ne dolazi (Sala i sur., 1995, Povey i Mason, 1998). Ultrazvuk visoke snage uslijed 

djelovanja kavitacije na staničnu stjenku dovodi do bolje penetracije otapala u materijal pri 
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čemu se povećava prijenos mase. Na taj način ubrzava se ekstrakcija i povećava se njena 

učinkovitost (Režek Jambrak i Drmić, 2010). 

Prednosti ultrazvukom potpomognute ekstrakcije su njena jednostvanost, kratko vrijeme 

ekstrakcije, korištenje male količine otapala, a moguće ju je lako uklopiti i povezati s ostalim 

ekstrakcijskim tehnikama. Kako se ekstrakcija provodi na sobnoj temperaturi, smanjena je 

vjerojatnost oksidacije i razgradnje značajnih bioaktivnih sastojaka (Louie i sur., 2020). 

Tehnologija ultrazvučne ekstrakcije može se jednostavno povezati sa procesima minimalnog 

procesiranja hrane te omogućuje zamjenu organskih otapala s vodom ili nekim drugim otapalom 

koje je opće priznato kao sigurno za ljude i okoliš (Režek Jambrak i Drmić, 2010). 

EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA MIRTE PRIMJENOM ULTRAZVUKA (Bouaoudia-Madi i sur., 

2019) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Bobice mirte prikupljene su sa područja sjevero-istočnog Alžira. Bobice su 

oprane te sušene u statičkoj pećnici na 40 ⁰C tjedan dana. Perikarp je odvojen od sjemenki 

zatim usitnjen uz pomoć električne mješalice i prosijan kako bi se dobio prah veličine čestica 

<250 µm. 

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom: Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provodila se u 

ultrazvučnoj aparaturi sa radnom frekvencijom podešenom na 20 kHz. 1 g usitnjenog perikarpa 

nanesen je u bocu od smeđeg stakla (250 mL) koja sadrži etanol. Suspenzija je izložena zvučnim 

valovima uz određene parametre (koncentracija otapala, vrijeme zračenja, ultrazvučna 

amplituda i omjer otapalo : uzorak). Temperatura je održavana konstantnom. Nakon ekstrakcije 

otopina je filtrirana kroz porozni stakleni filter. 

Određivanje ukupnih fenola, flavonoida, antocijana i kondenziranih tanina: Ukupni fenolni 

sastav određen je Folin-Ciocalteu metodom i izražen kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/g). 

Ukupni sadržaj flavonoida određen je spektrometrijskom metodom s AlCl3 i izražen je kao 

ekvivalent kvercetina (mg QE/ g). Ukupni antocijani određeni su pH diferencijalnom metodom i 

izraženi su kao ekvivalent cijanidin-3-O-glukozida po gramu praha. Kondenzirani tanini određeni 

su primjenom HCl – vanilin metode i rezultati su izraženi kao ekvivalent katehina. 
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REZULTATI 

Porastom koncentracije etanola s 20 na 80% ili vremena ekstrakcije s 5 na 10 minuta dolazi do 

značajnog porasta koncentracija ukupnih fenolnih sastojaka, pri čemu je najviša koncentracija 

iznosila 235,21 mg GAE/g kod koncentracije etanola 70% i trajanja zračenja 7,5 min. Takav 

visok sadržaj ukupnih fenola ukazuje da smjesa etanola i vode pri koncentraciji etanola 70% 

omogućuje dobro otapanje fenola iz perikarpa mirte što se može objasniti poboljšanjem 

hidratacije i fragmentacije što olakšava prijenos mase iz otopljene tvari u otapalo.  

Pri konstantnom vremenu ekstrakcije i omjeru otapalo : uzorak, najveća koncentracija ukupnih 

fenolnih spojeva iznosila je 210,05 mg GAE/g, a ona  je postignuta koristeći 70 %-tni etanol 

kao ekstrakcijsko otapalo pri ultrazvučnoj amplitudi od 35%. Veća amplituda ultrazvučnih valova 

dovodi do nastanka većeg broja kavitacijskih mjehurića, što rezultira snažnim pritiskom koji 

uništava stanične stijenke i ubrzava prijenos mase. 

Visoka koncentracijaukupnih fenolnih spojeva (230,15 mg GAE/g) vidljiva je kod koncentracije 

etanola 70% te omjera otapalo : uzorak oko 30 mL/g (uz konstantno vrijeme i amplitudu). S 

većim omjerom otapalo : uzorak veća je koncentracijska razlika između otapala i tkiva perikarpa 

što potiče ubrzano otapanje fenolnih spojeva, a posljedično je ekstrakcijsko iskorištenje veće.  

Kod omjera otapalo : uzorak 30 mL/g i vremenu ekstrakcije u trajanju od 10 min (uz konstantne 

ostale parametre) koncentracija ukupnih fenola iznosila je 148,00 mg GAE/g). 

Optimizacijom procesa utvrđeno je da se najveći udio fenolnih spojeva može izolirati pri 

sljedećim parametrima: koncentracija etanola 70%, vrijeme ekstrakcije 7,5 min, amplituda 

ultrazvučnih valova 30% i omjer otapalo : uzorak 28 mL/g. U tim uvjetima koncentracija ukupnih 

fenolnih spojeva iznosi 241,66±12,77 mg GAE/g, flavonoida 18,99±1,31 mg QE/g, 

antocijanidina 25,06±0,36 mg/g te tanina 35,56±0,36 mg CE/g. 

Isti tim znanstvenika odredio je fenolni sastav bobica mirte dobiven primjenom klasične metode 

ekstrakcije. Primjenom klasične ekstrakcije dobio se ekstrakt u kojem je koncentracija ukupnih 

fenola iznosila 76,40±7,27 mg GAE/g što je puno manje u usporedbi s ekstrakcijom 

potpomognutom ultrazvukom. Osim boljeg fenolnog sastava ekstrakta, prednost ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije je puno kraće trajanje postupka. 
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3.2.4. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povišenom tlaku (Accelerated 
Solvent Extraction - ASE) 

Za razliku od klasičnih tehnika koje mogu biti izrazito dugotrajne i umarajuće, ASE je u 

potpunosti automatizirana i te se zato često primjenjuje u rutinskim analizama okolišnih 

kontaminanata i hrane (Giergielewicz-Możajska i sur., 2001). Povišena temperatura ubrzava 

odvijanje ekstrakcije, a visoki tlak omogućava brže punjenje ekstrakcijske ćelije i brži prijenos 

mase pri čemu otapalo ostaje u tekućem stanju (Handa i sur., 2008). ASE uređaj za ekstrakciju 

prikazuje Slika 4. 

Glavne prednosti ASE sustava su kratko vrijeme ekstrakcije u trajanju od oko 15 min, upotreba 

male količine otapala te brza i jednostavna priprema uzoraka i rukovanje uređajem. Moguće je 

koristiti velik broj različitih otapala (uz izuzetak jakih kiselina i lužina te otapala zapaljivih pri 

temperaturama od 40 do 200 ⁰C), a isto tako otapala se mogu koristiti u obliku čistih otapala ili 

kao smjesa više njih.  ASE je relativno nova tehnika i njena upotreba ograničena je zbog njene 

visoke cijene i potrebe za dodatnim pročišćavanjem ekstrakata prije analiza (Giergielewicz-

Możajska i sur., 2001).  

 

Slika 4. ASE uređaj (Anonymous 5, 2012) 

EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA MIRTE PRIMJENOM UBRZANE EKSTRAKCIJE OTAPALIMA I 

ODREĐIVANJE ANTIKANDIDNE AKTIVNOSTI (Erdogan i sur., 2014) 

MATERIJALI I METODE 

Biljni materijal: Lišće mirte prikupljeno je u svibnju u Mersinu (Turska). 
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Priprema ekstrakata: Ekstrakcija topljivih komponenti mirte provodila se uz metanol, etanol, 

aceton i etil acetat kao otapala. Uzorci lišća (2,4 g) samljeveni su u blenderu i prosijani kroz sito 

kako bi veličina čestica bila manja od 2 mm te pomiješani s dijatomejskom zemljom (omjer 1:1) 

kako bi se uklonila zaostala vlaga. Uzorci su zatim stavljeni u ćeliju za ekstrakciju od 66 mL 

izrađenu od nehrđajućeg čelika. Osušeni uzorci (2,4 g) ekstrahirani su u jednom ciklusu sa svim 

otapalima (99%-tne čistoće) pri temperaturi 100⁰C i tlaku 1500 psi tijekom 5 min. Nakon toga, 

ćelija je isprana ekstrakcijskim otapalom i pročišćena protokom dušika (150 psi, 90 s). 

Ekstrakcijska otopina prikupljena je u staklene bočice volumena 66 mL. Ovaj postupak odvojeno 

se ponavljao za svako otapalo. Ekstrakti su filtrirani i pohranjeni na temperaturu -20⁰C u 

tamnom prostoru. 

HPLC analiza: Ukupno vrijeme analize trajalo je 45 min, a korištena otapala su acetonitril i 

razrjeđena fosforna kiselina. Protok otapala je 20 ml/min, a injektirani volumen 20 µl. Analiza 

je provedena pri valnoj duljini 280 nm. 

Antikandidna aktivnost: Ekstrakti mirte testirani su protiv Candida albicans određivanjem MIC 

(Minimal Inhibitory Concentration) i MFC (Minimum Fungicidal Concentration). MIC, tj. 

minimalna inhibitorna koncentracija, predstavlja najnižu koncentraciju antimikrobnog agensa 

kojom se inhibira vidljiva proliferacija organizama, a MFC, tj. minimalna fungicidna koncetnracija 

predstavlja najnižu koncentraciju koja ubija 99,9% stanica. 

REZULTATI 

Acetonski ekstrakt pokazao je najveću aktivnost protiv C. albicans s MIC vrijednosti 0,19 i MFC 

vrijednosti 0,38 mg/mL. Glavna komponenta acetonskog ekstrakta je galna kiselina (2,42 

mg/g). Metanolni ekstrakt pokazao je najnižu aktivnost (MIC: 1,50 mg/mL i MFC: 3,00 mg/mL), 

a glavna komponenta metanolnog ekstrakta je kvercetin (2,29 mg/g). Ferulinska kiselina 

prisutna je u malim koncentracijama u metanolnom (0,02 mg/g), etanolnom (0,04 mg/g) i etil 

acetatnom (0,01 mg/g) ekstraktu, dok u acetonskom ekstraktu nije utvrđena. Ovim 

istraživanjem utvrđeno je da svi ekstrakti izolirani primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima 

pokazuju snažnu antikandidnu aktivnost.  
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4. ZAKLJUČAK 

• Mirta, tršlja i lovor bogat su izvor fenolnih spojeva.  

• Sadržaj ukupnih fenolnih spojeva u listu mirte kreće se od 346,89±7,56 do 714,33±4,69 

mg GAE/g ovisno o ekstrakcijskom otapalu, dok u sjemenkama ploda iznosi 566,00 mg/ 

100g.  

• U listu tršlje prisutno je najviše ukupnih fenola (216,29±20,62 mg GAE/g), zatim u 

stabljici (121,40±3,35 mg GAE/g) te u bobicama (103,34 ± 2,32 mg GAE/g). 

• Udio ukupnih fenolnih spojeva lovorova lista kreće se od 22,90 mg GAE/g do 80,30 mg 

GAE/g ovisno o fenotipskoj fazi biljke.  

• Različita ekstrakcijska otapala ekstrahiraju različit udio ukupnih fenolnih spojeva. 

Metanol se pokazao najboljim otapalom kod izolacije fenolnih spojeva tršlje, etanol kod 

mirte i etil acetat kod lovora. 

• Mnoga in vitro istraživanja utvrdila su da fenolni spojevi kao što su flavonoidi i fenolne 

kiseline pokazuju antioksidativnu aktivnost, a ta aktivnost ovisi o broju i položaju fenolnih 

hidroksilnih skupina u aromatskom prstenu. Iz tog razloga antioksidacijska aktivnost 

značajno je povezana sa ukupnim sadržajem fenolnih spojeva u ekstraktima ovih biljaka. 

• Nove nekonvencionalne tehnike ekstrakcije sve se više koriste u izolaciji biološki aktivnih 

spojeva zbog štednje energije, štednje otapala, zaštite okoliša i bolje kvalitete ekstrakta. 

Najveća koncentracija fenolnih spojeva izolirana je iz bobica mirte primjenom ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom (241,66±12,77 mg GAE/g), što je puno više od 

koncentracije spojeva izoliranih klasičnom ekstrakcijom (76,40±7,27 mg GAE/g). Vrlo 

visoke koncentracije izoliranih spojeva dobivaju se i primjenom ekstrakcije 

potpomognutom mikrovalovima (ekstrakt lista mirte sadrži 162,49±16,95 mg GAE/g, 

dok ekstrakt dobiven klasičnom ekstrakcijom sadrži 128,00±18,07 mg GAE/g). Uz 

odabire parametara, bitan utjecaj na koncentraciju izoliranih spojeva ima dio biljnog 

materijala koji se koristio za ekstrakciju. 
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