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1. UVOD 

Glog (Crataegus spp.) je biljka koja priprada porodici Rosaceae, podporodici Maloideae, rodu 

Crataegus (Gundogdau i sur., 2014). Glog je grm ili stablo s jako razgranatim granama, a 

cvate u travnju i svibnju. Cvijetovi su bijeli sa crvenkastim prašnicima, a plod je ovalna 

bobica. Raste po šikarama, livadama i skoro na svim zemljištima. Gotovo svi dijelovi gloga, 

cvijet, plod, kora, sadrţe bioaktivne spojeve meĎu kojima su najznačajniji fenolni spojevi. 

Fenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla, 

a uključuju spojeve različite kemijske strukture od jednostavnih fenola, fenolnih kiselina 

(hidroksibenzojeve, hidroksicimetne kiseline), antocijana (biljni pigmenti) do sloţenijih 

flavonoida i tanina. Flavonoidima se pripisuju mnoga terapijska djelovanja, npr. 

antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno. Od  

različitih dijelova biljaka bogatih fenolnim spojevima i drugim biološki aktivnim spojevima 

mogu se proizvoditi ekstrakti, koji se koriste kao dodaci prehrani, u prehrambenoj industriji te  

u kozmetičke i farmaceutske svrhe. 

Za ekstrakciju raznih polifenolnih spojeva koriste se različite metode s obzirom na velik broj 

različitih skupina polifenolnih spojeva s različitom strukturom i svojstvima. Ne postoji 

jedinstvena metoda za ekstrakciju svih polifenolnih spojeva, već se odabire metoda ovisno o 

ţeljenoj skupini polifenola ili pak o svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju. Klasične 

metode ekstrakcije pokazuju nisku učinkovitost i potencijalno su štetne za okoliš zbog 

korištenja velikih količina organskih otapala te dugotrajnosti koje ove metode zahtijevaju. 

Stoga se sve više ispituju nove metode ekstrakcije kao što je ekstrakcija potpomognuta 

ultrazvukom (eng. ultrasonic-assisted extractions, UAE).  

U ovom radu ispitana je učinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, na izolaciju 

ukupnih hidroksicimetnih kiselina, ukupnih flavonola i ukupnih flavonoida iz mješavine lista i 

cvijeta gloga, to jest utvrditi optimalne uvijete ekstrakcije pri kojima bi se ostvario najveći 

ekstrakcijski kapacitet pojedinih skupina fenolnih spojeva. Ekstrakcija potpomognuta 

ultrazvukom provodena je primjenom vodenih otopina metanola i etanola (50 % i 70 %, v/v),    

različitom vremenu trajanja ekstrakcije (3, 6 i 9 minuta), te amplitudi 50 %, 75 % i 100 %.  
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2. TEORIJSKI DIO 

2.  1    GLOG ( CRATAEGUS SPP.) 

Glog (Crataegus spp.) je biljka koja priprada porodici Rosaceae, podporodici 

Maloideae, rodu Crataegus (Gundogdau i sur., 2014). Latinsko ime roda Crataegus potječe od 

grčke riječi kratos (snaga, tvrdoća). Široko je rasprostranjen na području Azije, Afrike, 

Sjeverne Amerike te Sjeverne Europe. Postoji 165-200  vrsta gloga u svijetu (Ercisli, 2004).  

Glog je grm ili stablo s jako razgranatim granama. Cvate u travnju i svibnju. Cvijetovi 

su bijeli sa crvenkastim prašnicima, a plod je ovalna bobica. Raste po šikarama, livadama i 

skoro na svim zemljištima. Cvjetovi se beru u proljeće, u travnju i svibnju dok je dio cvata još 

u pupovima. Listovi se beru do srpnja, a plodovi bez peteljke i kora s mladih grana u jesen 

(Ţilić, 2014). List gloga se sastoji od dva listića, a listovi su dugački 15 mm do 5 cm. 

Cvijetovi rastu u 5 do 12 sveţnjeva, a boja im varira od bijele preko roze do crvene. 

Dvospolni su jer sadrţe i prašnike i tučke, a oprašuju se kukcima koje privlači miris cvijeta 

(Kumar i sur., 2012).  

Rod Crataegus je vrlo bogat vrstama koje rastu u Sjevernoj Americi, i nešto manje u 

Europi i Aziji. Obuhvaćaju listopadne trnovite grmove ili niţe drveće. U Hrvatskoj je 

nekoliko vrsta rašireno u šumama, šikarama i ţivicama. Kao samonikle ili uzgojene biljke 

najpoznatije su vrste: bijeli glog (C. monogyna), crveni glog (C. oxyacantha), panonski crni 

glog (C. nigra) i dr. 

Crveni glog (Crataegus oxyacantha) je trnovit, razgranat grm ili nisko drvo, moţe 

narasti do 5 metara u visinu. Kora grana  je sivkastosmeĎa dok su jednogodišnji ogranci 

zelenkastosmeĎi. Plod je jajolika ili kuglasta oblika, širine do 1 centimetar, crvene boje s 

ostatkom čaške na tjemenu, te nosi 2-3 sjemenke. 

Bijeli glog (Crataegus monogyna) je trnovit grm ili do 8 metara visoko drvo. Dlakavi 

dršci cvjetova te dublje razdvojeni reţnjevi na listovima razlikuju ga od crvenog gloga. Bijeli 

cvjetovi sa crvenim prašnicima manji su od cvjetova crvenog gloga te se razvijaju 15 dana 

kasnije. Plodovi su manji s po jednom sjemenkom. Ime vrste monogyna znači s jednim 

tučkom (Anonymus 2016). 

Panonski crni (C. Nigra) glog ima crno obojene plodove te raste kao grm visine do 7 

metara. Listovi su trokutasti ili jajoliki sa 7-11 nazubljenih reţnjeva, gusto dlakavog naličja. 
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Plod je okruglast, promjera oko 8 mm, pri sazrijevanju je crvenkast, a kasnije crn, sjajan i 

sočan. Sadrţi 3–5 uglastih koštunica (Franjić i sur., 2006). 

  

Slika 1. Glog ( Ţilić, 2014) 

Glog je tradicionalna europska ljekovita biljka koja se i danas uzgaja i pridonosi u 

liječenje različitih bolesti. Ljekoviti dijelovi biljke su kora, listovi, cvjetovi  i plodovi, te se u 

Europi i svijetu upotrebljavaju za različite pripravke u pučkoj medicini, ali i u farmaceutskoj 

industriji. Ti se pripravci koriste za liječenje pacijenata s crijevnim tegobama, za liječenje 

arterioskleroze (suţenja krvnih ţila zbog nakupljanja naslaga na stjenkama), normaliziranje 

tlaka (posebno visokog krvnog tlaka), za liječenje srčanih bolesti (poput upale srčanog mišića, 

loše cirkulacije krvi zbog oslabljenog srca, prokrvljenost samog srčanog mišića)  i za 

umirenje (razdraţljivost, napetost, nesanica) (Kumar i sur., 2012). U azijskim zemljama, 

koristi se i za prehranu (sokovi, marmelade) (Liu i sur., 2010). 
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2.2 KEMIJSKI SASTAV GLOGA 

Kemijski sastav ovisi o dijelu biljke, tako se razlikuje kemijski sastav cvijeta, lista ili 

ploda. Dosadašnja istraţivanja o kemijskom sastavu gloga s područja Azije, Sjeverne 

Amerike i Europe uključuju: 49 različitih flavonoida, 5 hidroksicimetnih kiselina, 6 šećera, 10 

organskih ili fenolnih kiselina, 26 terpena,  te 56 sastojaka esencijalnih ulja (Edwards i sur., 

2012).  

Plod i to zreli ima najveću koncentraciju glukoze i fruktoze, dok nezreli plodovi imaju 

najniţu koncentraciju šećera (Edwards i sur., 2012). Nadalje, zreli plod sadrţi zasićene masne 

kiseline, dok nezreo plod sadrţi najviše polinezasićenih masnih kiselina (Barros i sur., 2011).  

List i cvijet gloga sadrţe šećere i šećerne alkohole, organske kiseline, terpene, biljna 

esencijalna ulja, fenilpropanoide, hidroksicimetne kiseline, lignane i flavonoide.  

Šećeri se sintetiziraju u listovima i transportiraju u vakuole i slobodni prostor ploda 

tijekom njegovog razvoja (Edwards i sur., 2012). Glukoza prevladava u svim dijelovima 

gloga.  

Jabučna, limunska, jantarna, limunska, vinska, kininska, 3-4-hidroksibenzojeva, 

salicilna i siringinska kiselina su otkrivene u Crataegus vrstama. Limunska kiselina je 

predominantna u listovima i cvijetovima gloga. 

Cvijet gloga sadrţi najveću količinu limunske kiseline i tokoferola, kao i bolji omjer 

n3/n6 masnih kiselina u odnosu na zreli plod gloga, koji ima veću koncentraciju zasićenih 

masnih kiselina (Barros i sur., 2011). 

Biljna eterična ulja su smjese koje se sastoje najčešće od terpena i fenilpropanoida. U 

biljkama, biljna eterična  ulja  mogu privući oprašivače ili odvratiti biljojede i insekte, te  

takoĎer pokazuju antifungalna, antivirusna i antibakterijska svojstva. Spojevi pronaĎeni u 

uljima cvijeta gloga uključuju monoterpene, seskviterpene te triterpenoide (Edwards i sur., 

2012). 

Fenolni spojevi čine najznačajniju grupu biološki aktivnih spojeva gloga. Vrsta i udio 

fenolnih spojeva se razlikuju ovisno o dijelovima biljke i znatno variraju s obzirom na 

podrijetlo i stupanj zrelosti biljke (Nabavi i sur., 2015, Yang i Liu, 2012). 
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2.3 FENOLNI SPOJEVI  GLOGA 

Fenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog 

podrijetla. U širem smislu nazivaju se polifenolima, a uključuju spojeve različite kemijske 

strukture od jednostavnih hidroksicimetnih kiselina, antocijanina  do sloţenijih flavonoida i 

tanina. Iako se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s kemijskog stajališta osnovno 

obiljeţje svih polifenola je prisutnost jednog ili više hidroksiliranih benzenskih prstenova 

(Blasco i sur. 2005). Identificirano je više od 8000 fenolnih spojeva, a meĎu njima preko 4000 

flavonoida (Tsao, 2010). Polifenoli u biljkama mogu djelovati kao signalne molekule, 

sudjelovati u hormonskoj regulaciji rasta biljaka, štititi ih od infekcija mikroorganizmima, 

djelovati kao zaštitni agensi od UV zračenja, privlačiti oprašivače,  te pridonose pigmentaciji 

biljaka (Naszk i Shahidi., 2004). Polifenoli su klasificirani prema njihovom porijeklu, 

biološkoj funkciji i kemijskoj strukturi. Raznolikost polifenola u biljkama doveli su do 

različitih načina kategorizacije ovih spojeva koji se prirodno pojavljuju (Tsao, 2010). 

Polifenoli su razvrstani u dvije osnovne skupine: 

1. Fenolne kiseline 

2. Flavonoidi 

1. Fenolne kiseline 

Razlikuju se dvije skupine fenolnih kiselina: derivati hidroksibenzojeve kiseline (slika 

2) i derivati hidroksicimetne kiseline (slika 3). U skupinu derivata hidroksibenzojeve kiseline 

ubraja se: vanilinska, siringinska, galna, m-hidroksibenzojeva, p-hidroksibenzojeva i 

gentizinska kiselina, dok u derivate hidroksicimetne kiseline ubraja se: o-kumarinska, p-

kumarinska, ferulična, kafeinska i klorogenska kiselina (Tsao, 2010). Osnovna struktura 

hidroksibenzojevih kiselina je C6-C1, a hidroksicimetnih C6-C3. One pripadaju različitim 

biosintetskim putevima; hidroksibenzojeve pripadaju aminobenzoatnom putu, a 

hidroksicimetne kiseline fenilpropanoidnom putu biosinteze zbog čega imaju sličnosti s 

flavonoidima. Fenolne kiseline moguće je izolirati pomoću organskih otapala: metanola, 

etanola ili acetona dok je za izolaciju vezanih fenolnih kiselina potrebna upotreba enzima 

hidroksilaza  (Navas-Lopez i sur., 2014). Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzojeva kiselina) 

je prisutna u mnogim biljkama, kemijske formule C6H2(OH)3COOH, nalazi se u prirodi u 

slobodnom obliku i kao dio u vodi topivih tanina. Tanine nalazimo u brojnim biljnim 

porodicama viših biljaka, a kemijska struktura tanina ovisi i o biljci iz koje su izolirani. Galna 
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kiselina se često koristi kao standard za odreĎivanje fenolnog sadrţaja u raznim materijalima 

putem Folin-Ciocalteau testa čiji rezultati se navode u ekvivalentima galne kiseline 

(Waterhouse, 2012). 

COOH

OH                                                      

OH

O

 

Slika 2.  m-hidroksibenzojeva kiselina                       Slika  3.  Cimetna kiselina (Tsao 2010). 

Fenolne kiseline pronaĎene u  listu, cvijetu i plodu gloga su klorogenska, 4-

hidroksibenzojeva, 4-aminohidroksibenzojeva, kafeinska te neoklorogenska. Klorogenska 

kiselina i njeni izomeri glavne su komponente cvjetova i staničnih suspenzija C. monogyna 

(Nabavi i sur., 2015). PronaĎena je u svim vrstama gloga, a njezin izomer neoklorogenska 

kiselina pronaĎena je samo u plodu C. Grayana. Dominantne fenolne kiseline u kineskom 

glogu su 4-hidroksibenzojeva i 4-aminohidroksibenzojeva kiselina. Kafeinska kiselina 

pronaĎena je u europskom glogu C. Monogyna (Jurikova i sur., 2012). Kafeinska kiselina 

otkrivena je i u listovima Crataegus laevigata (Svedström i sur., 2006) i plodu Crataegus 

germanica u koncentraciji 0,0024-0,0570 mg g
-1

 (Edwards i sur., 2012). Galna kiselina i 

hidroksibenzojeva kiselina pronaĎene su u lišću Crataegus cuneata (Liu,  2012). 

2. Flavonoidi 

Flavonoidi su skupina fenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama, 

koncentrirani u sjemenkama, koţi ili kori voća, kori drveća, lišću i cvijeću. Velik broj 

ljekovitih biljaka sadrţi flavonoide koji imaju izraţenu antioksidacijsku i antiradikalsku 

aktivnost. Zato se flavonoidima pripisuju i mnoga terapijska djelovanja, npr. antibakterijsko, 

protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno. Flavonoidi se 

meĎusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena, izuzev halkona 

kod kojih je piranski prsten otvoren. Osnovnu strukturu flavonoida (slika 4) čini difenilpropan            

(C6-C3-C6) odnosno 1-fenil-3-(2-hidroksifenil)propan-1-ol iz kojeg gubitkom vode i 

zatvaranjem C-prstena nastaje flavan od kojeg se dobiva odreĎeni broj osnovnih struktura. 

Prema topljivosti dijele se na lipofilne i hidrofilne flavonoide, a najčešće su prisutni u obliku 

O- i C- glikozida (Kazazić, 2004).  
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Slika 4. Osnovna struktura flavonoida (Kazazić, 2014) 

Slično fenolnim hidroksicimetnim kiselinama, flavonoidi se sintetiziraju pomoću 

fenilpropanoid metaboličkog puta. U flavonoide se ubrajaju: flavoni (apigenin, luteolin, 

tangeretin), flavanoni (naringenin, hesperitin), flavanoli (katehin, epikatehin, galokatehin, 

epigalokatehin), flavonoli (kamferol, kvercetin, miricetin), flavanonoli (taksifolin), 

procijanidini (teaflavin, B1, B2, A2, C1), antocijani (delfidin, cijanidin, malvidin, petunidin, 

peonidin, pelargonidin), izoflavoni (daidzein, genistein), čalkoni (floretin, ksantohumol), 

neoflavonoidi (dalbergin) (Tsao 2010). 

Najzastupljeniji flavonoidi u glogu su procijanidini, flavonoli i flavonol glikozidi, 

flavoni i flavanoli. Flavonoidi, a posebno flavonoli i flavoni nalaze se u izobilju u cvjetnim 

pupovima, dok se procijanidini nalaze u većoj količini u nezrelim plodovima. 

  Spektrofotometrijskom analizom najviši udio flavonoida zabiljeţen je u listovima 

(Nabavi i sur., 2015). Sadrţaj flavonoida u listu i cvijetu vrsta C. monogyna, C. laevigata i 

njhovih hibrida varira od 3-19 g kg
-1

 suhe tvari (prosjek je 12 g kg
-1

) (Peschel i sur., 2008). 

Najveći sadrţaj flavonoida u listu vrste C. monogyna je u periodu predcvatnje i cvatnje. 

Nakon tog perioda, količina flavonoida u listu opada (Rehwald i sur., 1994). Najveća 

koncentracija flavonoida zabiljeţena je u zrelim listovima sa cvjetnim pupoljcima, dok je 

najmanja koncentracija flavonoida zabiljeţena u zrelim listovima sa zrelim plodom (Edwards 

i sur., 2012). Garcia-Mateos i sur. (2013) su identificirali 4 flavonoida iz skupine flavonol 

glikozida u ekstraktima cvijetova gloga, a to su kvercetin 3-O-glukozid, kvercetin 3-O-

ramnozid, kvercetin 3-O-ramnozil-(1  6)-glukozid te kvercetin 3-O-ramnozil-(1-2)-

[ramnozil-(1 - 6)]-glukozid.  

Flavanoli su sloţena podvrsta flavonoida koji obuhvaćaju jednostavne monomere 

katehin, njegov izomer epikatehin, oligomerne i polimerne procijanidine (Robbins i sur. 

2006). Naime, katehini i epikatehini često prolaze oksidacijske reakcije u biljkama u obliku 
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dimera, trimera i oligomera koji se nazivaju procijanidini (Nabavi i sur., 2015). Općenito, 

najraširenija su skupina flavonoida i javljaju se u četiri izomerna oblika. Glavni predstavnici 

flavanola su: (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galaktokatehin i (-)-epigalokatehin (Weinges i 

Piretti, 1971). Kod C. monogyna najzastupljeniji su katehin i epikatehin. Epikatehin je 

prisutan u cijeloj biljci, dok je katehin samo u nadzemnim dijelovima biljke i stanicama 

suspenzijskih kultura (Nabavi i sur., 2015). Epikatehin  prevladava u plodovima kineskog 

gloga. Sadrţaj epikatehina u plodovima različit je i varira 0,9-11,7 mg g
-1

 suhe tvari (Jurikova 

i sur., 2012).  

Proantocijanidini ili kondenzirani tanini sastoje se od flavanolskih jedinica kojih 

moţe biti i do 17 u jednoj molekuli. Za ljudsku prehranu najvaţniji od tih spojeva su 

procijanidini koji se sastoje od monomera (+)- katehina i (–)-epikatehina (Bais i sur., 2003). I 

procijanidini u glogu najčešće se sastoje od flavan-3-ol jedinica i to katehina i epikatehina 

(Svedström i sur., 2002). Više od 30 oligomernih procijanidina pronaĎeno je u lišću i plodu 

Crataegus spp. (Liu, 2012). (-)-Epikatehin, procijanidin dimeri B2, B4 i B5, procijanidin 

trimer C1, (-)-epikatehin-(4β→6)-(-)-epikatehin-(4β→8)-(-)-epikatehin i (-)-epikatehin-

(4β→8)-(-)-epikatehin- (4β→6)-(-)-epikatehin, procijanidin tetramer D1 i  pentamer E1 su 

najviše zastupljeni i u listu i u cvijetu C. laevigata (Svedström i sur., 2002). 

Istraţivanja su pokazala da su u europskom glogu C. monogyna prisutni flavonol 

glikozidi i procijanidi B-tipa, a u kineskom glogu C. Pinnatifida procijanidini B-tipa 

najvaţniji su fenolni spojevi. U kineskom glogu C. Pinnatifida pronaĎeni su epikatehin, 

procijanidini C-tipa te rutin. Vrijednosti procijanidina u bobicama kineskog gloga, manje su 

nego u europskog gloga, vjerovatno zbog prisutnosti raznih organskih kiselina u kineskom 

glogu (Jurikova i sur., 2012). (–)-Katehini i (+)-epikatehini su fitotoksini i neke ih biljke 

sintetiziraju u korijenu da bi spriječile naseljavanje drugih biljaka na tom području (Bais i 

sur., 2003).  

Flavonoli i flavoni sinetiziraju se u biljnim tkivima kao dio fenilpropanoid puta. 

Najznačajniji flavonol aglikoni su kvercetin, miricetin i kamferol. U biljnim tkivima se nalaze 

konjugirani sa šećerima (Herrmann, 1988). Kemferol i kvercetin su najzastupljeniji flavonol 

aglikoni, a hiperozid, izokvercetin i rutin su glavni flavonol glikozidi u glogu (Liu i sur. 

2012). Melikoglu i sur. (2004) izolirali su kvercetin iz listova i cvijetova C. Microphylla. 

Hiperozid je glavna komponenta cvijetova (Nabavi i sur., 2015). Kempferol je dominantan 

flavonol u plodu kineskog gloga C. Pinnatifida (Jurikova i sur., 2012). Koncentracija flavonol 
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glikozida u plodu kineskog gloga je 0.2-1.1 mg g
-1

 suhe mase. Većina flavona u listu i 

cvijetovima gloga su derivati apigenina ili luteolina, kao što su orientin, izoorientin, viteksin, 

izoviteksin, acetilviteksin (Wu i sur., 2014). Viteksin i njegovi derivati najzastupljeniji su 

flavoni u lišću gloga (Ringl i sur., 2007). Cui i sur. (2006) su identificirali viteksin-2"-

ramnosid kao tipičnu komponentu listova kod 4 vrste kineskog gloga. Liu i sur. (2003) su 

pomoću kapilarne elektroforeze izolirali iz C. Pinnatifida viteksin-2"-ramnozid, hiperozid, 

viteksin i rutin, te je koncentracija ovih spojeva bila veća u listovima nego u plodovima.. 

Antocijani su glavni sastojci cvijeća, te im daju prepoznatljivu boju. Antocijani  su 

spojevi flavanske strukture koja se sastoji od piranske jezgre povezane na nekondenzirani 

benzenski prsten.  U C. monogyna identificiran je cijanidin-3-O-galaktozid kao nosioc boje 

cvijetova gloga (Nabavi i sur., 2015). U zrelih plodova gloga identificirane su tri vrste 

antocijana meĎu kojima su cijanidin-3-O-glikozid, pelargonidin-3-O-glikozid te peonidin-3-

O-glukozid, a prezreli plodovi su imali najviše koncentracije antocijana (Rodrigues i sur., 

2014).  

Ostali fenolni spojevi u glogu. Lignani pomaţu u regulaciji normalnih fizioloških 

procesa biljke. Šest lignana u sastavu je lista samo jedne vrste i to vrste C. pinnatifida. Tih 6 

lignana su  (-)-2α-O-(β-D-glukopiranozil)-lionirezinol, tortozid A, eritro-1-(4-O-β-D-

glukopiranozil-3-methoksifenil)-2-[4-(3-hiroksipropil)-2,6-dimetoksifenoksi]-1,3propanediol, 

(7S,8R)-urolignozid, (7S,8R)-5-metoksidihidrodehi drodikoniferil alohol-4-O-β-D-

glukopiranozid and acernikol-4″-O-β-D-glukopiranozide (Gao i sur., 2010).  
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2.4 EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA 

Ekstrakti ili tinkture pripremljene od lista, cvijeta ili ploda gloga koriste se još od 

davnina (Bahorun i sur., 2003), a postupci ekstrakcije predstavljaju bitan korak u izdvajanju 

biološki aktivnih komponenti iz različitih materijala. Od ljekovitih biljaka rade se ekstrakti, 

koji se koriste u ljekovite svrhe, kao dodaci prehrani, a mogu se koristiti i u kozmetičke i 

farmaceutske svrhe. TakoĎer, u svrhu identifikacije i kvanitifikacije odreĎenih bioaktivnih 

tvari u nekom uzorku potrebno ih je izolirati. Metode izolacije, to jest ekstrakcije mogu biti 

različite i mogu se kombinirati, a najvaţnije je da su učinkovite. Fenomen ekstrakcije moţe se 

definirati kao izdvajanje neke tvari iz otopine, suspenzije ili čvrste tvari.  Ekstrakcija je 

tehnološka operacija potpunog ili djelomičnog odvajanja tvari iz homegenih smjesa, na 

osnovu njezine različite topljivosti u otapalima koja se meĎusobno ne mješaju (Lianfu i 

Zelong, 2008).  Za ekstrakciju se koriste različite konvencionalne metode kao što su: 

 1. Destilacija: direktna destilacija eteričnih ulja, destilacija vodenom parom ili destilacija 

vodom i parom  

2. Ekstrakcija otapalima: ekstrakcija otapalom/ima, maceracija, ekstrakcija s uljima  

3. Hladno prešanje  

4. Nekonvencionalne tehnike: ekstrakcija superkritičnim fluidima, Turbo–ekstrakcija, 

ekstrakcija s električnom energijom, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom  

Fenolni spojevi mogu se ekstrahirati iz svjeţih, smrznutih ili suhih uzoraka biljnog 

materijala. Takvi se uzorci često, prije ekstrakcije, usitnjavaju i homogeniziraju. Ekstrakcija 

fenolnih spojeva najčešće se provodi klasičnim metodama ekstrakcije, koje uključuju razna 

organska otapala. Metode ekstrakcije otapalima temelje se na miješanju uzorka s prikladnim 

otapalom i/ili prevoĎenju uzorka u dvofazni sustav sastavljen od dva ili više otapala koja su 

meĎusobno slabo topljiva (Dai i Mumper, 2010). Proces ekstrakcije biološki aktivnih 

komponenti iz različitih dijelova biljke predstavlja prijenos mase pri čemu se ciljane skupine 

sadrţane u matriksu prenose u otapalo do ravnoteţe koncentracije (Dornenburg i Knoor, 

1993.) Za ekstrakciju raznih polifenolnih spojeva koriste se različite metode s obzirom na 

velik broj različitih skupina polifenolnih spojeva s različitom strukturom i svojstvima. Ne 

postoji jedinstvena metoda za ekstrakciju svih polifenolnih spojeva, već se odabire metoda 

ovisno o ţeljenoj skupini polifenola ili pak o svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju (Valls 

i sur., 2009). Klasične metode ekstrakcije pokazuju nisku učinkovitost i potencijalno su štetne 
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za okoliš zbog korištenja velikih količina organskih otapala te dugotrajnosti koje ove metode 

zahtijevaju. Zbog tih razloga se sve više ispituju nove metode ekstrakcije, kao što su 

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. microwave-assistend extraction, MAE), 

ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. ultrasonic-assisted extractions, UAE) te 

ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (eng. pressurized liquid extraction, PLE). 

2.4.1 Izbor otapala u ekstrakciji 

Vrijeme potrebno za ekstrakciju ovisi o topljivosti komponente u otapalu, temperaturi 

ekstrakcije, površini namirnice izloţenoj otapalu, viskoznosti otapala i volumnom protoku 

otapala. Iz tih razloga, pogodno je provoĎenje ekstrakcije pri višim temperaturama zbog 

ubrzavanja procesa ekstrakcije, jer dolazi do povećanja brzine otapanja komponente, kao i 

brzine difuzije komponente u volumen otapala (Raso i sur., 1999). Ipak, temperature rijetko 

prelaze 100 ºC jer tada uglavnom dolazi do oštećenja ţeljene supstance ili ekstrakcije 

nepoţeljnih tvari. Budući da je brzina prijenosa mase direktno proporcionalna površini 

namirnice, prije ekstrakcije namirnica se usitnjava do odreĎenog stupnja i homogenizira. 

Viskoznost otapala mora biti dovoljno niska da otapalo moţe lako proći sloj krutih čestica, a 

takoĎer, veći protok otapala smanjuje granični sloj izmedu koncentrirane otopine i površine 

čestica, te time povećava brzinu ekstrakcije (Drmić i Reţek-Jambrak, 2010). 

Izbor otapala za ekstrakciju ovisi o vrsti i svojstvima komponente koju se ţeli 

ekstrahirati. Prilikom izbora potrebno je uzeti u obzir (Albu i sur., 2004): 

• polarnost; točka ključanja - treba biti što niţa, da olakša odvajanje otapala od 

komponente; reaktivnost 

• otapalo ne smije reagirati sa ekstraktom, niti se smije razgraĎivati 

• viskoznost- otapalo mora imati nisku viskoznost  

• stabilnost otapala na toplinu, kisik i svjetlo 

• sigurnost pri upotrebi – po mogućnosti 

• nezapaljivo, neškodljivo za tehničara i konzumenta te prilikom odlaganja ne smije 

ugroţavati okoliš 

• mora biti dostupno u dovoljnim količinama 
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• cijena – po mogućnosti što jeftinije  

• pogodnost za ponovnu upotrebu  

Otapala, kao što su metanol, etanol, aceton, etil acetat, i njihove kombinacije često su 

korišteni su za ekstrakciju fenola iz biljnog materijala u različitim omjerima vode. Odabirom 

pravog otapala utječe se na količinu esktrahiranih polifenola. Metanol je efikasan za 

ekstrahiranje polifenola manje molekulske mase, dok se flavonoidi bolje ekstrahiraju 

vodenom otopinom acetona. TakoĎer etanol je dobro otapalo za ekstrakciju, te je siguran za 

ljude (Dai i Mumper, 2010). 

Flavonoidi su topljivi u polarnim otapalima i najčešće se ekstrahiraju s metanolom, 

etanolom ili acetonom. Aglikoni flavonoida su netopljivi u vodi, a glikozidi flavonoida zbog 

prisutnih polarnijih skupina topljivi su u vodenim organskim sustavima. Ekstrahiranje 

flavonoida ovisi o koncentraciji vodene otopine etanola, koja moţe varirati od 40 do 96 % 

(v/v), a kao najučinkovitija pokazala se 70 % vodena otopina etanola (Urbonavičiūtėa i sur., 

2006). Vrlo polarne fenolne kiseline ne mogu se ekstrahirati čistim otapalom, već se 

preporučuje kombinacija otapalo-voda (Stalikas, 2007). 

TakoĎer je vaţan pH otapala za ekstrakciju. Za polifenole, većina ekstrakcija se izvodi 

u kiselim uvjetima, jer su općenito stabilniji u niskom pH, a kiseli uvjeti pomaţu polifenolima 

da ostanu neutralni, čime se lako ekstrahiraju s organskim otapalima. To je učinjeno pomoću 

slabe kiseline ili niske koncentracije jake kiseline. Visoka koncentracija kiselina moţe 

uzrokovati hidrolizu glikozida (Tsao, 2010). 

Albu i sur. su proveli istraţivanje ekstrakcije ultrazvukom kanozinske kiseline iz ruţmarina, 

koristeći butanon, etil-acetat i etanol kao otapala. Ekstrahirani su suhi i svjeţi listovi biljke.  

Etanol je pokazao efikasnost ekstrakcije kao i ostala otapala. Takoder, ekstrakcija osušene 

biljke sa etanolom se pokazala efikasnijom od one sa svjeţim materijalom, vjerojatno zbog 

prisutnosti vode (Albu i sur., 2004). 

 

2.4.2 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom 

Novi pristup ekstrakciji, djelovanjem ultrazvuka omogućava poboljšanu 

bioraspoloţivost mikronutrijenata zadrţavajući pritom njihova izvorna svojstva (Ashokkumar 

i sur., 2008; Šic Ţlabur i sur., 2015).   
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 Ultrazvučni val je gibanje mehaničkog poremećaja kroz sredstvo, a u praktičnoj 

primjeni ga susrećemo u obliku impulsa ili harmonijskog vala (Brnčić i sur., 2009a). 

Ultrazvučni valovi su slični zvučnim valovima, ali imaju frekvencije više od 16 kHz (slika 5), 

pa ih ljudsko uho ne moţe čuti. U prehrambenoj industriji primjenjuju se ultrazvučni valovi 

dvaju područja frekvencija. To su UZ valovi niskog intenziteta (manje od 1 Wcm
-2

) 

frekvencija 5 do 10 MHz, te UZ valovi visokog intenziteta (10 do 1 000 Wcm
-2

) i frekvencija 

viših od 2,5 MHz (Lelas, 2006). 

 

Slika 5.  Područje ultrazvuka (Anonymus, 2016)  

Ultrazvuk poboljšava ekstrakciju otapalima svojim mehaničkim djelovanjem na 

uzorak. Ultrazvuk visoke snage koristi se za ekstrakciju, te uslijed djelovanja kavitacija na 

stanični materijal omogućuje veće prodiranje otapala u materijal te povećava prijenos mase 

(Roselló-Soto i sur., 2015). Uslijed pucanja staničnih stjenki dolazi do direktnog kontakta sa 

sadrţajem stanice (Vinatoru, 2001). Primjena ultrazvukom potpomognute ekstrakcije u 

tehnologiji prerade hrane od interesa je zbog povećanja ekstrakcije komponenti iz biljnog i 

ţivotinjskog materijala (Ninčević Grassino i sur., 2016). Tehnologijom ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije moţe se potencijalno povećati ekstrakciju odreĎenih komponenti, 

kao što su polifenoli, antocijani i aromatske tvari.  

Učinak ultrazvuka je puno korisniji pri niţim frekvencijama (18–40 kHz), dok je  

zanemariv u rasponu od 400-800 kHz, jer kod niţih frekvencija dominiraju mehanički učinci 

fenomena kavitacije (Drmić i Reţek-Jambrak, 2010). Do nastanka kavitacije doći će prilikom 

obrade materijala ultrazvukom, kada zvučni val doĎe do tekuće sredine te nastaju 

longitudinalni valovi pri čemu dolazi do naizmjeničnih ciklusa saţimanja i ekspanzije. Tada 

se formiraju mjehurići plina u materijalu (Patist i Bates, 2008). Kavitacije mogu biti stabilne, 
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te tada dolazi do sudaranja kavitacijskih mjehurića i prijelazne kada mjehurići implodiraju te 

tako prenose energiju u okolni medij. Kada mjehurić dosegne maksimalnu veličinu te kada 

procesi koji se dogaĎaju unutar kavitacijskog mjehurića postanu kritični, dolazi do kolapsa 

mjehurića i širenja energije. Pucanje kavitacijskih mjehurića uzrokuju vrlo visoke temperature 

i tlakovi u mediju. Sposobnost ultrazvuka da izazove kavitacije ovisi o karakteristikama 

ultrazvuka (frekvenciji, amplitudi), okolnim uvijetima (temperaturi, tlaku i vlaţnosti) te 

svojstvima proizvoda (viskoznosti, gustoći i površinskoj napetosti) (Brnčić i sur., 2009b). 

Kako bi iskorištenje procesa bilo maksimalno, potrebno je podesiti sve parametre ultrazvuka i 

ekstrakcije koji su prikazani u tablici 1.  

Tablica 1.  Parametri koji utječu na proces ultrazvučne ekstrakcije ( Wang i sur., 2006) 

ULTRAZVUK EKSTRAKCIJA 

Frekvencija Vrijeme trajanja 

Ciklus Otapalo 

Amplituda Temperatura 

Akustična snaga  

 

Prednosti ultrazvučne esktrakcije nad klasičnim postupcima:  

 Ekstrakcija se provodi pri niţim tempraturama 

 Vrijeme ekstrakcije se smanjuje 

 Troši se znatno manja količina otapala 

 Ekološki je prihvatljiva metoda (Wang i Weller., 2006). 

 

Ultrazvuk  značajno utječe na brzinu različitih procesa u bioprocesnom inţenjerstvu i 

industriji hrane. Mnogo je pozornosti  usmjereno na primjenu ultrazvuka za ekstrakciju 

prirodnih spojeva kojima su obično potrebni sati ili dani do završetka s konvencionalnim 

metodama. Koristeći ultrazvuk, puno ekstrakcija sada moţe biti provedeno u nekoliko minuta 

s visokom ponovljivosti, smanjujući potrošnju otapala, pojednostavljujući rukovanje i obradu, 

dajući veću čistoću konačnog produkta, eliminirajući naknadnu obradu otpadnih voda i 

konzumiranje samo dijela otapala koji su potrebni za konvencionalne metode kao što su 

ekstrakcije Soxhlet ekstrakcijom, maceracija ili parna destilacija (Chemat i sur., 2010). U 

usporedbi s drugim ekstrakcijskim tehnikama kao što je ekstrakcija potpomognuta 
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mikrovalovima i konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, ultrazvučno potpomognuta 

ekstrakcija je jeftina i učinkovita alternativa, a rad s tom ekstrakcijom je olakšan (Pan i sur. 

2012).  

Ultrazvučna ekstrakcija moţe biti:  

 Ekstrakcija u ultrazvučnoj kupelji 

 Ekstrakcija sa uronjenom sondom 

Ultrazvučne kupelji se često koriste u laboratorijima jer su lako dostupne i relativno su 

jeftine. Elementi pretvornika su smješteni na dnu spremnika i glavnina ultrazvučnih kupelji 

radi na frekvenciji od 20-40 kHz, iako postoje izvedbe i u višem frekvencijskom području 

(Brnčić i sur. 2009c).  

Ekstrakcija sa direktno uronjenom sondom provodi se na način da se u uzorak, koji se 

nalazi u tekućem agregatnom stanju uroni ultrazvučna sonda. Uzorak se tretira ultrazvukom 

uz miješanje kako bi se temperatura koja nastaje tijekom kolapsa kavitacijskih mjehurića 

ravnomjerno prenijela na čitav uzorak. Potrebno je pratiti temperaturu uzorka, te isti po 

potrebi hladiti ili zagrijavati (De Casto i Capote, 2007).  

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom fenolnih spojeva iz lišća gloga C. Pinnatifida 

pokazala se boljom u odnosu na konvencionalne metode. Bolji su prinosi fenolnih spojeva, a 

ekstrakti pokazuju bolju antioksidacijsku aktivnost. Ekstrakcija je učinkovita i alternativna je 

metoda, a ekstrakti se mogu koristiti kao sastojci u farmaceutskoj industriji te kao dodaci 

zdravoj prehrani. Kao optimalni uvijeti ekstrakcije za fenolne spojeve pokazali su se: 

temperatura 41 °C, vrijeme tretiranja 31 minutu te koncentracija etanola 39 %  (Luo i sur., 

2015). 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

 

3.1 MATERIJALI 

U istraţivanju je korištena biljna mješavina cvijeta i lista gloga  (Crataegi folium cum 

flore) nabavljena u suradnji sa Suban d.o.o., sakupljena na području RH te osušena. Biljna 

mješavina cvijeta i lista gloga samljevena je pomoću električnog mlinca (Imetec Dolcevita, 

Italy) u fini prah.  

3.2 METODE 

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzorka lista i cvijeta gloga provedena je primjenom 

ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, a u ekstraktima gloga je provedeno  odreĎivanje 

ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola, hidroksicimetnih kiselina. 

Uzorci su tretirani ultrazvučnim procesorom UP 400 S (Hielscher, Njemačka), sa 

sondom promjera 7 mm. Ekstrakcija je provedena uz primjenu vodenih otopina metanola ili 

etanola različitih koncentracija (50 % i 70 %) kao otapala, u vremenu trajanja ekstrakcije 3, 6 

i 9 minuta, s amplitudama ultrazvuka od 50 %, 75 % te 100 %, pri punom ciklusu.  

Eksperimentalni dizajn ekstrakcije prikazan je u tablici 2. 
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Tablica 2. Eksperimentalni dizajn izolacije fenolnih spojeva iz mješavine cvijeta i lista gloga 

primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom 

 Otapalo Amplituda 

(%) 

Polarnost 

(%) 

Vrijeme 

(min) 

1 Etanol 50 50 3 

2 Etanol 50 50 6 

3 Etanol 50 50 9 

4 Etanol 50 70 3 

5 Etanol 50 70 6 

6 Etanol 50 70 9 

7 Etanol 75 50 3 

8 Etanol 75 50 6 

9 Etanol 75 50 9 

10 Etanol 75 70 3 

11 Etanol 75 70 6 

12 Etanol 75 70 9 

13 Etanol 100 50 3 

14 Etanol 100 50 6 

15 Etanol 100 50 9 

16 Etanol 100 70 3 

17 Etanol 100 70 6 

18 Etanol 100 70 9 

19 Metanol 50 50 3 

20 Metanol 50 50 6 

21 Metanol 50 50 9 

22 Metanol 50 70 3 

23 Metanol 50 70 6 

24 Metanol 50 70 9 

25 Metanol 75 50 3 

26 Metanol 75 50 6 

27 Metanol 75 50 9 

28 Metanol 75 70 3 

29 Metanol 75 70 6 

30 Metanol 75 70 9 

31 Metanol 100 50 3 

32 Metanol 100 50 6 

33 Metanol 100 50 9 

34 Metanol 100 70 3 

35 Metanol 100 70 6 

36 Metanol 100 70 9 
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3.2.1  Ekstrakcija polifenola iz mješavine lista i cvijeta gloga 

Aparatura i pribor 

1. Analitička vaga (METTLER) 

2. Ultrazvučni procesor UP 400 S, promjer sonde 7 mm, Hielscher, Njemačka 

3. Zaštitne naočale 

4. Zaštitne slušalice 

5. Centrifuga (HETTICH, Rotofix 32) 

6. Kivete (50mL) 

7. Staklene čaše (100mL) 

8. Menzure, volumena 100mL i 1L 

9. Stakleni štapić 

10. Pipete (20 i 25 mL) 

11. Odmjerne tikvice volumena 50 mL 

12. Erlenmeyer-ove tikvice volumena 50 mL 

13. Stalak za epruvete 

14. Epruvete 

 

Kemikalije i otapala 

• Etanol, 96 %-tni  

• Etanol, 50 %-tni  

Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L doda se 520,8 mL 96 %-tnog etanola i razrijedi do 

oznake destiliranom vodom. 

• Etanol, 70 %-tni  

Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L doda se 729,1 mL 96 %-tnog etanola i razrijedi do 

oznake destiliranom vodom. 

• Metanol, 100 %-tni 

• Metanol, 50 %-tni  
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Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L doda se 500 mL 100 %-tnog metanola i razrijedi do 

oznake destiliranom vodom. 

• Metanol, 70 %-tni  

Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L doda se 700 mL 100 %-tnog metanola i razrijedi do 

oznake destiliranom vodom. 

 

Postupak ekstrakcije 

1 g samljevenog uzorka homogenizira se s 50 mL otapala (50 %, 70 % metanol i  50 %,70 % 

etanol) u staklenoj čaši. Čaša s uzorkom i otapalom, postavlja se na predviĎeni prostor na 

postolju u ultrazvučnom procesoru s uronjenom sondom od 7 mm do polovice čaše. Postave 

se amplituda i puni ciklus  na procesoru, te se mjeri vrijeme. 

Nakon ekstrakcije uzorci se kvantitativno prenesu u odmjerne tikvice od 50 mL koje se do 

oznake nadopune otapalom koje je korišteno za ekstrakciju, te se prenesu u kivete od 50 mL. 

Nakon toga uzorci se centrifugiraju na 5500 o/min u trajanju od 10 minuta. Supernatant 

dobiven centrifugiranjem se odvoji od nastalog taloga  u čiste kivete od 50 mL. Ekstrakti se 

čuvaju u zamrzivaču na temperaturi -18 °C do trenutka odreĎivanja fenolnih spojeva. 

 

3.2.2 OdreĎivanje ukupnih flavonoida spektrofotometrijskom metodom 

OdreĎivanje ukupnih flavonoida provodi se u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka 

primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s 

aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom  te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 

415 nm. 

 

Aparatura i pribor:  

1. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)  

2. Staklene kivete 

3. Tehnička vaga Mettler (točnosti ±0,01g) 

4. Analitička vaga Kern ABT 220-4M 

5. Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL 

6. Mikropipete od 100 i 1000 μL 
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7. Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL 

8. Menzura, volumena 100 mL i 1 L 

9. Staklene epruvete 

10.  Plastična laĎica za vaganje 

Reagensi:  

1. Etanol, 96 %-tni  

2. Metanol, 100 %-tni  

3. Aluminijev klorid, 10 %-tni  

Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminj-klorid–heksahidrat,p.a.) otopi se sa 5 mL 

destilirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake 

destiliranom vodom. 

4. Kalijev acetat, 1 M 

Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativno prenese 

u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom. 

5. Standard kvercetina (100 mg L
-1

) 

Priprema: odvaţe se 10 mg standarda kvercetina u plastičnoj laĎici za vaganje te se pomoću 5 

mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi 

u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom. Iz alikvotne otopine prirede 

se redom razrijeĎenja  od 10, 25, 50 i 75 mg L
-1

. 

 

RazrijeĎenja: 

Ekstrakti gloga dobiveni ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom prije analize razrijeĎeni 

su 5 puta sa otapalom koje je korišteno za ekstrakciju. 

 

Postupak odreĎivanja ukupnih flavonoida 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 

10 %-tnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti 

način se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se 

umjesto 10 %-tnog aluminijeva klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). 
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Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon čega slijedi mjerenje apsorbancije (optička 

gustoća otopine) pri valnoj duljini 415 nm.  

 

Izrada baţdarnog pravca 

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg L
-1

. Od te otopine 

standarda rade se razrijeĎenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom 1, 

2.5, 5 i 7.5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se 

nadopunjavaju do oznake 100 %-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama 

iznose 10, 25, 50 i 75 mg L
-1

. TakoĎer se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda 

koncentracije 100 mg L
-1

. 

Iz svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 

mL 10 %-tnog aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na 

isti način se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 %-tni metanol te se 

umjesto 10 %-tnog aluminijeva klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). 

Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon čega slijedi mjerenje apsorbancije (optička 

gustoća otopine) pri valnoj duljini 415 nm. 

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baţdarni pravac (prilog 7.1) pomoću 

programa  Microsoft Excel pri čemu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg L
-1

), 

a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih 

flavonoida izračuna se prema dobivenoj jednadţbi pravca.  

 

Na temelju dobivenih rezultata,  jednadţba pravca glasi: 

Y = 0,0069X + 0,0002 

gdje je: 

Y – apsorbancija pri 415 nm, 

X – koncentracija kvercetina (mg L
-1

). 

X (mg g
-1

)= X(mgL
-1

)×V(L)×razrjeĎenje/m(g) 

Maseni udjeli flavonoida izraţeni su kao ekvivalent kvercetina mgQE g
-1

. 
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3.2.3 OdreĎivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola 

OdreĎivanje se provodi u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka primjenom 

spektrofotometrijske metode pri čemu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm i 360 

nm. 

Aparatura i pribor: 

1. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)  

2. Staklene kivete 

3. Analitička vaga Kern ABT 220-4M 

4. Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL 

5. Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1 L 

6. Menzura, volumena 100 mL i 1 L 

7. Staklene epruvete 

8. Plastična laĎica za vaganje 

Reagensi: 

1. Koncentrirana klorovodična kiselina, 37 % 

2. Etanol, 96 % 

3. Klorovodična otopina masene koncentracije 1g L
-1

 HCl (u 96 % etanolu) 

Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodične kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu 

tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake. 

4. Klorovodična otopina masene koncentracije 2g L
-1

 HCl  

Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodične kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu 

tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake. 

5. Standard kafeinske kiseline (100 mg L
-1

) 
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Priprema: najprije se pripremi otopina standarda kafeinske kiseline u koncentraciji 100 mg L
-

1
. Odvaţe se 10 mg standarda kafeinske kiseline u plastičnoj laĎici za vaganje te se pomoću 5 

mL 80 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u 

datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni 80 %-tnim metanolom.  

6. Standard kvercetina (100 mg L
-1

) 

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 100 mg L
-1

. 

Odvaţe se 10 mg standarda kvercetina u plastičnoj laĎici za vaganje te se pomoću 5 mL 100 

%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom 

volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.  

    7. Standard klorogenske kiseline (100 mg L
-1

) 

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 100 mg 

L
-1

. Odvaţe se 10 mg standarda klorogenske kiseline u plastičnoj laĎici za vaganje te se 

pomoću 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 

mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom. 

RazrijeĎenja: 

Ekstrakti gloga dobiveni ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom razrjeĎeni su 2,5 puta 

otapalom koje se koristilo za ekstrakciju. 

Postupak odreĎivanja 

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL ekstrakta, 250 μL 1g L
-1

 HCl u 96 % etanolu 

i 4,55 mL 2 g L
-1

 HCl. Za odreĎivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavanola 

apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm. Na isti način se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto 

ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.  

Izrada baţdarnog pravca 

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomoću jednadţbe baţdarnog 

pravca za kafeinsku kiselinu (prilog 7.2), dok se kvantifikacija ukupnih flavonola provodi 

pomoću jednadţbe baţdarnog pravca za kvercetin (prilog 7.3). 

a) hidroksicimetne kiseline 
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Iz alikvotne otopine standarda 500 mg L
-1

 potrebno je prirediti razrjeĎenja: 9,23, 23,99, 49,82,  

99,63, 147,60, 228,78 mg L
-1

.  

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL otopine standarda, 250 μL 1g L
-1

 HCl u 96 % 

etanolu i 4,55 mL 2 g L
-1

 HCl. Na isti način se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto 

ekstrakta uzima 80 %-tni metanol. Za odreĎivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina 

apsorbancija se mjeri na 320 nm. 

 

Na temelju dobivenih rezultata,  jednadţba pravca glasi: 

Y = 0,0047X + 0,0231 

gdje je: 

Y – apsorbancija pri 320 nm, 

X – koncentracija kafeinske kiseline (mg L
-1

). 

X (mg g
-1

)= X(mg L
-1

)×V(L)×razrjeĎenje/m(g) 

Maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina izraţavaju se kao ekvivalent kafeinske kiseline 

(mgCAE g
-1

). 

b)  flavonoli 

Iz alikvotne otopine standarda 100 mgL
-1

 potrebno je prirediti razrjeĎenja: 2.5, 5, 10, 25, i 50 

mg/L na način da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0.25, 0.5, 1, 2.5 i 5 mL i nadopuni 

100 %-tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 10 mL. Na isti način se pripremi i slijepa 

proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 %-tni metanol.  

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 μL otopine standarda, 250 μL 1g L
-1

 HCl u 96 % 

etanolu i 4,55 mL 2 g L
-1

 HCl. Za odreĎivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360 

nm. 

 

Na temelju dobivenih rezultata,  jednadţba pravca glasi: 

Y = 0,0031 X 

gdje je: 

Y – apsorbancija pri 360 nm, 

X – koncentracija kverecetina (mg L
-1
). 

X (mg g
-1

)= X(mg L
-1

)×V(L)×razrjeĎenje/m(g) 

Maseni udjeli flavonola izraţeni se kao ekvivalent kvercetina mgQE g
-1

. 
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3.2.4 Statistička analiza 

Eksperimentalno dobiveni podaci te njihova ovisnost o udjelu etanola/metanola u otapalu za 

ekstrakciju, vremenu trajanja ekstrakcije, te amplitudi ultrazvuka obraĎeni su pomoću 

statističke analize ANOVA. 
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4.   REZULTATI I RASPRAVA 

U ovom poglavlju prikazani su maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina, ukupnih 

flavonola, ukupnih flavonoida iz mješavine lista i cvijeta gloga. Ekstrakcija navedenih 

skupina fenolnih spojeva provedena je primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom pri 

zadanim uvjetima kako je opisano u poglavlju  3.2 Metode.  

Na slici 6. prikazane su vrijednosti ukupnih hidroksicimetnih kiselina tj. utjecaj volumnih 

udjela etanola (50 %, 70 %) u otapalu za ekstrakciju , trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 

minuta te amplitude ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %) na izolaciju ukupnih hidroksicimetnih 

kiselina.  

Na slici 7. prikazane su vrijednosti ukupnih hidroksicimetnih kiselina tj. utjecaj volumnih 

udjela metanola (50 %, 70 %) u otapalu za ekstrakciju, trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 

minuta te amplitude ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %) na izolaciju ukupnih hidroksicimetnih 

kiselina. 

Na slici 8. prikazane su vrijednosti ukupnih flavonola tj. utjecaj volumnih udjela etanola (50 

%, 70 %) u otapalu za ekstrakciju, trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 minuta te utjecaj 

amplitude ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %)  na izolaciju ukupnih flavonola. 

Na slici 9. prikazane su vrijednosti ukupnih flavonola tj. utjecaj volumnih udjela metanola (50 

%, 70 %) u otapalu za ekstrakciju, trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 minuta te amplitude 

ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %) na izolaciju ukupnih flavonola. 

Na slici 10. prikazane su vrijednosti ukupnih flavonoida tj. utjecaj volumnih udjela etanola 

(50 %, 70 %) u otapalu za ekstrakciju, trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 minuta te 

amplitude ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %) na izolaciju ukupnih flavonoida. 

Na slici 11. prikazane su vrijednosti ukupnih flavonoida tj. utjecaj volumnih udjela metanola 

(50 %, 70 %) u otapalu za ekstrakciju, trajanja vremena ekstrakcije 3, 6 i 9 minuta te 

amplitude ultrazvuka (50 %, 75 %, 100 %) na izolaciju ukupnih flavonoida. 
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4.1  UKUPNE HIDROKSICIMETNE KISELINE  

a)  

b)  

c)  

Slika 6. Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga 

(mgCAE g
-1

) dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  etanola, 

u trajanju ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50 % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 50 % najveći prinos ukupnih hidroksicimetnih 

kiselina (UHCK) dobiven je uz upotrebu 70 % etanola. Uz navedeno otapalo kroz 

vrijeme ekstrakcije od 3, 6 i 9 minuta vrijednost UHCK se smanjivala kako se vrijeme 

povećavalo, te je tijekom 3 minute ostvaren najveći prinos UHCK te iznosi 22,01 

mgCAE g
-1

. Uz primjenu ekstrakcijskog otapala s manjim udjelom etanola (50 % 

otopina etanola), dobiveni prinosi UHCK su manji, s tim da vrijeme ekstrakcije nije 

bitno utjecalo na prinos UHCK. 

b) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 75 % najveći prinos UHCK dobiven je uz 

upotrebu 50 %-tne otopine etanola. Uz navedeno otapalo tijekom 6 minuta trajanja 

ekstrakcije ostvaren je najveći prinos UHCK, te se smanjio tijekom 9 minuta trajanja 

ekstrakcije. Kada je korištena vodena otopina 70 % etanola prinosi su bili podjednaki, 

te vrijeme nije značajno utjecalo na ekstrakciju. 

c) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 100 % najveći prinos UHCK dobiven je s 50 

%-tnom otopinom etanola tijekom 9 minuta ekstrakcije. 70 %-tna vodena otopina 

etanola imala je podjednako djelovanje kao i 50 %-tna otopina etanola tijekom 6 

minuta ekstrakcije. 

 

Pri amplitudi 50 % ostvaren je najveći prinos UHCK uz 70 %-tnu vodenu otopinu etanola, te  

se moţe vidjeti da povećanjem amplitude ultrazvuka ne dolazi do značajne promjene u 

prinosu UHCK. Pri višim amplitudama 75 % i 100 % kao bolje otapalo pokazala se 50 %-tna 

otopina etanola. S obzirom da je 70 %-tna otopina dala najveću vrijednost UHCK, pokazala 

se se kao bolje otapalo. S povećanjem vremena ekstrakcije ne vide se značajne razlike meĎu 

prinosima, te se moţe reći da povećanje vremena ne utječe na ekstrakciju. 
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a)  

b)  

c)  

Slika 7. Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga 

(mgCAE g
-1

) dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  

metanola, u trajanju ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50  % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 50 % najveći prinos ostvaren je sa 70 %-tnim 

metanolom u trajanju ekstrakcije od 9 minuta. Prinos se povećavao što se vrijeme 

ekstrakcije povećavalo, ali nema značajnih razlika izmeĎu prinosa (17,00-18,56 

mgCAE g
-1

). 50 %-tna otopina metanola imala je manje prinose UHCK od 70 %-tne 

vodene otopine metanola, te nema značajnog utjecaja vremena na ekstrakciju.  

b) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 75 % najveći prinos UHCK ostvaren je uz 

upotrebu 70 %-tne vodene otopine metanola u vremenu trajanja ekstrakcije od 6 

minuta (19,14 mgCAE g
-1

). Vrijeme trajanja ekstrakcije neznatno je utjecalo na prinos 

UHCK. Koristeći 50 %-tnu vodenu otopinu metanola dobiveni su znatno manji prinosi 

UHCK, a vrijeme takoĎer nije utjecalo na ekstrakciju. 

c) Najveći prinos UHCK pri amplitudi 100 % ostvaren je sa 70 %-tnim metanolom 

(18,87 mgCAE g
-1

) pri trajanju ekstrakcije od 9 minuta. Prinosi UHCK dobiveni sa 50 

%-tnom otopinom metanola su znatno manji. Vrijeme ekstrakcije nije znatno utjecalo 

na ekstrakciju. 

 

Pri amplitudi 75 % ostvaren je najveći prinos UHCK (19,14 mgCAE g
-1

) uz 70 %-tnu vodenu 

otopinu metanola. Povećanjem polarnosti otapala na 70 %, prinosi su bili veći. Povećanje 

amplitude nije znatno utjecalo na prinos kao ni vrijeme ekstrakcije. 

UsporeĎujući otapala koja su se koristila za ekstrakciju, vidi se da su se bolje pokazali 70 %-

tni metanol i etanol, od 50 %-tnog metanola i etanola za ekstrakciju UHCK. Prinosi su bili 

veći pri višim koncentracijama alkohola u vodenoj otopini. Kao najbolje otapalo pokazala se   

70 %-tna vodena otopina etanola, kojom su postignuti  najveći prinosi UHCK.  Kako se 

amplituda povećavala, ne vidi se značajno povećanje ukupnih prinosa. Vrijeme takoĎer nije 

značajno utjecalo, te povećanje vremena ne mora nuţno značiti i veće prinose, jer je već u 3 

minuti ekstrakcije ostvarena najveća vrijednosti ukupnih hidroksicimetnih kiselina. 

 Liu i sur. (2015) su ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom iz biljke Cimicifugae rhizoma 

utvrdili parametre ekstrakcije za klorogensku, ferulinsku i izoferulinsku kiselinu, pri čemu su 

kao otapalo koristili etanol (40 %, 60 %, 80 %). Povećanjem udjela alkohola u otopini prinos 

navedenih kiselina se povećavao, te je statističkom analizom utvrĎena najbolja koncentracija 

etanola, a to je 65,39 %. Navedeni podaci slaţu se sa našim dobivenim rezultatima gdje se 

najbolje pokazala vodena otopina etanola koncentracije 70 %. 
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Carrera i sur. (2012) su proveli istraţivanje ukupnih fenolnih spojeva iz grejpa ultrazvukom 

potpomognutom ekstrakcije. Njihovo istraţivanje potvrĎuje da povećanje amplitude na 100 % 

ne mora nuţno značiti i povećanje prinosa ukupnih polifenolnih spojeva, te da nema značajnih 

razlika izmeĎu 50 % i 100 % amplitude. TakoĎer su potvrdili i da vrijeme ekstrakcije bitno ne 

utječe na ekstrakciju, jer je 6 minuta optimalno vrijeme, te povećanje vremena ne pridonosi 

znatno povećanju prinosa ukupnih polifenolnih spojeva. 

Tablica 3. statistička analiza ANOVA za ukupne hidroksicimetne kiseline 

Izvor varijacije P 

Otapalo 0,025066 

Amplituda 0,191851 

Polarnost 0,000000 

Vrijeme 0,573219 

 

Prema rezultatima statističke analize (ANOVA) odabir otapala ima značajan utjecaj kao i 

polarnost otapala odnosno udio vodene faze u otapalu  na maseni udio ukupnih 

hidroksicimetnih kiselina. Vrijeme i amplituda nemaju značajan utjecaj na maseni udio 

ukupnih hidroksicimetnih kiselina. 
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4.2  UKUPNI FLAVONOLI 

a)  

b)  

c)  

Slika 8. Maseni udjeli ukupnih flavonola ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga (mgQE g
-1

) 

dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  etanola, u trajanju 

ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50 % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 50 % najveći prinos ukupnih flavonola (UF) 

dobiven je uz upotrebu 70 %-tnog etanola u trajanju vremena ekstrakcije 9 min i 

iznosio je 13,58 mgQE g
-1

. Upotrebom 50 % etanola, vrijednosti su konstantne, 

vrijeme ne pokazuje utjecaj na njih i kreću se u rasponu od 9,85-11,85 mgQE g
-1

. 

Budući da se smanjila polarnost otapala, nema većih razlika izmeĎu ova dva otapala. 

b) Pri amplitudi 75 % najveći prinos (23,12 mgQE g
-1)

  ostvaren je uz upotrebu 70 %-tne 

vodene otopine etanola u 3 minuti ekstrakcije. UsporeĎujući prinose UF uz upotrebu 

50 %-tne vodene otopine etanola ne vide se velika odstupanja od prinosa uz 70 %-tnu  

vodenu otopinu etanola u vremenu trajanja ekstrakcije 6 i 9 minuta, dok je u 3 minuti 

ekstrakcije prinos UF bio duplo veći uz upotrebu 70 % etanola. 

c) Ukupni prinos flavonola pri amplitudi 100 % nastavlja trend prinosa kao i kod 50 % i 

70 % amplitude. Najveći prinos (14,16 mgQE g
-1

) ostvaren je uz upotrebu 70 %-tnog 

etanola. Kada se smanji polarnost etanola na 50 % , ne vide se značajne razlike izmeĎu 

prinosa UF izmeĎu ova dva otapala. 

  

 Smanjenjem polarnosti otapala ne vide se značajne razlike izmeĎu 50 % i 70 %-tne vodene 

otopine. S obzirom da je najveći prinos ostvaren uz 70 %-tni etanol pri amplitudi 75 %, moţe 

se zaključiti da se on pokazao kao bolje otapalo. Povećanjem amplitude, ne uočava se 

značajno povećanje prinosa UF. TakoĎer povećanje vremena nije značajno utjecalo, jer se 

vidi da je već u 3 minuti ostvaren najveći prinos flavonola. 
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a)  

   b)      

  c)       

Slika 9. Maseni udjeli ukupnih flavonola ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga (mgQE g
-1

) 

dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  metanola, u trajanju 

ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50 % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 50 % prinos dobiven uz upotrebu 70 %-tnog 

metanola neznatno varira bez obzira na vrijeme trajanja ekstrakcije (13,84-14,82 

mgQE g
-1

). Maseni udjeli manji su u ekstraktima dobivenim uz primjenu 50 %-tne 

otopine metanola, te se smanjuju  što se vrijeme povećava. 

b) U ekstraktima dobivenim pri amplitudi 75 % prinosi UF uz upotrebu 50 %  metanola 

znantno variraju tijekom vremena ekstrakcije. U 3 minuti ekstrakcije zabiljeţena je 

najniţa vrijednost UF 6,62 mgQE g
-1

, dok je u 6 minuti ta vrijednost duplo narasla 

(13,69 mgQE g
-1

), te se opet smanjila povećanjem vremena na 9 minuta. Ipak, maseni 

udjeli dobiveni uz 70 % otopinu metanola, veći su u odnosu na 50 %-tnu otopinu 

metanola, te njihova količina neznatno varira u odnosu na vrijeme (14,45-15,72mgQE 

g
-1

). 

c) Povećanjem amplitude nastavlja se trend ukupnih prinosa flavonola. Uz upotrebu      

50 % metanola vrijednosti znatno ne variraju u odnosu na vrijeme, ali su vrijednosti 

manje nego što su dobivene uz upotrebu 70 % metanola. Povećanjem polarnosti 

otapala povećale su se vrijednosti UF, te je u 3 minuti postignuta najveća 

koncentracija 15,68 mgQE g
-1

. Povećanjem amplitude ne vidi se značajan porast 

vrijednosti ukupnih flavonola. 

 

S obzirom da su dobiveni veći prinosi UF primjenom 70 % metanola, moţe se zaključiti da je 

ono bolje otapalo od 50 %. Povećanjem amplitude ne uočava se značajno povećanje prinosa, 

te takoĎer povećanje vremena nije značajno utjecalo na vrijednosti ukupnih flavonola. 

UsporeĎujući dva otapala etanol i metanol, odnosno  njihove 50 % i 70 %-tne vodene otopine 

vidi se da su se bolje pokazale 70 %-tne vodene otopine, jer povećanjem udjela alkohola u 

otopini dobiveni su veći prinosi ukupnih flavonola. S obzirom da je sa 70 %-tnom vodenom 

otopinom etanola postignuta najveća vrijednost UF 23,12 mgQE g
-1

, moţe se zaključiti da se 

etanol pokazao kao učinkovitije otapalo od metanola. Povećanje amplitude i vremena nije  

jako utjecalo na vrijednosti ukupnih flavonola. 

Na uzorcima cvijeta i lista gloga provedeno je istraţivanje (klasična ekstrakcija, maceracija, 

ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima te su istraţeni utjecaji 

(temperature, otapala, snage i vremena trajanja ekstrakcije) utjecaja ekstrakcijskih parametara 

na ekstrakciju hiperozida, viteksina i vitexin-2′′-O-ramnozida, HPLC-UV/PAD metodom. 

Ultrazvučna ekstrakcija i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima daju bolje prinose gore 

navedenih fenolnih spojeva. Kao otapala koristili su se etanol (25 %, 50 %, 75 %, 96 %), 
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metanol (25 %, 50 %, 75 %, 100 %) te voda, u trajanju ekstrakcije od 60 minuta. Kao najbolje 

otapalo pokazao se 50 %-tni etanol u trajanju ekstrakcije do 30 minuta (Martino i sur., 2008).  

Na uzorcima biljke  Euonymus alatus provedeno je istraţivanje utjecaja ekstrakcijskih 

parametara na ekstrakciju rutina i kvercetina u ultrazvučnoj kupelji. Kao najbolje 

ekstrakcijsko otapalo pokazao se 70 %-tni etanol u trajanju ekstrakcije 3 puta po 30 minuta. 

Rezultati su usporeĎeni s klasičnom metodom ekstrakcije, maceracijom te se ultrazvuk 

pokazao kao bolji način ekstrakcije jer se smanjila upotreba otapala i skratilo se vrijeme 

trajanja ekstrakcije (Yang i Zhang, 2008). 

Jovanović i sur. (2015) su proveli istraţivanje na biljci Thymus serpyllum, te su odredili 

optimalne uvijete ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Njihovo istraţivanje potvrĎuje da 

vrijeme ekstrakcije ne utječe bitno na ekstrakciju ukupnih polifenolnih spojeva. Optimalno 

vrijeme ekstrakcije je 3 min, te povećanje vremena ekstrakcije na 15 minuta nije doprinjelo 

većim vrijednostima ukupnih polifenolnih spojeva  

Tablica 4. statistička analiza (ANOVA) za ukupne flavonole 

Izvor varijacije P 

Otapalo 0,393065 

Amplituda 0,022214 

Polarnost 0,000000  

Vrijeme 0,937426 

 

Prema rezultatima statističke analize (ANOVA) odabir ekstrakcijskog otapala nema značajan 

utjecaj na maseni udio ukupnih flavonola, dok udio vodene faze  u ekstrakcijskom otapalu 

odnosno polarnost ima značajan utjecaj na udio ukupnih flavonola. Amplituda je pokazala  

značajan utjecaj na maseni udio ukupnih flavonola, dok vrijeme nije pokazalo značajan 

utjecaj na maseni udio ukupnih flavonola. 
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4.3 UKUPNI FLAVONOIDI 

a)  

b)  

c)  

Slika 10. Maseni udjeli ukupnih flavonoida ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga (mgQEg
-1

) 

dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  etanola, u trajanju 

ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50 % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim uz etanol kao ekstrakcijsko otapalo pri amplitudi 50 % nisu 

se značajno razlikovale vrijednosti ukupnih flavonoida (UFL) u ovisnosti o udjelima 

etanola (50 % i 70 %). Maseni udjeli UFL: uz 50 % vodenu otopinu etanola u rasponu 

su od 8,10-9,29 mgQEg
-1

, te uz 70 % vodenu otopinu etanola 7,87-8,52 mgQEg
-1

. 

Vrijeme ekstrakcije takoĎer nije značajno utjecalo, a najveći prinos ostvaren je uz 

primjenu 50 % vodene otopine etanola u 9-oj minuti ekstrakcije. 

b) Pri amplitudi 75 % upotrebom 50 %-tnog etanola prinosi UFL su bili podjednaki, te je 

najveći prinos (9,88 mgQEg
-1

) ostvaren uz upotrebu navedenog otapala u 9 minuti 

ekstrakcije. Vrijeme ekstrakcije nije značajno utjecalo na ekstrakciju, kao ni povećanje 

amplitude. Upotrebom 70 %-tnog etanola dobivene su manje vrijednosti UFL.  

c) U ekstraktima dobivenim uz 50 % etanola kao ekstrakcijsko otapalo pri amplitudi   

100 % vrijednost UFL gotovo su podjednake u rasponu 9,14-9,57 mgQE/g. 

Povećanjem  udjela otapala postignuta je  najveća vrijednost UFL 11,00 mgQE g
-1

 u 6 

minuti ekstrakcije, dok se ostale vrijednosti dobivene uz upotrebu 70 %-tne vodene 

otopine etanola ne razlikuju od vrijednosti dobivenih uz upotrebu 50 %-tnog etanola. 

Vrijeme nije znatno utjecalo na ekstrakciju, dok se povećanjem amplitude na 100 % 

dobila najveća vrijednost ukupnih flavonoida. 

 

S obzirom da su s 50 % i 70 %-tnom vodenom otopinom etanola dobivene podjednake 

vrijednosti ukupnih flavonoida moţe se reći da su obje otopine prikladne za ekstrakciju 

flavonoida. Sa 70 %-tnom vodenom otopinom etanola dobivena je najviša vrijednost UFL, pa 

je 70 %-tna vodena otopina malo bolja od 50 %-tne otopine etanola.  

LV Bang-yu i sur. (2008) su istraţivali optimalne uvijete ultrazvučne ekstrakcije iz lišća gloga 

te su ih usporedili s tradicionalnim uvijetima ekstrakcije. Prirast flavonoida bio je veći kad je 

temperatura bila izmeĎu 50 °C i 60 °C, a smanjivao se kad je temperatura bila veća od 60 °C. 

Otapalo uz koje su dobivene najveće vrijednosti ukupnih flavonoida je 70 % vodena otopina 

etanola u trajanju ekstrakcije od 50 minuta. 

Pan i sur. (2012) su proveli istraţivanje učinka ultrazvučne ekstrakcije na ekstrakciju ukupnih 

flavonoida iz sjemena gloga. Ekstrakcija se odvijala u ultrazvučnoj kupelji uz upotrebu 

vodene otopine etanola. Za ukupne flavonoide odreĎeni su optimalni parametri ekstrakcije: 72 

% etanol, temperatura 65 °C te vrijeme 37 minuta. Najveći prinos ukupnih flavonoida je bio 

16,45±0,02 mg g
-1

.  
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Istraţivanja ukupnih flavonoida Wanga i sur.  iz korijena biljke I. Helenium ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije, dobiveni su optimalni procesi ekstrakcije. Za ukupne flavonoide 

optimalni procesi ekstrakcije za 1 g uzorka bili su 20 ml  60 % etanola i trajanje ekstrakcije 20 

minuta.  Pod tim optimalnim uvjetima, prinos ukupnih flavonoida bio je 17,36 ± 0,94 mg g
-1

   

(Wang i sur., 2012). 

Ho i sur. (2014) su dobili optimalne uvijete ultrazvučne esktrakcije za flavonoide iz biljke 

Orthosiphon stamineus. Optimalni uvijeti ekstrakcije bili su 50 % etanol, trajanje ekstrakcije 

10 minuta i amplituda 100 %. Utvrdili su da najviše na ekstrakciju djeluje polarnost otapala, 

dok amplituda i vrijeme manje utječu, ali povećanje amplitude do 100 % dalo je najveći 

prinos ukupnih flavonoida. 
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a)  

b)  

c)  

Slika 11. Maseni udjeli ukupnih flavonoida ekstrahiranih iz cvijeta i lista gloga (mgCAE g
-1

) 

dobiveni primjenom UAE uz upotrebu vodenih otopina (50 % i 70 %)  metanola, u trajanju 

ekstrakcije u vremenu od 3, 6 i 9 minuta 

a) uz amplitudu 50 % 

b) uz amplitudu 75 % 

c) uz amplitudu 100 %   
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a) U ekstraktima dobivenim primjenom metanola kao otapala pri amplitudi ekstrakcije 

50 % prinosi ukupnih flavonoida nisu se značajno razlikovali u ovisnosti o udjelu 

metanola u otapalu za ekstrakciju. Uz 50 %-tni metanol vrijednosti UFL kretale su se 

izmeĎu 6,94-7,62 mgQE g
-1

, a sa 70 %-tnim metanolom vrijednosti su bile 7,66-9,07 

mgQE g
-1

. Najveći prinos ostvaren je uz 70 %-tnu vodenu otopinu metanola u 3 minuti 

ekstrakcije 9,07 mgQE g
-1

. Povećanje trajanja vremena ekstrakcije nema značajan 

utjecaj na prinos UFL. 

b) Povećanjem amplitude na 75 % nastavlja se trend kao i kod amplitude 50 %. Nema 

značajnih razlika u ovisnosti o udjelu metanola u otapalu za ekstrakciju. Najveći 

prinos ostvaren je uz upotrebu 70 %-tnog metanola 9,71 mgQE g
-1

 u 6 minuti 

ekstrakcije. 

c) Uz upotrebu 50 % metanola pri amplitudi 100 % nema značajnih razlika izmeĎu 

vrijednosti UFL kao i pri amplitudi 50 % i 75 %. Vrijednosti su se kretale od 7,92-

9,07 mgQE g
-1

. Povećanjem udjela metanola ostvaren je najveći prinos 9,81 mgQE g
-

1
. 

 

S obzirom da su se dobile podjednake vrijednosti ukupnih flavonoida uz 50 %-tnu i 70 %-tnu 

otopinu metanola, moţe se reći da su obje otopine pogodne za ekstrakciju ukupnih flavonoida. 

Povećanje vremena nema značajan utjecaj na prinos flavonoida. Povećanje amplitude takoĎer 

ne utječe na masene udjele. 

Tahirović i sur. su usporeĎivali fenolne spojeve dvije vrste gloga C. monogyna i C. 

Rhipidophylla ekstrahirane ultrazvučnom ekstrakcijom. Kao otapalo se koristio 80 %-tni 

metanol i 80 %-tni zakiseljeni metanol, a ekstrakcija je provedena u ultrazvučnoj kupelji u 

trajanju od 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Sadrţaj ukupnih flavonoida  u C. Monogyna je 

bio 0.21-0.93 mgQE g
-1

. C. Rhipidophylla ima manji sadrţaj ukupnih flavonoida od C. 

monogyna, te iznosi 0.13-0.56 mgQE g
-1

. 80 %-tni metanol se pokazao kao bolje otapalo, jer 

je imao bolju učinkovitost ekstrakcije flavonoida izraţeno kao ekvivalent kvercetina iz obje 

vrste gloga (Tahirović i sur. 2015). 

Drugo istraţivanje su proveli Tahirović i Bašić na plodovima gloga C. monogyna. 

ultrazvučnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji u trajanju od 30 minuta, uz upotrebu čistog 

metanola, čistog etanola, 80 %-tnog etanola i metanola, 50 %-tnog etanola i metanola te vode 
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kao otapala, ekstrahirani su ukupni flavonoidi. Najveća količina ukupnih flavonoida dobivena 

je sa 80 % metanolom, a najniţa količina flavonoida dobivena je sa čistim etanolom i vodom. 

Metanol se pokazao kao bolje otapalo od etanola, zbog polarnosti, a otopina alkohol/voda 

pokazala se bolja od čistog otapala. Najveća količina ukupnih flavonoida iznosila je 0.254 - 

0.595 mg RUE g
-1

 (Tahirović i Bašić, 2014).  

UsporeĎujući dva otapla, 70 % i 50 %-tnu vodenu otopinu metanola i etanola, 70 %-tna 

vodena otopina etanola se pokazala boljom, jer je sa etanolom ostvarena najveća 

koncentracija flavonoida u listu i cvijetu gloga 11,00 mgQE g
-1

.  

Tablica 5. statistička analiza (ANOVA) za ukupne flavonoide 

Izvor varijacije P 

Otapalo 0,000034 

Amplituda 0,000000  

Polarnost 0,025293 

Vrijeme 0,301548 

 

Prema rezultatima statističke analize (ANOVA) udio vodene faze u ekstrakcijskom otapalu 

ima značajan utjecaj na maseni udio ukupnih flavonoida. Odabir ekstrakcijskog otapala ima 

značajan utjecaj na maseni udio ukupnih flavonoida dok povećanje vremena ne utječe na 

izolaciju flavonoida. Povećanje amplitude takoĎer ima značajan utjecaj na maseni udio 

ukupnih flavonoida. 
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5.  ZAKLJUČAK   

1. Pri ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom istraţujući utjecaj vrste otapala na izolaciju 

fenolnih spojeva iz biljne mješavine cvijeta i lista gloga (Crataegi folium cum flore), kao 

najbolje ekstrakcijsko otapalo pokazao se etanol. U svim ekstraktima dobivenim s etanolom, 

odreĎene su veće koncentracije ukupnih flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola u 

odnosu na ekstrakte dobivene s metanolom. 

2. Povećanje volumnog udjela etanola i metanola s 50 % na 70 %, utječe na povećanje 

masenih udjela ukupnih flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola. 

3. Vrijeme ekstrakcije (3, 6 i 9 minuta) nije značajno utjecalo na koncentracije ukupnih 

flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola. 

4. Povećanje amplitude (50 %, 75 % i 100 %) nije značajno utjecalo na koncentracije 

ukupnih flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola. 

5. Optimalni uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom flavonoida, hidroksicimetnih 

kiselina i flavonola iz mješavine cvijeta i lista gloga te najviši prinosi ostvaruju se uz 70 % 

etanol pri sljedećim uvjetima: 

-  flavonoidi (11,00 mg QE g
-1

) pri amplitudi 100 % i trajanju ekstrakcije 6 minuta 

-  hidroksicimetne kiseline (22,017 mg CAE g
-1

) pri amplitudi 50 % i trajanju ekstrakcije 

3 minute 

- flavonoli (23,12 mg QE g
-1

) pri amplitudi 75 % i trajanju ekstrakcije 3 minute. 
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7.  PRILOZI 

7.1 BAŽDARNI PRAVAC ZA ODREĐIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 BAŽDARNI PRAVAC ZA ODREĐIVANJE UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH 
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7.3 BAŽDARNI PRAVAC ZA ODREĐIVANJE UKUPNIH FLAVONOLA 
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