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1. UVOD 

U današnje vrijeme, velika pažnja posvećuje se dobrobiti i zdravlju ljudi, stoga se u farmaceutskoj, 

prehrambenoj i nutraceutskoj industriji javlja sve veći interes za istraživanje bioaktivnih spojeva (Shen i 

sur., 2023). Biljka obična planika (Arbutus unedo L.) posjeduje aromatična i ljekovita svojstva, zbog kojih 

se tradicionalno sakuplja od davnih dana diljem Mediterana (Gomez i sur., 2010). Kao voćna vrsta, 

smatra se nedovoljno istraženom, a posjeduje potencijal za različite komercijalne namjene poput 

proizvodnje svježeg voća i prerađevina, primjene u pčelarstvu, pošumljavanju, te farmaceutskoj, 

prehrambenoj i kemijskoj industriji (Miguel i sur., 2014). Usporedbom bioaktivnog sastava plodova i lista 

planike, veći udio polifenolnih spojeva posjeduje list planike. Također, u listu su identificirani spojevi koji 

nisu prisutni u plodovima voća. U sastavu lista velika je zastupljenost hranjivih tvari kao i bioaktivnih 

spojeva raznovrsnih bioloških aktivnosti, stoga se list kao takav može razmatrati kao perspektivna 

sirovina u proizvodnji funkcionalne hrane i nutraceutika (Bebek Markovinović i sur., 2020). 

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija inovativna je tehnologija u obradi hrane, istaknuta i kao 

ekološki prihvatljiva metoda izolacije bioaktivnih spojeva, koja ima potencijal za minimiziranje ili eliminaciju 

korištenja organskih otapala. Smanjeni prinos ekstrakcije, niža učinkovitost procesa te upotreba 

značajnih količina otapala ili resursa neke su od negativnih strana primjene tradicionalnih ekstrakcijskih 

tehnika. Također, pojedine tradicionalne metode ekstrakcije zahtijevaju visoke temperature, što može 

rezultirati degradacijom i gubitkom termolabilnih bioaktivnih spojeva, te je potrebno duže vrijeme 

ekstrakcije i veći utrošak energije (Shen i sur., 2023). Stoga su inovativne tehnike poput ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom područje od interesa mnogim istraživačima jer nude mogućnost 

unaprjeđenja kvalitete i kvantitete izoliranih bioaktivnih spojeva iz različitih materijala, uz ekonomičnije 

vođenje procesa. Najveća učinkovitost može se postići optimizacijom parametara procesa koji ovise o 

specifičnim karakteristikama uzoraka. Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj parametara ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije kao što su promjer sonde, amplituda, puls i vrijeme ekstrakcije na prinos 

bioaktivnih spojeva iz ekstrakata lista Arbutus unedo L. te ukupnog antioksidacijskog kapaciteta istih. Na 

temelju dobivenih rezultata utvrđene su vrijednosti procesnih parametara koji najpovoljnije utječu na 

ekstrakciju fenolnih spojeva, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavonola i kondenziranih tanina te 

ukupni antioksidacijski kapacitet primjenom tri metode.      
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1.  ZNAČAJ PLANIKE (Arbutus unedo L.) KAO BILJNE VRSTE 

Obična planika (Arbutus unedo L.) prvi put je opisana 1753. godine u dijelu “Species 

Plantarum” poznatog botaničara Carla Linnaeusa, a dodijeljeni latinski naziv biljke koristi se i 

u današnje vrijeme (Linnaei, 1753). Planika je vazdazelena, grmolika biljka iz porodice 

Ericaceae koja stvara arbutoidnu mikorizu s određenim vrstama gljiva (Giovannetti i Lioi, 

1990). Listovi planike su karakteristične tamnozelene boje, kožasti, naizmjenično poredani, 

jednostavnog oblika s nazubljenim rubovima i kratkim peteljkama. Plod ove zimzelene biljke 

naziva se maginja, okruglog je oblika, a boja varira od zelenih, narančastih do crvenih tonova.  

Za cvjetanje stabla potreban je vremenski period od 12 mjeseci, pri čemu su cvjetovi bijelo-

ružičaste boje. Plodovi sazrijevaju u vremenskom razdoblju od kraja rujna/sredine listopada 

do početka prosinca nekoliko puta godišnje, stoga je moguća istovremena cvatnja stabla i 

dozrijevanje plodova (Jurica, 2016). Zbog iznimne nutritivne vrijednosti, plod maginje 

zastupljen je u prehrani ljudi na prostorima gdje biljka prirodno obitava: europske zemlje oko 

Sredozemnog mora, atlantska regija zapadne Europe uključujući i Irsku, sjeveroistočna Afrika 

uključujući Libiju i Egipat, zapadna Azija te Kanarski otoci. Klimatski uvjeti povoljni za rast biljke 

su područja gdje nema intenzivnog, suhog, ljetnog zraka, kao ni učestale pojave mraza u 

hladnijim mjesecima (Miguel i sur., 2014). Obična Planika je samonikla biljka, zastupljena u 

Republici Hrvatskoj kao sastavni dio vegetacije šuma Quercus ilex L. i makije, duž obale 

Jadranskog mora (Trinajstić, 2008). Zahvaljujući blagodati plodova i lišća, biljka se koristi u 

narodnoj medicini kako bi se otklonili bubrežni i urološki problemi, te ublažile 

gastrointestinalne, dermatološke i kardiovaskularne bolesti. Što se tiče prehrambenog 

područja, plodovi maginje prerađuju se u žele, džem i jaka alkoholna pića, a listovi se 

upotrebljavaju za pripravak čaja (Bebek Markovinović i sur., 2020). Na temelju provedenih 

istraživanja utvrđeno je da list ima znatno veći udio polifenola u svom sastavu s obzirom na 

plod biljke (Bebek Markovinović i sur., 2020). Štoviše, u listu su identificirani spojevi poput 

arbutina, flavonoidnih aglikona (naringenin, miricetin, morin, kaempferol) i fenolnih kiselina 

(klorogenska i protokatehuinska kiselina) koji nisu detektirani u plodu maginje (Brčić Karačonji 

i sur., 2022). 

 

2.2.  NUTRITIVNI SASTAV LISTA PLANIKE  

 Ukupan udio suhe tvari lista iznosi od 51 % do 92 %, a raspon ukupne kiselosti iznosi od  

0,7 % do 1,9 %. Ovisno o klimi i području na kojem biljka uspijeva, kiselost lista je visoka te 

može varirati u pH rasponu od 3,89 do 5,35 ( Šic Žlabur i sur., 2020). Iz skupine terpenoida, u 
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sastavu lista prevladavaju: betulinska kiselina, lupeol i amirin acetat (Barros i sur., 2010). 

Vitamin C i α-tokoferol najzastupljeniji su iz skupine vitamina, a istraživanja u Hrvatskoj 

pokazala su da se udio vitamina C razlikuje u sastavu lista maginje, ovisno o području 

Jadranske obale na kojem je list ubran. Raspon iznosi od 61,61 do 333,83 mg na 100 g-1 

svježeg uzorka (engl. fresh weight, FW) (Šic Žlabur i sur., 2020). Asmaa i sur. (2019) utvrdili 

su sličan sastav makroelemenata i mikroelemenata u plodu i listu A. unedo, od kojih su 

najzastupljeniji od makroelemenata kalij u koncentraciji 1743 mg na 100 g-1 suhog materijala 

(engl. dry weight, DW) i kalcij koncentracije 1299 mg na 100 g-1 DW, a željezo je najzastupljeniji 

od mikroelemenata. Asmaa i sur. (2019) navode da se, od hlapljivih spojeva u listu, u najvećim 

koncentracijama nalaze: kamfor (43,5 %), α-fenhon (17,5 %), bornil acetat (16,0 %), eukarvon 

(3,16 %) i mirtenil acetat (3,16 %). Istraživanje koje su proveli Kivack i sur. (2001) pokazalo je 

da su najzastupljeniji hlapljivi spojevi: (E)-2-decenal (12,0 %), α-terpineol (8,8 %), 

heksadekanska kiselina (5,1 %) i (E)-2-undecenal (4,8 %). Mogući razlozi zbog kojih je došlo 

do razlike u rezultatima prilikom određivanja sadržaja su postupak ekstrakcije uzorka i različito 

područje uzgoja lista (Berka-Zougali i sur., 2010). Rezultati u određivanju zastupljenosti 

masnih kiselina u listu A. unedo također su se razlikovali. Koukos i sur. (2015) naveli su da 

sadržajem dominira linolenska (44,2 %), a slijede palmitinska (25,5 %) i linolna kiselina (7,9 

%). Dib i sur. (2010) ispitivanjem su dobili poredak zastupljenosti: palmitinska (38,5 %), 

oleinska (10,6 %), linolenska (9,3 %) i linolna kiselina (5,5 %). S obzirom na klimu i geolokaciju, 

koncentracija karotenoida u uzorcima kretala se u rasponu od 0,06 do  0,27 mg g-1, a 

koncentracija klorofila od 0,19 do 2,37 mg g-1 (Šic Žlabur i sur., 2020). Koncentracija antocijana 

u listu planike iznosila je, s obzirom na korišteno otapalo i postupak ekstrakcije, od 0,33 do 0,8 

mg cijanidin-3-glukozida po gramu ekstrakta (Kachkoul i sur., 2019). S obzirom da listovi i 

plodovi biljke A. unedo obiluju hranjivim tvarima i bioaktivnim spojevima raznovrsnih bioloških 

aktivnosti, mogu se razmatrati kao perspektivna sirovina za formulaciju funkcionalne hrane, 

nutraceutika te njihovog razvitka (Bebek Markovinović i sur., 2020). 

 

2.3. FITOKEMIJSKI SASTAV LISTA PLANIKE 

        Prema istraživanju Oliveira i sur. (2009) dobivena vrijednost sadržaja ukupnih fenola u 

ekstraktu lista maginje iznosila je 192,66 miligrama ekvivalenta galne kiseline po gramu 

materijala (engl. Gallic acid equivalent, GAE). Mendes i sur. (2011) odredili su da ukupan 

sadržaj fenola lista maginje iznosi 170,3 mg GAE g-1. Rezultati određivanja Brčić Karačonji i 

sur. (2022) iznosili su od 67,07 do 104,74 mg GAE g-1 DW. Bouyahya i sur. (2016) izvijestili su 

da ukupni fenoli iznose, ovisno o primijenjenoj vrsti otapala, od 94,51 do 141,726 mg GAE g-1 

ekstrakta. Šic Žlabur i sur. (2020) dobili su rezultate sadržaja ukupnih fenola u rasponu od 

18,69 do 26,94 mg GAE g-1 FW, a  Martins i sur. (2021) u rasponu od 254,96 do 495,24 mg   
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g-1 lišća FW. U listu se, od polifenolnih spojeva, u najvišim koncentracijama nalaze: arbutin 

62,7 mg 100 g-1 FW, etil galat 44 mg 100 g-1 FW i katehin 54,6 mg 100 g-1 FW (Fiorentino i 

sur., 2007) (tablica 1). Ostali zastupljeni polifenoli su flavonoidi (rutin, katehin galat, afzelin, 

avikularin, miricetin, juglanin), tanini, iridoidni glukozidi i fenolni glikozidi (hiperozid, 

izokvercitrin, kvercitrin) (Carcache-Blanco i sur., 2006; Leggsyer i sur., 2004; Males i sur., 

2006; Sanjust i sur., 2008). U listu nije detektiran bioaktivan metabolit arbutina hidrokinon (de 

Falco i sur., 2022). Detaljni profili fenola u listovima A. unedo utvrđeni su posljednjih nekoliko 

godina zahvaljujući poboljšanju i razvoju analitičkih tehnika. U vodenim i metanolnim 

ekstraktima lišća identificirano je 60 fenola uporabom tekućinske kromatografije ultra visoke 

učinkovitosti (UHPLC) povezanom s masenim spektrometrom (LTQ OrbiTrap MS) (Bebek 

Markovinović i sur., 2020). U listovima maginje, podrijetlom sa Sardinije, identificirano je 19 

fenola u etanolnim ekstraktima tehnikom UHPLC povezanom s hibridnim masenim 

spektrometrom. Derivati miricetina, kaempferol i kvercetin skupina su flavonoida koji su 

detektirani kao najzastupljeniji fenoli u navedenom ispitivanju (Maldini i sur., 2019). Uporabom 

tekućinske kromatografije u kombinaciji s kvadropolnim masenim spektrometrom vremena leta 

(LC-QTOF-MS) otkriveno je 37 bioaktivnih spojeva od kojih sadržajem dominiraju: iridoidi, 

fenolne kiseline, flavonoidi i proantocijanidini (Tenuta i sur., 2020). Jurica i sur., (2017) odredili 

su u listu maginje ukupnu količinu flavonoida, izraženu u % kvercetina, u rasponu od 0,52 do 

2,14 % te ukupnu količinu fenolne kiseline, izraženu u % ružmarinske kiseline, koja je iznosila 

1,48 %. Uz određivanje ukupnih fenola, provedena su brojna istraživanja u kojima se 

određivala ukupna koncentracija poznatijih antioksidansa: tanina, vitamina E (tokoferoli u 

sjemenkama), flavonoida i fenolnih kiselina (Brčić Karačonji i sur., 2022; Oliveira i sur., 2011; 

Vidrih i sur., 2013). Na temelju fitokemijskog profiliranja, antocijani, karotenoidi, masne 

kiseline, terpenoidi, flavonoidi i iridoidi, predstavljaju glavne skupine bioaktivnih spojeva u lišću 

i plodovima planike (Tenuta i sur., 2020). Međutim, prema podacima iz literature, istraživanja 

usmjerena na list opsežnija su od istraživanja kojima je u fokusu plod planike (Bebek 

Markovinović i sur., 2020). U pogledu ukupnog sadržaja fenola, dobiven je široki raspon 

vrijednosti, a razlog tome su različite metode ekstrakcije i otapala koja se koriste prilikom 

određivanja te klimatski uvjeti područja s kojeg je planika uzeta (Brčić Karačonji i sur., 2022; 

Tenuta i sur., 2020; Oliveira i sur., 2009; Malheiro i sur., 2012). 
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Tablica 1. Prikaz koncentracija ukupnih fenola i polifenolnih spojeva u najvišim 

koncentracijama u listu A. unedo  

Bioaktivna sastavnica Koncentracija  Referenca 

 

 

 

         

Ukupni fenoli 

192,66 mg GAE g-1 Oliveira i sur. (2009) 

170,30 mg GAE g-1 Mendes i sur. (2011) 

67,07 – 104,74 mg GAE g-1 

DW 

Brčić Karačonji i sur. (2022) 

94,51 – 141,726 mg GAE g-1 Bouyahya i sur. (2016) 

18,69 – 26,94 mg GAE g-1 

FW 

Šic Žlabur i sur. (2020) 

254,96 – 495,24 mg g-1  FW Martins i sur. (2021) 

Arbutin 62,7 mg 100 g-1 FW  

Fiorentino i sur. (2007) Etil galat 44 mg 100 g-1 FW 

Katehin 54,6 mg 100 g-1 FW 

GAE- ekvivalent galne kiseline; DW- suha tvar uzorka; FW- svježi uzorak 

 

2.4. BIOLOŠKA, FARMAKOLOŠKA I NUTRITIVNA SVOJSTVA LISTA PLANIKE 

        Karakteristika polifenolnih spojeva jest jaka antioksidacijska moć protiv oksidacijskog 

stresa, koji je posljedica djelovanja reaktivnih kisikovih vrsta. Iz tog razloga nužno je 

određivanje ukupne koncentracije fenola, kako bi se odredila svojstva biljke s učinkom na 

zdravlje (Brčić Karačonji i sur., 2022; Oliveira i sur., 2011; Vidrih i sur., 2013). Jurica i sur. 

(2017) utvrdili su da sadržaj tanina u listovima planike iznosi 83 % od ukupnih fenola, što se 

može povezati sa snažnom antioksidacijskom aktivnošću lista, s obzirom da tanini u svojoj 

strukturi sadrže velik broj galoilnih i hidroksilnih skupina. Smatra se da je aktivnost tanina 

povezana sa smanjenom adhezijom trombocita (koagulacija) prilikom tretiranja ljudskih 

trombocita sa sirovim vodenim ekstraktima lišća. Dodatkom ekstrakta rastuće koncentracije 

od 0,015 do 1,5 mg mL-1 primijećena je smanjena agregacija trombocita izazvana trombinom. 

Smanjena agregacija trombocita ovisna je o dodanoj koncentraciji ekstrakta i važan je faktor u 

patogenezi upalnih bolesti (EL Haouari i sur., 2007).   Spojevi iz skupine flavonoida razlikuju 

se po svojoj kemijskoj aktivnosti, npr. flavonoli: rutin, kvercetin, kveriktrin i miricetin imaju 

tendenciju hvatanja slobodnih radikala, dok katehin ima sposobnost keliranja s metalima, što 

suzbija nastajanje slobodnih radikala. Fenolne kiseline, s obzirom na položaj i broj hidrofilnih 
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skupina te metoksi skupina na molekuli, također reagiraju sa slobodnim radikalima (Huang i 

sur., 2009). Prilikom ex vivo studije na izoliranoj aorti štakora, dodan je ekstrakt lišća planike 

u koncentraciji 0,01 g L-1. Uočena su snažna vazodilatatorska svojstva ekstrakta te pozitivan 

utjecaj na kardiovaskularno zdravlje koja se pripisuju prisustvu katehin galata i kondenziranih 

tanina (Legssyer i sur., 2004). Štoviše, primijećena je i inhibicija enzima odgovornog za 

reumatoidni artitis, proliferaciju tumorskih stanica i metastaza, što je povezano s derivatima 

galne kiseline (Tavares i sur., 2010). Posebnu antibakterijsku aktivnost protiv vrsta 

Enterococcus pokazao je spoj arbutin (Jurica i sur., 2017; Jurica i sur., 2018a). U usporedbi s 

listom medvjetke (Arctostaphylos uva-ursi L.), koji količinski sadrži više arbutina od planike, 

uočen je jednak mehanizam djelovanja. Antimikrobna aktivnost arbutina uvjetovana je 

aktivnošću izvanstaničnog enzima β-glukozidaze koji katalizira reakciju pretvorbe arbutina u 

slobodni hidrokinon, odgovoran za antimikrobni učinak (Jurica i sur., 2017). Ekstrakti lista A. 

unedo eliminirali su rast Crataegus lucitaniae, Candida tropicalis, parazita Leishmania i brojnih 

mikobakterija (Coimbra i sur., 2020; El Haouari i sur., 2021). Etanolnom ultrazvučnom 

ekstrakcijom, pri čemu je koncentracija potrebna za inhibiciju 50 % populacije IC50 19,56 mg  

L-1 (engl. half maximal inhibitory concentration, IC50), i maceracija vodenom otopinom etanola, 

IC50 19,56 mg L-1, dobiveni su ekstrakti svježih listova. Inhibicijom probavnog enzima β-

glukozidaze, zaduženog za apsorpciju ugljikohidrata, ekstrakti lišća pokazivali su 

hipoglikemijsko djelovanje (Tenuta i sur., 2020). Infuzijom lišća in vitro uočena je litolitička 

aktivnost prema kamencima sačinjenim od kalcijeva oksalata (Kachkoul i sur., 2019). Na 

brojnim tumorskim linijama ispitan je citotioksični učinak ekstrakta lišća, a na izoliranim 

ljudskim limfocitima ispitivao se citoprotektivni učinak. Primjenom ekstrakta planike s vodenom 

otopinom etanola na ljudske osteosarkomske stanice U2OS došlo je do blokiranja G2/N faze 

staničnog ciklusa, što ukazuje na citostatičke učinke s obzirom da nije došlo do apoptotičke 

smrti stanice. Citotoksičnost ekstrakta zabilježena  je tijekom ispitivanja na endotelnim 

stanicama ljudske pupčane vene (HUVEC) (Cappadone i sur., 2019). Također, ekstrakt 

proteina planike inhibirao je stanice raka debelog crijeva HT29 (Oliveira i sur., 2019). Vodeni 

ekstrakti lista A. unedo korišteni su za in vitro procjenu sigurnosti na limfocitima, u trajanju od 

24 sata. Ispitivanje je pokazalo da koncentracije, koje odgovaraju maksimalno dopuštenom 

dnevnom unosu arbutina, onemogućuju citotoksične učinke. Štoviše, zbog onemogućavanja 

transformacija mikronukleusa u limfocitima, javlja se zanemariva mogućnost induciranja 

primarnih oštećenja DNA (Jurica i sur., 2018b). U pogledu biološke aktivnosti lišća, 

evidentirana su svojstva A. unedo koja promiču zdravlje, no postoji mali broj in vivo studija, s 

obzirom na opsežno provedene in vitro studije (Bebek Markovinović i sur., 2020). Istraživanje 

in vivo provedeno je na štakorima, oralnim unosom doze od 200 mg  po kg tjelesne mase po 

danu vodenih ekstrakta lišća tokom 14 i 28 dana, čime se utvrdila in vivo sigurnost ekstrakata 

(Jurica i sur., 2018c; Jurica i sur., 2018d; Jurica i sur., 2018e). Ispitivanjem su, u bijelim krvnim 
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stanicama, utvrđena manja oštećenja na molekuli DNA, a hematološki parametri nisu se 

značajno promijenili (Jurica i sur., 2018c). Visoka biokompatibilnost uočena je između 

ekstrakata A. unedo te tkiva bubrega i jetre, što se zaključuje temeljem očuvanja integriteta 

molekule DNA u stanicama organa štakora te funkcije organa (Jurica i sur., 2018e; Orak i sur., 

2011). 

 

2.5. NAPREDNE TEHNOLOGIJE EKSTRAKCIJE U IZOLACIJI BIOAKTIVNIH 

SPOJEVA IZ BILJNOG MATERIJALA 

       U skorije vrijeme, sve se više istražuje primjena novih tehnika izolacije za prehrambenu, 

farmaceutsku i kemijsku industriju kako bi se smanjila količina proizvedenog ugljikovog 

dioksida na globalnoj razini te smanjili energetski troškovi (Bousbia i sur., 2009). Za ekstrakciju 

bioaktivnih spojeva u industriji najčešće se upotrebljavaju organska otapala. Neke od 

negativnih strana njihove primjene su:  onečišćenje zraka, zaostajanje otapala u rafinatu i 

ekstraktima što posljedično umanjuje čistoću ekstrakta (Reverchon, 2003; Temelli, 2009).U  

zamjenu za organska otapala, prilikom ekstrakcije eteričnih ulja naprednim tehnologijama, 

može se koristiti i voda kao ekstrakcijsko otapalo, no zbog problema s nestašicom vode, javlja 

se interes za razvoj procesa koji mogu smanjiti potrošnju vode (Berka Zougali i sur., 2010). 

Zbog rastuće potražnje za visokom čistoćom proizvoda, energetski djelotvornim procesima koji 

ne zagađuju okoliš te koriste manje otapala,  proučavaju se alternativni procesi za spomenute 

metode ekstrakcije otapalom  (Reverchon, 2003; Bousbia i sur., 2009). Poznato je da 

nusprodukti prerađivačkih industrija, poput otpadnih biljnih ostataka, posjeduju brojne 

bioaktivne spojeve te predstavljaju izvor prirodnih antioksidansa. Među znanstvenicima se 

posebno javlja interes za razvojem tzv. „zelenih“ tehnika koje će omogućiti efikasno izdvajanje 

polifenola iz biljnih matrica, prema smjernicama koje su određene od strane međunarodne 

regulatorne agencije (Ameer i sur., 2017). Trenutno je ekstrakcija superkritičnim fluidom (engl. 

Supercritical fluid extraction, SFE) najčešće korištena alternativa ekstrakciji otapalom, a mnogi 

komercijalno proizvedeni SFE spojevi su već dostupni (Reverchon, 2003; Brunner, 2005; 

Bousbia i sur. 2009). Uz navedenu, unaprjeđuju se i sljedeće tehnike: ekstrakcija 

potpomognuta visokim tlakom (Jun, 2009), mikrovalna ekstrakcija bez otapala (Bayramoglu i 

sur., 2008), ekstrakcija potpomognuta pulsirajućim električnim poljem (Loginova i sur., 2011), 

tehnologija trenutno kontroliranog pada tlaka (Berka-Zougali i sur., 2010), ultrazvukom 

potpomognuta ekstrakcija, subkritična ekstrakcija vodom, mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija 

(Bousbia i sur., 2009), vodena dvofazna ekstrakcija (Chethana i sur., 2007) i vodena 

ekstrakcija potpomognuta enzimima (Niranjan i Hanmoungjai, 2004).  Cilj spomenutih tehnika 

ekstrakcije jest omogućiti energetski prihvatljiv, učinkovit, održiv i komercijalno isplativ proces 

(Lloyd i van Wyk, 2012). Međutim, priroda biljnih matrica, potencijalnog analita i adekvatna 
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analitička svrha mogu imati učinak na kinetiku ekstrakcije, efikasnost i izbor novijih metoda 

ekstrakcije. Zbog toga se, u daljnjim istraživanjima, javlja potreba za proučavanjem 

suvremenih metoda u pilot mjerilima. S obzirom da kinetikom ekstrakcije upravljaju različiti 

mehanizmi, kao i procesni parametri, potrebne su mehaničke studije za metode zelene 

ekstrakcije. Kako bi se nove metode ekstrakcije mogle primijeniti na  industrijsku razinu, ključno 

je eliminirati tehničke prepreke u procesima i dizajnu ovih tehnika  (Ameer i sur., 2017).

 Hikmawanti i sur. (2021) ispitivali su antioksidacijsku aktivnost lišća katuka (Sauropus 

androgynus (L.) Merr.) nakon korištenja različitih koncentracija etanola kao ekstrakcijskog 

otapala. Istraživanjem je utvrđeno da otapalo u različitim koncentracijama može utjecati na 

flavonoidne i fenolne spojeve te na aktivnost DPPH koji uklanja slobodne radikale iz ekstrakta 

listova katuka. Fenoli i flavonoidi ekstrahirani su u velikim količinama iz praha lista katuka 

metodom hladne maceracije primjenom 50 %-tnog etanola kao otapala, u usporedbi s 

primjenom 70 % i 96 % etanola. Štoviše, tijekom primjene 50 %-tnog  etanola dobivena je 

najbolja vrijednost antioksidacijske aktivnosti ekstrakta listova katuka. Time se pokazalo da je 

etanol učinkovito otapalo za ekstrakciju listova katuka, no potrebno je razmotriti stabilnost, koja 

je povezana sa sigurnošću ekstrakta, te visoku energiju i količinu vremena korištenu tijekom 

procesa isparavanja (Hikmawanti i sur., 2021).     

 Alexandre i sur. (2020) proučavali su uvjete ekstrakcije superkritičnim fluidom, 

primjenom ugljikovog dioksida kao otapala te etanola kao suotapala, za dobivanje bioaktivnih 

spojeva s antiproliferativnim djelovanjem iz ostataka destilata Arbutus unedo L. Istraživanje je 

pokazalo važnost korištenja suotapala (etanola) u višim koncentracijama, uz maseni udio od 

20 %, zbog povećanog prinosa ekstrakcije te antiproliferacijskog djelovanja, tj. većeg 

inhibicijskog učinka na rast stanica raka debelog crijeva. Dodatkom etanola došlo je do 

oporavka spojeva poput katehola, pirogalola i galne kiseline što je rezultiralo dobivanjem 

ekstrakata najnižih vrijednosti polovine maksimalne efektivne koncentracije (engl. Half 

maximal effective concentration, EC50). U pogledu antiproliferacijskog djelovanja, čini se da 

fenolni spojevi najviše doprinose učinku, iako korelacija ne znači nužno izravnu uzročnost, 

između navedenih spojeva i niže vrijednosti  EC50 postoji jaka veza. Također, obnavljanje 

spojeva iz matrice, koja je ostatak, nudi mogućnost uspostave biorafinerije na ovom 

specifičnom mjestu proizvodnje, čime se postiže kružna bioekonomija i održivost (Alexandre i 

sur., 2020). 

2.6. TEHNOLOGIJA ULTRAZVUKA U EKSTRAKCIJI – PRINCIP I MEHANIZAM 

DJELOVANJA 

         Ukoliko se unutar elastičnog medija pojavi razlika naprezanja, brzine čestica i pomicanja 

čestica, dolazi do nastanka zvučnih valova. Zvučni valovi prelaze u ultrazvučne prilikom 

dosega frekvencija valova do ultrazvučnog raspona. Bitna razlika koja dijeli elektromagnetske 
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valove od ultrazvučnih jest mogućnost širenja ultrazvučnog vala kroz tekuće, plinovite i krute 

medije, zahvaljujući svojoj mehaničkoj prirodi (Carreira-Casais i sur., 2021). Razlikuju se dvije 

skupine tehnologija ultrazvučnih valova, s obzirom na primjenu: ultrazvuk niskog intenziteta i 

ultrazvuk visokog intenziteta (Fu i sur., 2020). Karakteristike su, ultrazvuka niskog intenziteta, 

visoke vrijednosti frekvencije u rasponu od 5 do 10 MHz, uz  niske vrijednosti razine snage 

manje od 1 W cm-2. Poznat je i pod nazivom dijagnostički ultrazvuk, jer je zbog svoje 

nedestruktivnosti prikladan za ispitivanja i karakterizaciju raznih tvari (Carreira-Casais i sur., 

2021). Ultrazvuk visokog intenziteta (tzv. ultrazvuk snage) posjeduje destruktivna obilježja, s 

obzirom na razinu snage od 10 do 1000 W cm-2  koju doseže te niske vrijednosti frekvencije 

od 20 do 100 KHz. Ova metoda može se koristiti za ubrzavanje kemijske reakcije te posjeduje 

razne učinke poput ekstrakcije, emulgiranja i drobljenja, zbog pojave kavitacijskih mjehurića 

koji implodiraju, pri čemu dolazi do oslobađanja energije (Arvanitoyannis i sur., 2017). 

 Metoda ultrazvukom potpomognute ekstrakcije, za ekstrakciju bioaktivnih spojeva, rabi 

mehanički učinak, toplinski učinak i učinak kavitacije. Uporaba ultrazvuka dovodi do rupture 

stanične stijenke, ubrzanog oslobađanja i difuzije staničnih komponenti tretiranog materijala 

(Chemat i sur., 2017). Predloženo je nekoliko mehanizama djelovanja ultrazvuka, to su fizički 

mehanizmi koji uključuju: eroziju, fragmentaciju, sonokapilarni učinak, lokalno smično 

naprezanje, sonoporaciju i detekturaciju (Chemat i sur., 2017; Khadhraoui i sur., 2018; 

Vinatoru i sur., 2017). Medij apsorbira energiju vibracije ultrazvuka, slijedi pretvorba iste u 

toplinu, a u skladu s time dolazi do povećanja topline medija. Spomenuti fenomen odnosi se 

na toplinski učinak ultrazvuka. Kalorijska vrijednost zavisi o sljedećim elementima: vrijeme 

izlaganja, svojstva medija i ultrazvučna snaga (Qiu i sur., 2020). Fenomen mehaničkog učinka 

ultrazvuka referira se na pojavu vibracije čestica unutar medija koji je izložen ultrazvuku 

sukladno mehaničkom valu. Navedeno dovodi do pojačanog gibanja čestica te, posljedično, 

ubrzanja procesa prijenosa mase (Wen i sur., 2018). Tijekom primjene ultrazvuka dolazi do 

ultrazvučne kavitacije, trećeg učinka koji se smatra prevladavajućim (Tiwari, 2015). 

Mehanizam djelovanja leži u stvaranju kavitacijskih jezgri, koje su podložne širenju, 

vibracijama i neprekidnoj akumulaciji energije iz akustičnog polja. Energija iznad 

odgovarajućeg praga rezultira rasprsnućem i naglim zatvaranjem mjehurića. Definirane su 

dvije vrste kavitacijskih mjehurića: stabilni i prolazni kavitacijski mjehurić. Razlikuju se prema 

životnom vijeku, prolazni kavitacijski mjehurić postoji vrlo kratko, dok je stabilan kavitacijski 

mjehurić prisutan u mediju duže vrijeme (Tzanakis i sur., 2014). Rasprsnućem mjehurića dolazi 

do pojave visokog tlaka (5000 K, 2000 atm) i visoke lokalizirane temperature, uz pratnju 

impresivne brzine hlađenja koja iznosi 109 K s-1 (Wen i sur., 2018). Povećanje tlaka i 

temperature, kao i formiranje slobodnih radikala, mogući su rezultat djelovanja intenzivnih 

hidrodinamičnih sila smicanja, prisutnih tijekom kavitacije (Tom´e Constantino i Garcia-Rojas, 

2020). Zahvaljujući mehaničkom učinku, toplinskom učinku i učinku kavitacije, ultrazvuk djeluje 
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na prodiranje otapala u stanice, čime se pospješuje prijenos mase. Štoviše, djeluje i na rupturu 

stanične stijenke, što olakšava izdvajanje staničnog sadržaja (Yang i sur., 2017a; Rodrigues i 

Fernandes, 2017; Zhu i sur., 2017; Giacometti i sur., 2018). Razlog porasta proizvodnje, nakon 

korištenja ultrazvukom potpomognute ekstrakcije, pripisuje se  efikasnoj fragmentaciji stanica 

i učinkovitom prijenosu mase (Nn, 2015; Mnayer i sur., 2017). Preece i sur. (2017) smatraju 

da je razlog povećavanja u proizvodnji povećana topljivosti tvari nakon primjene metode, a ne 

prijenos mase i fragmentacija. Neka istraživanja pokazuju smanjenje bioaktivnih komponenti 

nakon tretiranja, zbog stvaranja slobodnih radikala prilikom ultrazvučne kavitacije (Zhang i sur., 

2021). Zaključno, ovisno o parametrima i specifičnim uvjetima tijekom procesa, utjecaj 

ultrazvukom potpomognute ekstrakcije na bioaktivne spojeve može biti pozitivan i potencijalno 

negativan (Shen i sur., 2023; Bebek Markovinović i sur., 2023).     

 Prednost ove metode, u usporedbi s konvencionalnom, je skraćeno vrijeme ekstrakcije, 

uz visoku učinkovitost procesa, zahvaljujući fizikalnim svojstvima ultrazvučnih valova, koja 

uzrokuju pucanje staničnih stijenki (Mnayer i sur., 2017). Ultrazvukom potpomognuta 

ekstrakcija odvija se na temperaturnom rasponu od 40 do 60 ⁰C, što omogućava održivost 

aktivnih spojeva podložnih oksidaciji, hidrolizi i razgradnji pri visokim temperaturama. Štoviše, 

korištenje nižih temperatura prilikom procesa, rezultira smanjenom potrošnjom energije 

(Alupului i sur., 2009). Metoda je pogodna za uštedu potrebnog volumena otapala za 

ekstrakciju. Idealno sredstvo za ekspanziju ultrazvučnih valova predstavlja voda pa je 

ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija na bazi vode vrlo unaprjeđena te ne zahtjeva dodatna 

otapala za korištenje (Panadare i sur., 2020). Nadalje, primjenom metode omogućeno je 

olakšano pročišćavanje i odvajanje željenih sastavnica, kada je u pitanju manji broj nečistoća. 

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija prilagodljiva je tehnika, pogodna za ekstrakciju raznih 

komponenti iz širokog spektra biljaka, jer nije ovisna o molekularnoj težini i polaritetu spojeva 

(Chemat i sur., 2017). Osim primjenjivosti procesa u laboratoriju, u manjim razmjerima, 

upotreba je prikladna za industrijske i pilotske operacije. Negativne strane primjene navedene 

metode su nastajanje buke tijekom rada ultrazvučne opreme, jačine oko 65 dB, zbog čega je 

potrebna ugradnja zaštite od zvuka, što opremu čini skupljom. Parametri ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije moraju se optimizirati, za što je potrebno provesti mnogo 

eksperimenata, jer bioaktivne komponente, s obzirom na vrstu supstrata, imaju različite 

parametre (Shen i sur.,2023). 

 

2.6.1. Tehnologija ultrazvuka u ekstrakciji bioaktivnih spojeva 

 Irakli i sur. (2018) proveli su istraživanje o optimizaciji ultrazvukom potpomognute 

ekstrakcije fenolnih spojeva te određivanju antioksidacijske aktivnosti na uzorku lišća masline. 

Primijećeno je da se s porastom temperature povećava difuzija fenolnih spojeva te poboljšava 
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topljivost spojeva, što je tipično i za druge metode ekstrakcije. Negativna strana viših 

temperatura jest gubitak antioksidacijske aktivnosti bioaktivnih spojeva, zbog osjetljivosti istih 

na toplinu. Tijekom ultrazvukom potpomognute ekstrakcije uočeno je da niska ultrazvučna 

snaga ili amplituda te niže temperature uvjetuju niskom prinosu fenolne ekstrakcije. Povećanje 

prinosa fenolne ekstrakcije  postiže se povećanjem navedenih parametara, ali do određenih 

graničnih vrijednosti. Daljnjim povećanjem parametara dolazi do razgradnje fenolnih spojeva i 

smanjuje se iskorištenje procesa ekstrakcije (Osorio-Tobo´n, 2020). Pomoću ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije, iz lista ružmarina (Salvia rosmarinus), ekstrahirane su romanska i 

karnotinska kiselina (Bellumori i sur., 2016). Kada je u eksperimentu, kao otapalo, korišten 

etanol, u ekstraktu je dobiven visok udio sadržaja ružmarinske kiseline (6,8 % osušenog 

ekstrakta), a kada je kao otapalo korišten n-heksan, udjelom su dominirale karnozne kiseline 

(13 % osušenog ekstrakta). Također, ustanovljeno je da na rezultate ekstrakcije utječe 

koncentracija primijenjenog otapala. Nadalje, Xiang i sur. (2020) tretirali su list biljke Eucommia 

ulmoides s ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom u kombinaciji s ekstrakcijom 

potpomognutom mikrovalovima u svrhu izolacije flavonoidnih spojeva. Prinos ovog procesa 

bio je veći za 2,454 %, u usporedbi s prinosom svakog procesa zasebno. Lišće paprene 

metvice (Mentha piperita) je, nakon ultrazvučnog tretmana, podvrgnuto ekstrakciji metanolom, 

nakon čega je elektronskim mikroskopom skenirano lišće i trihom (lisna žlijezda). Temeljem 

mikroskopije uočeno je prisustvo dvaju mehanizama tijekom ekstrakcije: kroz kutikulu 

žljezdanih trihoma paprene metvice dolazi do difuzije produkta, a kroz oštećeni i slomljeni 

trihom produkt se izlučuje (Shotipruk i sur., 2001).       

 Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija, uz povećani prinos bioaktivnih komponenti kao 

što su proteini, polifenoli i polisaharidi, može rezultirati povoljno ili nepovoljno na fizikalno-

kemijska svojstva bioaktivnosti (Shen i sur., 2023). Prilikom razmatranja proteina, molekularna 

struktura određuje funkcionalnost samog proteina, a definirane su četiri strukturne razine: 

primarna, sekundarna, tercijarna i kvarterna. Tretiranjem ultrazvučnim valovima visokog 

intenziteta, proteini mogu podnijeti modifikacije koje uvjetuju nastanku funkcionalnih promjena. 

Razorno djelovanje na interakcije između molekula proteina, koje uzrokuje ultrazvučni tretman, 

rezultira odvijanjem proteina, što dovodi do povećanja izloženosti površina proteina (Yang i 

sur., 2017b). Sekundarna struktura proteina može se promijeniti u različitoj mjeri ovisno o  

uvjetima ultrazvučnog tretmana koji je primijenjen. Prilikom korištenja niskih frekvencija tijekom 

ultrazvučnog tretmana (20, 28 i 35 kHz) uočen je izraženiji efekt na sekundarnu strukturu, s 

obzirom na visoke frekvencije od 40 i 50 kHz. Stoga, opseg promjena u sekundarnoj strukturi 

proteina uvjetovan je odabirom frekvencije ultrazvuka (Ding i sur., 2021). Istraživanje 

provedeno na proteinu riže, koji je prethodno obrađen ultrazvukom, pokazalo je mogućnost 

širenja iz regije α-uzvojnicai oblikovanje β-nabrane ploče (Yang i sur., 2017c). Jin i sur. (2016) 

izvijestili su o promjenama u sekundarnoj strukturi, tj. smanjenju sadržaja α-uzvojnica i 
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povećanju β-nabranih ploča, nakon ultrazvučnog tretmana kukuruznog prolamina. Nakon 

primjene ultrazvuka na izolat sojinog proteina, primijećeno je da trajanje tretmana dulje od 10 

minuta utječe na povećanje sadržaja α-uzvojnica, a sadržaj nasumičnih spiralnih struktura 

značajno je smanjen (Huang i sur., 2019). Inherentna svojstva proteina kao i metode korištene 

za ultrazvučno tretiranje uzrok su razlika u dobivenim rezultatima. Prilikom korištenja 

ultrazvukom potpomognute ekstrakcije za ekstrakciju proteina, potrebno je uračunati apsolutni 

zvučni tlak te jednoliku distribuciju zvučnog polja, ultrazvučnu snagu i vrijeme. Navedena 

razmatranja presudna su zbog mogućeg utjecaja na modifikacije u strukturi proteina, u 

krajnjem slučaju povećavajući efikasnost ekstrakcije (Shen i sur., 2023). U pogledu utjecaja 

ultrazvučnog tretmana na polifenolne spojeve, podvrgavanjem galne kiseline tretmanu, dolazi 

do gradacije spoja (Zhang i sur., 2015). Pod određenim ultrazvučnim uvjetima dolazi do 

razgradnje katehina u čaju. Unutar odgovarajućeg raspona, povišenjem ulazne snage i 

frekvencije ultrazvuka stupanj razgradnje katehina raste (Zhu i sur., 2018). Navedeno se 

povezuje sa stvaranjem slobodnih hidroksilnih radikala pri korištenju većih ultrazvučnih snaga 

koji reagiraju s fenolnim spojevima i razgrađuju ih. Važno je pripaziti na moguću razgradnju 

polifenolnih spojeva uzrokovanu korištenjem viših snaga ultrazvuka (Shen i sur., 2023). Kod 

ekstrakcije polifenolnih spojeva pomoću ultrazvuka, uporabom nižih frekvencija, pogotovo 

ispod 40 kHz, postiže se idealna učinkovitost (Dzah i sur., 2020). Potencijal nastajanja 

značajne količine slobodnih radikala, uzrokovan ultrazvukom visoke frekvencije usporedno s 

utjecajem velike snage ultrazvuka, izaziva degradaciju polifenola i kasnije smanjenje biološke 

aktivnosti istih. Temperatura ekstrakcije pažljivo se odabire, kako bi se očuvala stabilnost 

polifenolnih spojeva, zbog velike osjetljivosti na oksidaciju i hidrolizu pri povišenim 

temperaturama. Prikladni ultrazvučni uvjeti doprinose sadržaju fenolnih spojeva i njihovoj 

antioksidacijskoj aktivnosti (Mehmood i sur., 2019; Kwaw i sur., 2018). Određeni ultrazvučni 

uvjeti mogu pridonijeti smanjenju molekulske mase polifenolnih spojeva. Dolazi do loma 

molekula i degradacije, zbog intenzivnih mehaničkih i posmičnih sila koje ultrazvuk može 

generirati. Na taj način može se smanjiti prosječna molekularna masa polifenola, a time se 

poboljšava probava, bioraspoloživost, apsorpcija i iskoristivost spojeva u organizmu (Shen i 

sur., 2023). Promatrajući utjecaj na polisaharide, intenzivan ultrazvuk dovodi do reakcija 

glikozilacije, oksidacije i aktualizacije unutar molekule (Rodrigues i Fernandes, 2017). 

Također, molekularna masa polisaharida može se smanjiti primjenom ultrazvuka (Shen i sur., 

2023).  Prosječna molekulska masa polisaharida Ganoderma lucidum veća je nakon 

ekstrakcije  vrućom vodom (703,45 KDa), u usporedbi s masom nakon ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom (465,65 KDa) (Kang i sur., 2018). Štoviše, prosječna molekulska 

masa škroba, nakon ultrazvučnog tretmana, smanjena je s 3000 KDa na 500 KDa (Iida i sur., 

2008). Tijekom ispitivanja učinka ultrazvuka na bioaktivnost i karakterizaciju polisaharida iz 

plodova crnog ribiza, uočeno je pojačanje antioksidacijske aktivnosti uz uklanjanje 
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superoksidnih i hidroksilnih radikala, inhibirana je peroksidacija lipida te se javljaju reakcije 

koje štite DNA od oštećenja (Xu i sur., 2018). Primjenom ultrazvučnog tretmana, aktivnost 

inhibicije  α-glukozidaze i α- amina za polisaharide se povećava, posebice tijekom tretmana 

veće snage (600 W) koji ispoljava bolju učinkovitost od tretmana niže snage (400 W) (Shen i 

sur., 2023). Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti polisaharida Ganoderma lucidum, nakon 

ultrazvučne ekstrakcije pokazalo je niže vrijednosti, u usporedbi s tradicionalnom ekstrakcijom 

vrućom vodom. S obzirom na dobivene rezultate predložena su dva objašnjenja: omjer 

različitih monosaharida u sastavu i specifične veze bočnih ogranaka molekule odražavaju se 

na antioksidacijska svojstva polisaharida. Drugo objašnjenje odnosi se na spomenutu razliku 

prosječnih molekulskih masa dobivenu nakon obje ekstrakcije (Kang i sur., 2018). Primijećeno 

je da  se upotrebom prekomjerne snage, učestalosti i trajanja može izazvati degradacija 

bioaktivnih sastavnica, stoga je potrebno odabrati parametre za specifične okolnosti kako bi 

se omogućila maksimalna bioraspoloživost tijekom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom 

(Shen i sur., 2023). 

 

2.6.2. Neki čimbenici od značaja pri ultrazvukom potpomognutoj ekstrakciji 

 U svrhu postizanja optimalne učinkovitosti ekstrakcije, poželjno je uskladiti parametre 

poput snage, frekvencije, pulsa, vremena i drugo (Shen i sur., 2023). Za ultrazvučnu snagu 

karakterističan je njezin izravan razmjer s amplitudom ultrazvuka. Upotrebom veće snage 

ultrazvuka dolazi do povećanja efikasnosti i prinosa ekstrakcije, zbog generiranja jače sile 

smicanja (Carreira-Casais i sur., 2021). Tijekom ekstrakcije kurkumina iz kurkume, primjenom 

različitih vrijednosti ultrazvučne snage, uočeno je povećanje prinosa ekstrakcije nakon 

povećanja snage sa 100 W na 200 W (Wang i sur., 2021). Štoviše, povećanjem snage s 30,34 

W na 59,36 W, dobiven je  porast u prinosu ekstrakta mandarinine kore (Nipornram i sur., 

2018). U istraživanju koje su proveli Ćurko i sur. (2017) zamijećeno je znatno smanjenje 

ukupnih polifenola i antocijanidina u vinu, tijekom primjene velike snage. Navedeno se može 

pripisati razgradnji fenolnih spojeva, zbog reakcije s hidroksilnim radikalima koji nastaju pod 

visokom ultrazvučnom snagom (Dzah i sur., 2020). Do smanjenja je došlo i prilikom ekstrakcije 

polisaharida iz Polygonum multiflorum, kada je premašena vrijednost ultrazvučne snage od 

140 W (Zhu i sur., 2016). Također, relevantna denaturacija proteina može biti izazvana 

dugotrajnom primjenom ili visokim intenzitetom ultrazvuka tijekom ekstrakcije (Tomѐ 

Constantino i Garcia-Rojas, 2020). Zaključno, s obzirom na specifične karakteristike uzoraka, 

važno je odabrati optimalnu razinu snage za provedbu procesa (Shen i sur., 2023). 

 Sposobnost efikasne ekstrakcije bioaktivnih komponenti iz prirodnih proizvoda 

ispoljavali su ultrazvučni valovi s frekvencijama većima od 20 kHz (Yusoff i sur., 2022). Raspon 

frekvencija od 20 kHz do 100 kHz najčešće je u primjeni te ima utjecaj na efekt kavitacije koja 
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se javlja tijekom ekstrakcije. Utvrđeni su fizički i kemijski učinci kavitacije, kao posljedica 

pucanja mjehurića tijekom procesa, a navedene frekvencije upravljaju isključivo fizičkim 

učincima (Shen i sur., 2023). Kemijski učinci kavitacije pretežno su izazvani frekvencijama 

raspona od 200 do 500 kHz (Tiwari, 2015). Zhang i sur. (2021) analizirali su distribuciju, 

intenzitet zvučnog polja i promatrali su ciklus oscilacije kavitacijskih mjehurića uz pomoć 

oscilatora i analizatora spektra. Dobiveni rezultati ukazivali su da se različiti ciklusi oscilacija 

javljaju pri različitim vrijednostima frekvencije. Tijekom smanjenja ultrazvučne frekvencije 

dolazi do povećanja oscilacijskog ciklusa kavitacijskih mjehurića, što dovodi do većih 

vrijednosti radijusa mjehurića. Kao posljedica, dolazi do formiranja jačih mehaničkih valova i 

izraženog učinka kavitacije (Zhang i sur., 2021). Štoviše, javlja se korelacija između intenziteta 

zvuka i frekvencije. Za postizanje željenog učinka kavitacije ključno je pojačati ultrazvučni 

intenzitet s rastućom frekvencijom, na taj način prevlada se kohezivnost smjese (Niazi i sur., 

2014). Frekvencijski raspon ultrazvuka odabire se s obzirom na vrstu materijala koji se 

podvrgava ekstrakciji. Sugestija je, temeljem brojnih istraživanja, korištenje niskih frekvencija 

(20-40 kHz) prilikom ekstrakcije savitljivih materijala poput biljnih tvari i algi (Shen i sur., 2023). 

Korištenje viših frekvencija (≤ 500 kHz) potrebno je kod čvrstih struktura (Dzah i sur., 2020; 

Panda i Manickam, 2019). Zvučni valovi, čiji je  frekvencijski raspon djelovanja od 400 kHz do 

2 MHz, nazivaju se megazvučni valovi. Valovi u ovom rasponu nude inventivan pristup za 

ubrzavanje nastajanja mliječne masti i poboljšanje čistoće ulja (Amarillo i sur, 2019). Potrebno 

je provesti brojne eksperimente i testove optimizacije, kako bi se utvrdila idealna frekvencija 

za specifičnu ekstrakciju, koja odgovara jedinstvenim svojstvima svakog ekstrakta (Shen i sur., 

2023).            

 Ultrazvučni valovi povremeno mogu biti emitirani kao impuls, što je poznato pod 

nazivom pulsirajući ultrazvuk. Obilježje pulsa 5 s - 2 s podrazumijeva uključivanje ultrazvuka 5 

sekundi i isključivanje 2 sekunde koje se ponavlja na ciklički način (Shen i sur., 2023). 

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija, u pulsirajućem i kontinuiranom načinu rada, korištena 

je za ekstrakciju antioksidansa iz kore nara. Istraživanje je pokazalo da je pulsna ultrazvučna 

potpomognuta ekstrakcija vrhunska izvedba za proizvodnju antioksidansa iz kore nara uz 

visoku učinkovitost (Pan i sur., 2011). Rad ultrazvučne sonde predlaže se u pulsnom načinu 

rada, kada je u pitanju industrijska uporaba. Navedeno smanjuje toplinski učinak sonde na 

ekstrakt te je radni vijek sonde produljen (Shen i sur., 2023). Proučavana je antioksidacijska 

aktivnost i učinak ekstrakcije prilikom konvencionalne ekstrakcije, pulsirajuće ultrazvučne 

ekstrakcije te kontinuirane ultrazvučne ekstrakcije antioksidansa iz kore nara. U usporedbi s 

konvencionalnom metodom ekstrakcije, pulsirajuća ultrazvučna ekstrakcija pokazala je veću 

količinu ekstrahiranih antioksidansa za 22 % i kraće vrijeme ekstrakcije za 87 %. Korištenje 

kontinuirane ultrazvučne ekstrakcije na istoj razini intenziteta pokazalo je povećanje 

antioksidansa za 24 % i redukciju vremena ekstrakcije za 90 %. S obzirom na kontinuiranu 
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ultrazvučnu ekstrakciju, primjenom pulsirajuće ultrazvučne ekstrakcije dobivena je ušteda 

energije više od 50 % (Pan i sur., 2012).       

 Što se tiče vremena ekstrakcije, njegovim produljenjem može se povećati prinos 

ekstrakcije, no produljenom izloženošću dolazi do rizika od degradacije biljnih komponenti 

(Ranjha i sur., 2021). Korištenjem pulsnog načina rada omogućeno je duže vrijeme 

ultrazvučne obrade. Princip pulsnog načina rada leži u povremenoj aktivaciji i deaktivaciji 

snage ultrazvučne sonde pomoću generatora, a to povremeno prebacivanje snage 

onemogućava povećanje temperature reakcije tijekom duljeg trajanja obrade. Uočeno je da 

korištenje pulsirajućeg ultrazvuka, uz povećanu efikasnost ekstrakcije, doprinosi uštedi 

energije od 20 % do 51 % (Kobus i sur., 2021). Iz kore Syzygium cumini ekstrahirao se katehin 

uz ultrazvuk, u svrhu pojačavanja ekstrakcije. Tijekom eksperimenta proučavao se utjecaj  

raznih ultrazvučnih vremena na rezultat ekstrakcije, a primijenjene temperature iznosile su: 30 

⁰C, 40 ⁰C, 50 ⁰C i 60 ⁰C. Kada se vrijeme ekstrakcije produljilo za 15 – 20 minuta, prinos 

ekstrakcije se povećavao, a dulje vrijeme ekstrakcije rezultiralo je smanjenjem udjela. Stoga, 

temeljem korištene metode ultrazvuka i specifične komponente koja se ekstrahira, određuje 

se vrijeme obrade, koje je relativno kratko, između 5 – 15 minuta (Bhadange i sur., 2022). 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16  

3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1.  UZORAK LISTA PLANIKE 

Prilikom ovog istraživanja korišteni su listovi planike (slika 1) koji su ubrani u Malom 

Lošinju, gradu na južnom dijelu otoka Lošinja u Primorsko–goranskoj županiji. Listovi su prije 

provedbe pokusa osušeni pri sobnoj temperaturi  te samljeveni (slika 2) pomoću uređaja za 

usitnjavanje (Retsch GM 300, Retsch GmbH, Haan, Njemačka) (slika 3). Samljeveni uzorak 

spremljen je u hermetički zatvorenu tamnu staklenu bočicu te skladišten na sobnoj temperaturi 

do provedbe analize. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. List planike (vlastita fotografija) 

Slika 2. Smljeveni list planike (vlastita fotografija) 
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3.2.  METODE RADA 

3.2.1. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija 

Mehanizam djelovanja ultrazvuka na stanične strukture podrazumijeva stvaranje 

kavitacijskih mjehurića u otapalu korištenom za ekstrakciju prilikom ultrazvučnog tretmana. 

Implozija kavitacijskog mjehurića uzrokuje nastajanje mikrolokacija visoke temperature i tlaka 

što dovodi do rupture staničnog materijala. Ova metoda pospješuje ekstrakciju zbog boljeg 

kontakta materijala i otapala pri čemu dolazi do većeg prijenosa mase ekstrahirane tvari u 

otapalo (Putnik i sur., 2017). 

Aparatura i pribor: 

• Analitička vaga (ABJ220-4NM,Kern& Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Ultrazvučni procesor (UP400St, Hielscher Ultrasound Technology, Njemačka) 

• Sonotroda S24d7 (materijal: titanij, promjer 7 mm, površina 42 mm2, duljina 100 mm, 

za uzorke od 20 mL do 500 mL) 

• Sonotroda S24d14D (materijal: titanij, promjer 14 mm, površina 173 mm2, duljina 100 

mm, za uzorke od 50 mL do 1000 mL) 

• Sonotroda S24d22D ( materijal: titanij, promjer 22 mm, površina 430 mm2, duljina 100 

mm, za uzorke od 100 mL do 2000 mL)  

• Laboratorijska čaša, volumena 100 mL 

• Špatula 

• Stakleni lijevak 

• Stakleni štapić 

• Odmjerna tikvica, volumena 100 mL 

• Filter papir 

• Pipeta 

• Plastične kivete, volumena 50 mL 

Postupak ekstrakcije 

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija provedena pomoću ultrazvučnog procesora 

Hielscher UP400St uz destiliranu vodu kao ekstrakcijsko otapalo, a prema planu pokusa 

prikazanom u Tablici 1. Ispitivani izvori varijacija su: i) promjer sonde (7 mm, 14 mm i 22 mm), 

amplituda (50 % i 100 %), puls (50 % i 100 %) te vrijeme ekstrakcije (5 i 10 minuta).  

U laboratorijskoj čaši se odvaže uzorak samljevenog lista planike približne mase 1 g. 

Potom se u čašu dodaje 80 mL destilirane vode uz povremeno miješanje uzorka staklenim 

štapićem. Uzorak je potom podvrgnut ekstrakciji (slika 4) prema planu pokusa (tablica 1). 

Prilikom provedbe ekstrakcije, uzorci  su bili hlađeni ledom u kupelji.  Dobiveni ekstrakt se 
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profiltrira preko filter papira u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se dopuni destiliranom vodom 

do oznake. Uzorci se iz odmjerne tikvice prebacuju u plastične kivete i pohranjuju se u 

hladnjaku na +4 ⁰C do daljnje analize. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablica 2. Plan pokusa za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju lista planike 

R.br. 
Promjer 

sonde 

Amplituda 

(%) 
Puls (%) 

 

Vrijeme 

(min) 

1 

7 mm 

50 

50 

5 

2 100 5 

3 50 10 

4 100 10 

5 50 

100 

5 

6 100 5 

7 50 10 

8 100 10 

 

Slika 3. Postupak ekstrakcije lista planike uz pomoć  ultrazvučnog procesora (vlastita 

fotografija) 
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Tablica 2. Plan pokusa za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju lista planike- 

nastavak 

R. br. 

Promjer 

sonde 

Amplituda 

(%) Puls (%) 

Vrijeme 

(min) 

9 

    14 mm   

  

  

  

50 

 50  

  

5 

10 100 5 

11 50 10 

12 100 10 

13 50 100 

  

  

  

5 

14 100 5 

15 50 10 

16 100 10 

17 

22 mm  

  

  

  

50 

50 

  

  

5 

18 100 5 

19 50 10 

20 100 10 

21 50 100 

  

  

  

5 

22 100 5 

23 50 10 

24 100 10 

 

 

3.2.2. Spektrofotometrijsko određivanje ukupnih fenola 

Određivanje ukupnih fenola temelji se na reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. 

Nastalo obojenje mjeri se spektrofotometrom pri valnoj duljini od 725 nm (Yuan i sur., 2018). 

Aparatura i pribor: 

• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 
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• Analitička vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Plastična lađica za vaganje 

• Špatula 

• Pipeta, volumena 10 mL 

• Mikropipete Eppendorf, volumena 200 µL i 1000 µL 

• Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Staklene epruvete 

• Stalak za epruvete 

• Odmjerne tikvice, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Staklena menzura, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Stakleni lijevak 

Otapala i reagensi: 

• Folin-Ciocalteu reagens, razrijeđen 5 puta (Fisher Scientific UK, Loughborough, Velika 

Britanija) 

• Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska) 

• Bezvodni natrijev karbonat (Lach-ner,s.r.o., Neratovice, Češka) 

• Otopina natrijevog karbonata, 7,5 % (w/v) 

Priprema: U laboratorijsku čašu odvaže se 75 g bezvodnog natrijevog karbonata koji se 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 1000 mL, pomoću destilirane vode. 

Tikvica se destiliranom vodom dopuni do oznake. 

• Standard galne kiseline 97,5 - 102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis,USA) 

• Otopina standarda galne kiselina 5 g L-1 

Priprema: U plastičnoj lađici odvaže se 500 mg galne kiseline koja se kvantitativno prenese 

u odmjernu tikvicu, volumena 100 mL, pomoću 10 mL 96 %-tnog  etanola, a nakon otapanja 

galne kiseline u datom volumenu,  odmjerna tikvica se do oznake  dopuni destiliranom 

vodom. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: Pripremljeni ekstrakti razrjeđuju se deset puta, stoga se u staklenu 

epruvetu redom dodaje 40 µL ekstrakta, 360 µL destilirane vode, 400 µL Folin-Ciocalteu 

reagensa, prethodno razrijeđenog pet puta destiliranom vodom te 4 mL 7,5 %-tne otopine 

natrijeva karbonata nakon čega se smjesa promiješa na Vortex uređaju. Reakcijsku smjesu 

potrebno je ostaviti 20 minuta na sobnoj temperaturi, nakon čega slijedi mjerenje apsorbancije 

pri valnoj duljini od 725 nm. 
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Izrada baždarnog pravca: Za pripremu standardne otopine odvaže se 500 mg galne kiseline 

koja se otopi u 10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici volumena 100 mL, a preostali 

volumen dopuni se destiliranom vodom do oznake. Od pripremljene otopine, koncentracije 5 g 

L-1, pripreme se razrjeđenja u odmjernim tikvicama, volumena 25 mL. Redom se otpipetira 50, 

125, 250, 500, 750 i 1250 µL standardne otopine u svaku tikvicu te se preostali volumen dopuni 

destiliranom vodom do oznake, a dobivene koncentracije u tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 

150 i 250 mg L-1. 

Reakcijska smjesa uključuje dodavanje redom 400 µL otopine standarda iz svake tikvice, 400 

µL pet puta prethodno razrijeđenog Folin-Ciocalteu reagensa i 4 mL 7,5 %-tnog natrijeva 

karbonata (w/v) u epruvete. U slijepu probu se, umjesto otopine standarda, dodaje destilirana 

voda. Nakon 20 minuta stajanja na sobnoj temperaturi, mjeri se apsorbancija uzoraka pri valnoj 

duljini od 725 nm, a iz dobivenih se vrijednosti iscrtava baždarni pravac, pomoću programa 

Microsoft Excel. Na x-osi nalaze se vrijednosti koncentracije galne kiseline u mg L-1, a na y-osi 

nalaze se vrijednosti izmjerene apsorbancije. Koncentracija fenola određuje se prema 

jednadžbi pravca [1]: 

               y = 0,0078x - 0,0032       R2 = 0,9983               

gdje je: 

y- apsorbancija uzorka pri 725 nm, 

x- koncentracija galne kiseline (mg L-1). 

 

3.2.3. Spektrofotometrijsko određivanje ukupnih flavonoida 

Određivanje ukupnih flavonoida temelji se na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim 

kloridom i kalijevim acetatom pri čemu je uzorak u metanolnom/etanolnom ekstraktu, a nastali 

intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 415 nm (Chang, Yang, Wen, & Chern, 2002). 

Aparatura i pribor: 

• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Analitička vaga (ABJ220-4NM, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Pipete, volumena 10 mL 

• Mikropipete Eppendorf, volumena 200, 1000 i 5000 µL 

• Odmjerne tikvice, volumena 25, 100 i 1000 mL 

[1] 
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• Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Staklene epruvete 

• Stalak za epruvete 

• Plastična lađica za vaganje 

• Špatula 

Otapala i reagensi: 

• Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska) 

• Metanol za HPLC ≤ 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-HaënTM, Francuska) 

• Aluminijev klorid, 98.5 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija) 

• Aluminijev klorid, 10 % (w/v) 

Priprema: Odvaže se 10 g aluminijeva klorida, odvaga se otopi u 10 mL destilirane vode i 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 100 mL, a preostali volumen nadopuni 

se destiliranom vodom do oznake. 

• Kalijev acetat, 99 %, bezvodni (Acros Organics, Geel, Belgija) 

• Kalijev acetat, 1 M 

Priprema: Kalijev acetat, mase 9,845 g, otopi se u 10 mL destilirane vode. Otopina se 

kvantitativno prenese u  odmjernu tikvicu, volumena 100 mL, te se dopuni destiliranom 

vodom do oznake. 

• Standard kvercetin, 95 %, hidrat (Acros Organics, Kina) 

• Otopina standarda kvercetina, 200 mg L-1 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se 20 mg standarda kvercetina. Odvaga 

se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 200 mL, pomoću 10 mL 100 %-tnog 

metanola. Tikvica se do oznake nadopuni 100 %-tnim metanolom nakon otapanja 

kvercetina u datom volumenu, a iz alikvotne otopine pripremaju se razrjeđenja: 10,25, 50, 

75, 100 i 150 mg L-1. 

• Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Češka) 

• 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (v/v) 

Priprema: U odmjernu tikvicu od 1000 mL doda se 800 mL metanola, a preostali dio 

volumena dopuni se destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina 80 %-tnog 

metanola dodaje se u drug. u odmjernu tikvicu, volumena 1000 mL, nakon što se prethodno 

doda 10 mL mravlje kiseline 80 %-tnim metanolom odmjerna tikvica se dopuni do oznake. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 
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Postupak određivanja: Za postavljanje reakcijske smjese u staklene epruvete  dodaje se 

redom 0,5 mL pripremljenog ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 % aluminijevog 

klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Sadržaj epruvete promiješa se 

na Vortex uređaju.  Za slijepu probu način pripreme je isti, samo se umjesto ekstrakta dodaje 

otapalo za ekstrakciju (destilirana voda), a umjesto 0,1 mL 10 %-tnog aluminijeva klorida isti 

volumen destilirane vode. Epruvete s reakcijskom smjesom stoje 30 minuta te slijedi mjerenje 

apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 415 nm. 

Izrada baždarnog pravca: Za izradu baždarnog pravca koristi se standardna otopina 

kvercetina, koncentracije 200 mg L-1, od koje se pripreme razrjeđenja na način da se redom 

otpipetira 1,25, 3,125, 6,25, 9,375, 12,5 i 18,75 mL alikvota standardne otopine kvercentina u 

odmjernu tikvicu, volumena 25 mL. Tikvica se do oznake dopuni 100 %-tnim metanolom. 

Raspon pripremljenih koncentracija u tikvicama iznosi 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg L-1, a za 

analizu se koristi i alikvotna otopina standarda koncentracije 200 mg L-1. 

Reakcijska smjesa postavlja se na način da se iz svake tikvice redom otpipetira 0,5 mL otopine 

standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M 

kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Slijepa proba priprema se tako da se umjesto 10 

%-tnog aluminijevog klorida dodaje isti iznos volumena destilirane vode, a umjesto ekstrakta 

dodaje se 100 %-tni metanol.  

Nakon 30 minuta stajanja reakcijske smjese slijedi mjerenje apsorbancije pri 415 nm valne 

duljine, a iz dobivenih vrijednosti izrađuje se baždarni dijagram u programu Microsoft Excel. 

Na y-osi nalaze se očitane vrijednosti apsorbancije pri 415 nm, a na x-osi nalaze se vrijednosti 

koncentracije kvercentina u mg L-1. Koncentracija flavonoida određuje se prema jednadžbi 

pravca [2]:  

y=0,0064x-0,0362   R2= 0,9998 

gdje je:  

y- apsorbancija pri 415 nm, 

x- koncentracija kvercentina (mg L-1). 

 

3.2.4. Spektrofotometrijsko određivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola 

Definirana metoda temelji se na određivanju ukupnih hidroksicimetnih kiselina i 

flavonola u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se pri 

320 nm i 360 nm na spektrofotometru (Howard, Clark, &amp; Brownmiller, 2003). 

Aparatura i pribor: 

[2] 
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• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 

• Kvarcne kivete 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Analitička vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

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

• Mikropipete Eppendorf, volumena 200, 1000 i 5000 µL 

• Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL 

• Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Staklene epruvete 

• Stalak za epruvete 

• Plastična lađica za vaganje 

• Špatula 

Otapala i reagensi: 

• Koncentrirana klorovodična kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Češka) 

• Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska) 

• Klorovodična otopina 1 g L-1 HCl u 96 % etanolu (v/v) 

• Koncentrirana klorovodična kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Češka) 

• Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska) 

• Klorovodična otopina 1 g L-1 HCl u 96 % etanolu (v/v) 

Priprema: U odmjernu tikvicu, volumena 100 ml, otpipetira se 0,227 mL 37 %-tne 

koncentrirane klorovodične kiseline. Preostali volumen tikvice dopuni se 96 %-tnim 

etanolom do oznake. 

• Klorovodična otopina 2g L-1 HCl u vodi (v/v) 

Priprema: U odmjernu tikvicu, volumena 100 mL, otpipetira se 0,454 mL 37 %-tne 

koncentrirane klorovodične kiseline. Preostali volumen tikvice dopuni se 96 %-tnim 

etanolom do oznake. 

• Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina) 

• Otopina standarda kvercetina 600 mg L-1 

Priprema: 60 mg standarda kvercetina odvaže se u plastičnoj lađici. Odvaga se 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 100 mL, pomoću 30 mL 100 %-tnog 

metanola. Nakon otapanja kvercetina, odmjerna tikvica se do oznake dopuni 100 %-tnim 

metanolom. Dobivena je otopina standarda kvercetina koncentracije 600 mg L-1. 
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• Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel, Njemačka) 

• Standard klorogenske kiseline koncentracije 600 mg L-1 

Priprema: U plastičnoj lađici odvaže se 60 mg standarda klorogenske kiseline koja se u 30 

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

otopi. Tikvica se dopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. Dobivena je otopina standarda 

klorogenske kiseline koncentracije 600 mg L-1. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: Prilikom postavljanja reakcije u staklenu epruvetu redom se otpipetira 

250 µL ekstrakta, 250 μL 1 g L-1 HCl u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L-1 HCl te se sadržaj 

promješa na Vortex uređaju. Za pripremu slijepe probe, umjesto ekstrakta, koristi se otapalo 

korišteno prilikom ekstrakcije (destilirana voda). Mjerenjem apsorbancije uzorka pri 320 nm 

određuju se ukupne hidroksicimetne kiseline, a mjerenjem apsorbancije uzorka pri 360 nm 

određuju se ukupni flavonoli. 

Izrada baždarnog pravca za određivanje hidroksicimetnih kiselina: Za određivanje 

koncentracije hidroksicimetnih kiselina u ispitivanim uzorcima priređuje se baždarni dijagram 

pri čemu se kao standardna otopina koristi klorogenska kiselina. Priređuju se razrjeđenja od: 

10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg L-1 tako da se iz alikvotne otopine standarda od 

600 mg L-1 otpipetira u odmjerne tikvice od 25 ml redom: 0,416, 1,042, 2,083, 3,125, 4,166, 

6,25, 8,333, 12,5 i 20,833 mL. Odmjerna tikvica se do oznake dopuni 100 %-tnim metanolom. 

U slijepu probu se umjesto standarda dodaje 100 %-tni metanol, a koraci u pripremi su jednaki. 

Postavljanje reakcijske smjese u epruveti uključuje dodatak 250 μL otopine standarda, 250 μL 

1g L-1 HCl u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL   2 g L-1 HCl. Prilikom određivanja hidroksicimetnih 

kiselina na valnoj duljini od 320 nm koriste se kvarcne kivete. Jednadžba pravca za određivanje 

hidroksicimetnih kiselina, dobivena mjerenjem, glasi [3]: 

                                                y=0,0025x-0,0038       R2= 0,9996 

gdje je: 

y- apsorbancija pri 320 nm, 

x- koncentracija klorogenske kiseline (mg L-1). 

Izrada baždarnog pravca za određivanje flavonola: Za određivanje koncentracije flavonola u 

ispitivanim uzorcima priređuje se baždarni dijagram pri čemu se kao standardna otopina koristi 

kvercetin. Standardna otopina kvercetina, koncentracije 600 mg L-1, ishodišna je otopina za 

pripremu razrjeđenja: 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg L-1. U odmjernu tikvicu 

od 25 mL otpipetira se otopina alikvota redom: 0,416, 1,042, 2,083, 3,125, 4,166, 6,25, 8,333, 

[3] 
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12,5, 16,666 i 20,833 mL. Odmjerna tikvica se dopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. Isti 

način pripreme je i za slijepu probu, no umjesto standarda stavlja se 100 %-tni metanol.  

Postavljanje reakcijske smjese u epruveti uključuje dodatak 250 μL otopine standarda, 250 μL 

1g L-1 HCl u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L-1 HCl. Prilikom određivanja flavonola na valnoj 

duljini od 360 nm koriste se staklene kivete. Jednadžba pravca za određivanje flavonola, 

dobivena mjerenjem,  glasi [4]: 

y=0,0026x+0,0083     R2= 0,9995 

gdje je: 

y- apsorbancija pri 360 nm, 

x- koncentracija kvercetina (mg L-1). 

 

3.2.5. Određivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom 

Specifičnost spojeva iz skupine flavan-3-ola je mogućnost reakcije s vanilinom pri čemu 

dolazi do nastajanja obojenih spojeva što je princip određivanja polimernih proantocijanidina. 

Spojevi se kvantitativno određuju mjerenjem intenziteta nastalog obojenja, pri valnoj duljini od 

500 nm (Sun et al., 1998). 

Aparatura i pribor: 

• Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany) 

• Staklene kivete 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Analitička vaga (ABJ220-4NM, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Germany) 

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

• Mikropipete Eppendorf volumena 100 µL i 1000 µL 

• Odmjerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL i 1000 mL 

• Menzure, volumena 100 mL i 1000 mL 

• Staklene epruvete  

• Stalak za epruvete 

• Plastične lađice za vaganje 

• Špatula 

• Stakleni lijevak 

• Filter papir 

• Staklene čaše volumena 50 mL, 100 mL i 250 mL 

Otapala i reagensi: 

[4] 
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• Metanol za HPLC ≤ 99.9 % (Honeywell, Riedel-de-HaënTM , Francuska) 

• Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemačka) 

• 1 %-tna metanolna otopina vanilina 

Priprema: Odvaže se 1 g vanilina i prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te se ista dopuni 

do oznake 100 %-tnim metanolom.  

• Koncentrirana H2SO4 , 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Češka) 

• 25 %-tna otopina H2SO4 

Priprema: U odmjernu tikvicu od 50 mL doda se manja količina 100 %-tnog metanola 

(otprilike 20 mL), nakon toga dodaje se 13,02 mL H2SO4. Prilikom dodavanja H2SO4 u 

manjim obrocima, tikvica se drži u hladnoj vodenoj kupelji. Tikvica se, nakon dodatka 

cijelog volumena sumporne kiseline, dopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. 

• Standard katehina (5 g L-1) 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se 500 mg katehina. Odvaga se otopi u 10 

mL 100 %-tnog metanola te se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 100 

mL, a potom se tikvica dopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: Postupak postavljanja reakcijske smjese uključuje dodatak 2,5 mL 1 %-

tnog vanilina, 2,5 mL 25 %-tne otopine H2SO4  i 1 mL ekstrakta u staklene epruvete. Slijepa 

proba priprema se na isti način, no umjesto ekstrakta, dodaje se otapalo korišteno za 

ekstrakciju (destilirana voda). Sadržaji epruveta homogeniziraju se na Vortex uređaju. 

Pripremljene reakcijske smjese stoje 10 minuta na sobnoj temperaturi, nakon čega se mjeri 

apsorbancija pri 500 nm. 

Izrada baždarnog pravca: Pripremi se alikvotna otopina standarda katehina koncentracije 5 g 

L-1 iz koje se priređuju razrjeđenja 10, 30, 60, 90 i 120 mg L-1 na način da se otpipetira redom: 

50, 150, 300, 450 i 600 µL otopine. Za pripremu otopina koriste se odmjerne tikvice, volumena 

25 mL, koje se do oznake, nakon dodatka određenog volumena katehina, dopune 100 %-tnim 

metanolom. 

Za postavljanje reakcijske smjese iz svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda, potom 

se dodaje 2,5 mL 1 %-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine H2SO4. Nakon stajanja 10 

minuta, mjeri se apsorbancija pripremljenih smjesa na valnoj duljini od 500 nm. Za pripremu 

slijepe probe umjesto ekstrakta koristi se metanol.  

Izmjerene apsorbancije koriste se za izradu baždarnog pravca u programu Microsoft Excel pri 

čemu se na x-osi nalaze vrijednosti koncentracije katehina (mg 100 mL-1), a na y-osi vrijednosti 
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izmjerene apsorbancije pri 500 nm. Prema dobivenoj jednadžbi pravca određuje se 

koncentracija polimernih proantocijanidina [5]: 

y=0,0053x-0,0124      R2= 0,9985 

gdje je: 

y- apsorbancija uzorka pri 500 nm, 

x- koncentracija katehina (mg L-1). 

 

3.2.6. Određivanje antioksidacijske aktivnosti Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) 

metodom 

Određivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom podrazumijeva redukciju 

žuto obojenog kompleksa željezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ). Ovom reakcijom nastaje 

plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin čiji je apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 

593 nm (Benzie, 1996). 

Aparatura i pribor: 

• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Analitička vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Tehnička vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Električna vodena kupelj Grant (JBN5, Cambridge, UK) 

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

• Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 µL 

• Odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL i 1 L 

• Staklene epruvete 

• Stalak za epruvete 

• Plastična lađica za vaganje 

• Špatula 

Otapala i reagensi: 

• Metanol za HPLC ≤ 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-HaënTM , Francuska) 

• Standard Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (Biosynth 

s.r.o., Bratislava, Slovačka) 

• Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM 

[5] 
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Priprema: Odvaže se 0,025 g Troloxa za pripremu 1 mM otopine Troloxa. Masa se otopi u 

100 %-tnom metanolu, prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL. Tikvica se dopuni do oznake 

100 %-tnim metanolom, a pripremljena otopina služi za pripremu baždarnog pravca. 

• Klorovodična kiselina, 37 %-tna (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Češka) 

• Klorovodična kiselina, 40 mM 

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

se tikvica nadopuni do oznake destiliranom vodom. 

• TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

• TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin), 10 mM 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se 0,156 g TPTZ-a te se masa 

kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL, a tikvica se do oznake dopuni 40 mM 

klorovodičnom kiselinom. 

• Željezov(III)-klorid heksahidrat (FeCl3 x 6H2O) (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 

• Željezov(III)-klorid heksahidrat (FeCl3 x 6H2O), 20 mM otopina 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se masa željezo (III)-klorida heksahidrata 

od 0,2705 g koja se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 50 mL, a preostali 

volumen tikvice dopuni se destiliranom vodom do oznake. 

• Ledena octena kiselina, ≥ 99,8 % (Honeywell, FlukaTM , Seelze, Njemačka) 

• Natrijev acetat trihidrat otporan prema kalijevu permanganatu (Kemika, Zagreb, 

Hrvatska) 

• Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se masa natrij-acetat trihidrata od 3,1 g 

koja se pomoću destilirane vode kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu, volumena 1000 

mL. U odmjernu tikvicu dodaje se 16 mL glacijalne octene kiseline, a preostali volumen 

tikvice nadopuni se destiliranom vodom do oznake. 

• FRAP reagens 

Priprema: U staklenoj čaši, volumena 1000 mL, pomiješa se 500 mL acetatnog pufera (0,3 

M), 50 mL TPTZ reagensa i 50 mL željezo (III)-klorida za pripremu FRAP reagensa. FRAP 

reagens priprema se u omjeru 10:1:1. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: Prije postavljanja reakcijske smjese potrebno je sve pripremljene 

reagense, uključujući i standarde, inkubirati na temperaturu od 37 ℃. Pripremljeni ekstrakt 

razrjeđuje se 40 puta tako da se u staklenu epruvetu dodaje 15 µL ekstrakta i 585 µL destilirane 
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vode te 4500 µL FRAP reagensa. Sadržaj epruvete se dobro promiješa te termostatira na 37 

⁰C 10 minuta. Koraci su isti kod pripreme slijepe probe, samo se umjesto uzorka dodaje otapalo 

korišteno prilikom ekstrakcije. Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini od 593 nm. 

Izrada baždarnog pravca: Kako bi se pripremio baždarni dijagram pripremi se 1 mM otopina 

Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Odvaže se 0,0025 g 

Troloxa, a izvagana masa se otopi u 100 %-tnom metanolu te se istim dopuni do oznake u 

tikvici od 100 mL.  

Od ishodne otopine pripremaju se razrjeđenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125 i 150 

µM na način da se u odmjerne tikvice, volumena 25 mL, redom doda 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 

3,125; 3,75 i 5 mL. Tikvice se do oznake napune 100 %-tnim metanolom. 600 µL otopine 

standarda pomiješa se s 4500 µL FRAP reagensa u staklenoj epruveti. Reakcijska smjesa se 

promiješa i inkubira u vodenoj kupelji na 37 ⁰C  10 minuta. Isto vrijedi i za slijepu probu, samo 

se umjesto uzorka dodaje 100 %-tni metanol.  

Vrijednosti apsorbancije mjere se na valnoj duljini od 593 nm, a iz dobivenih podataka nacrta 

se baždarni pravac pomoću programa Microsoft Office Excel. Na x-osi pravca nalaze se 

vrijednosti koncentracije Troloxa (µM), a na y-osi nalaze se vrijednosti apsorbancije. Dobivena 

jednadžba pravca služi za izračun antioksidacijskog kapaciteta uzoraka određenog  FRAP 

metodom [6]: 

y = 0,005x – 0,0081            R2 =0,9992           

gdje je: 

y- apsorbancija pri 593 nm, 

x- koncentracija Troloxa (µM). 

 

3.2.7. Određivanje antioksidacijskog kapaciteta 2,2′-Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid (ABTS) metodom 

Sposobnost molekule antioksidanasa da reducira stabilni radikal kation 2,2’-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS+) temelj je određivanja antioksidacijskog 

kapaciteta ABTS metodom. Stabilni ATBS+ kation reducira se uz prisutnost antioksidansa pri 

čemu dolazi do obezbojenja plavo-zelene otopine (Re i sur., 1999). 

Aparatura i pribor: 

• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 

[6] 
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• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Staklene epruvete 

• Odmjerne tikvice, volumena 5 mL i 10 mL 

• Mikropipete Eppendorf, volumena 100 µL i 1000 µL 

Otapala i reagensi: 

• 7 mM otopina ABTS+(m/v) 

Priprema: U odmjernoj tikvici od 5 mL doda se odvagana masa 0,0192 g ABTS+ -a te se 

tikvica nadopuni do oznake destiliranom vodom. 

• 140 mM otopina kalijeva persulfata (m/v), K2S2O8 

Priprema: U odmjernoj tikvici od 5 mL doda se odvagana masa 0,18920 g K2S2O8 koja se 

otopi, a odmjerna tikvica se do oznake dopuni destiliranom vodom. 

•  Otopina ABTS reduciranog kationa 

Priprema: Prethodno je potrebno nadodati 88 µL otopine kalijeva persulfata (140 mM) u 5 

mL otopina ABTS+ (7 mM) te tako pripremljenu smjesu čuvati u mraku od 12 h do 16 h. 

Drugi dan se od te otopine pripremi 1,5 %-tna otopina ABTS+ na način da se otpipetira 

1500 µL ABTS+ reagensa u odmjernu tikvicu od 100 mL, a preostali volumen tikvice dopuni 

se do oznake 96 %-tnim etanolom. Pripremljenoj otopini se, uz etanol kao slijepu probu, 

mjeri apsorbancija koja treba iznositi 0,734 ± 0,02. Ako iznos apsorbancije prelazi 0,734 

potrebno je otopinu razrijediti 96 %-tnim etanolom, a ukoliko je iznos apsorbancije manji, 

u otopinu se nadodaje ATBS+ reagens u malim volumnim obrocima. Mjerenje se ponavlja 

do kad se ne postigne željena apsorbancija. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: Pripremljeni ekstrakti prethodno se razrijede 50 puta u destiliranoj vodi 

nakon čega se otpipetiraju u staklenu epruvetu u volumenu od 160 µL. Nakon toga dodaje se 

2 mL ABTS+ otopine i smjesa se, nakon miješanja na Vortex uređaju, inkubira 10 minuta u 

mraku pri sobnoj temperaturi, te slijedi spektrofotometrijsko mjerenje uz 96 %-tni etanol kao 

slijepu probu.  

Izrada baždarnog dijagrama: Otopine ABTS+ u koncentracijama od 0, 25, 50, 100, 200 i 300 

µM koriste se za izradu baždarnog dijagrama pri čemu se mjeri apsorbancija svake otopine na 

valnoj duljini od 734 nm.  

Na temelju izmjerenih vrijednosti nacrta se baždarni dijagram pomoću programa Microsoft 

Excel. Na x-osi nalaze se vrijednosti koncentracije ABTS+ otopine, a na y-osi nalaze se 
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vrijednosti izmjerene apsorbancije pri 734 nm. Na temelju dobivene jednadžbe dobiva se 

antioksidacijski kapacitet ABTS metodom glasi [7]: 

y = -0,0015x + 0,5143              R2  = 0,9992 

gdje je: 

y- apsorbancija pri 734 nm, 

x- koncentracija ABTS+  otopine (µM). 

 

3.2.8. Određivanje antioksidacijske aktivnosti 2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) metodom       

Metoda određivanja antioksidacijske aktivnosti (AA) temelji se na uporabi stabilnog 2,2-

difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal ljubičaste je boje, a zbog nesparenog elektrona, 

svoj apsorpcijski maksimum postiže na valnoj duljini 517 nm, vidljivog dijela spektra. Prilikom 

spajanja nesparenog elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa stvara se reducirani 

oblik DPPH-H što dovodi do promjene boje iz ljubičaste u žutu. Broj sparenih elektrona i 

promjena boje u stehiometrijskom su odnosu (Braca et al., 2001; Prior et al., 2005). 

Aparatura i pribor: 

• UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, 

Njemačka) 

• Staklene kivete 

• Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska) 

• Analitička vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&amp;Sohn GmbH, Balingen, Njemačka) 

• Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL i 10 mL 

• Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 µL 

• Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL 

• Staklene epruvete 

• Stalak za epruvete 

• Plastična lađica za vaganje 

• Špatula  

Otapala i reagensi: 

• Metanol za HPLC ≤ 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-HaënTM , Francuska) 

• DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD) 

• Otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) 0,2 mM u 100 % metanolu (v/v) 

[7] 



33  

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se masa 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala 

od 0,0079 g.  Odvaga se otopi u 100 %-tnom metanolu, nakon čega se prenese 

kvantitativno u odmjernu tikvicu, volumena 100 mL. Preostali volumen tikvice nadopuni se 

do oznake 100 %-tnim metanolom. Otopina DPPH čuva se u zatvorenoj tikvici na tamnom 

mjestu. 

• Otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) 0,5 mM u 100 % metanolu (v/v) 

Priprema: U plastičnoj lađici za vaganje odvaže se 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 

radikala. Odvaga se otopi u manjem volumenu 100 %-tnog metanola te se kvantitativno 

prenese u odmjernu tikvicu, volumena 100 ml. Preostali volumen tikvice do oznake 

nadopuni se 100 %-tnim metanolom te se tikvica s pripremljenom otopinom čuva zatvorena 

na tamnom. 

• Standard Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (Biosynth 

s.r.o., Bratislava, Slovačka) 

• Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) 1 mM 

Priprema: Odvaže se 0,025 g Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska 

kiselina) te se otopi u 100 %-tnom metanolu, prenese u tikvicu od 100 mL koja se do 

oznake nadopuni 100 %-tnim metanolom. Pripremljena 1 mM otopina Troloxa koristi se za 

pripremu baždarnog dijagrama. 

Priprema uzorka: način pripreme uzorka opisan je u potpoglavlju 3.2.1. 

Postupak određivanja: U epruvetu se otpipetira 1,5 mL pripremljenog ekstrakta prethodno 

razrijeđenog 5 puta. Od 24 ekstrakta, 17. ekstrakt u ovom mjerenju nije bio razrijeđen. Nakon 

dodatka ekstrakta, u epruvetu se dodaje 3 mL 0,5 mM otopine DPPH. Potrebno je pripremiti 

kontrolu u koju se dodaje 1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL 0,5 mM otopine DPPH. 

Izmjerena apsorbancija kontrole oduzima se od izmjerene apsorbancije uzorka. 4,5 mL 100 

%-tnog metanola ulijeva se u epruvetu kao slijepa proba. Nakon priprema reakcijskih smjesa, 

sadržaj se promješa na Vortex uređaju te stavlja u mrak na 20 minuta pri sobnoj temperaturi, 

slijedi mjerenje apsorbancije pri 517 nm uz metanol kao slijepu probu. Ako izmjerene 

vrijednosti prelaze 1,0 potrebno je razrijediti ekstrakt kako bi se izmjerene vrijednosti nalazile 

u intervalima između 0,1 i  0,9. 

Izrada baždarnog dijagrama: Otopina 1 mM Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-

karbonska kiselina) koja služi za izradu baždarnog dijagrama priprema se na način da se 

odvaže 0,025 g Troloxa koji se otopi u 100 %-tnom metanolu. Otopljena odvaga prenese se u 

tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom. Iz pripremljene otopine redom 

se otpipetira 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 3,125; 3,75 i 5 mL u odmjerne tikvice tikvice od 25 mL. 
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Tikvice se do oznake dopune 100 %-tnim metanolom, a dobivene koncentracije iznose 10, 25, 

50, 100, 125 i 150 µM. 1,5 mL odgovarajuće otopine Troloxa otpipetira se u epruvetu te se 

dodaje 3 mL 0,2 mM otopine DPPH.  

1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL 0,5 mM otopine DPPH potrebno je otpipetirati za kontrolu, 

a za slijepu probu koristi se 4,5 mL 100 %-tnog metanola koji se otpipetira u epruvetu. Prije 

mjerenja apsorbancije, na valnoj duljini od 517 nm, epruvete stoje 20 minuta u mraku na sobnoj 

temperaturi. Slijepa proba pri mjerenju je 100 %-tni metanol. Na temelju izmjerenih rezultata 

dobivena je jedandžba pravca za određivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom [8]: 

y = -0,0037x + 2,3781     R2  = 0,9994 

gdje je: 

y- apsorbancija pri 517 nm, 

x- koncentracija Troloxa (µM). 

 

3.3. OBRADA REZULTATA 

        Prilikom eksperimentalnog određivanja, za svaki uzorak izmjerene su vrijednosti dvaju 

paralelnih određivanja, a dobiveni eksperimentalni podaci obrađeni su u programu Microsoft 

Excel, prikazani kao srednja vrijednost paralela ± standardna devijacija. Iz grafičkog prikaza 

vidljive su vrijednosti udjela fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavonola, polimernih 

proantocijanidina kao i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta, dobivenog metodama: FRAP, 

ABTS, DPPH, u ovisnosti o parametrima ekstrakcije: promjer sonde, amplituda, puls i vrijeme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

[8] 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

U eksperimentalnom radu ispitana su 24 uzorka ekstrakta lista planike pri čemu je 

ekstrakcija provedena ultrazvukom uz variranje procesnih parametara: promjer sonde (7 mm, 

14 mm, 22 mm), amplituda (50 %, 100 %), puls (50 %, 100 %) i vrijeme ekstrakcije (5 minuta, 

10 minuta). U svim uzorcima ekstrakata spektrofotometrijski su određivane koncentracije 

bioaktivnih spojeva (ukupni fenoli, flavonoidi, hidroksicimetne kiseline, flavonoli, polimerni 

proantocijanidini), te antioksidacijski kapacitet uzoraka primjenom metoda FRAP, ABTS i 

DPPH. Eksperimentalno dobiveni podaci obrađeni su u programu Microsoft Excel. Rezultati 

su izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

 

4.1. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA PRINOS UKUPNIH FENOLA U VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 4 prikazan je prinos ukupnih fenola u vodenim ekstraktima listova planike s 

obzirom na promjer korištene sonde ultrazvučnog procesora tijekom ekstrakcije. Iz rezultata je 

vidljivo da je najveći udio fenolnih spojeva dobiven u uzorku 24 koji je tretiran sondom promjera 

22 mm, vrijednosti amplitude 100 %, vrijednosti pulsa 100 % te vremenu ekstrakcije od 10 

minuta. Najmanji prinos uočen je kod uzorka 1, čiji su parametri: promjer sonde 7 mm, 

amplituda 50 %, puls 50 % i vrijeme ekstrakcije 5 minuta. Prema navedenim podacima vidljivo 

je da najinvaziviji uvjeti ultrazvučne ekstrakcije daju najveći prinos ukupnih fenola, dok se 

najmanji prinos ostvaruje tretmanom s najblažim uvjetima. Vrijednosti ukupnih fenola bile su 

podjednake u uzorcima broj: 1, 9 i 17 koji su tretirani jednakim parametrima amplitude (50 %), 

pulsa (50 %) i vremena tretmana (5 minuta) iako su primjenjene sonotrode različitog promjera 

(7 mm, 14 mm, 22 mm).  Razlika u prinosu između korištenih sonda uočljiva je pri parametrima: 

amplituda 100 %, puls 100 % i vrijeme 10 minuta, gdje je  najveći prinos dobiven u uzorku koji 

je tretiran sondom 22 mm. Šic Žlabur i sur. (2015) izolirali su fenolne spojeve iz lista Stevie 

rebaudiane Bertoni ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom. Prilikom istraživanja korištene 

su sonde promjera 7 mm i 22 mm. Dobiveni prinos ukupnih fenolnih spojeva bio je veći kad je 

tijekom tretmana korištena sonda od 22 mm (77,89±2,28 mg g-1 uzorka), u usporedbi sa 

sondom promjera 7 mm (59,43±2,11 mg g-1 uzorka). Navedeno je djelomično u skladu s 

dobivenim rezultatima o prinosu ukupnih fenolnih spojeva iz lista planike, obzirom da trend 

povećanja prinosa s povećanjem promjera sonde nije posve linearan, ali u konačnici najveći 

sadržaj ukupnih fenolnih spojeva zabilježen je primjenom sonde najvećeg promjera (uzorci 23 

i 24).     

Prilikom povećanja vrijednosti amplitude s 50 % na 100 % uočen je nagli porast prinosa 

fenolnih spojeva neovisno o promjerima sondi uz vrijednost pulsa 50 % i trajanje ekstrakcije 
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od 5 minuta. Trend povećanja udjela fenola vidljiv je u uzorcima nakon povećanja  amplitude 

s 50 % na 100 %, izuzev uzorka 15 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, 

vrijeme 10 minuta) i uzorka 16 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 

10 minuta).  Carrea i sur. (2012) ispitivali su utjecaj amplitude (20 %, 50 % i 100 %) na prinos 

fenolnih spojeva tijekom ultrazvučno potpomognute ekstrakcije iz grožđa. Najmanji prinos 

ostvaren je uz amplitudu 20 %, a najveći pri amplitudi 100 %, no nije vidljiva značajna razlika 

između rezultata dobivenih pri amplitudama 50 % i 100 % (Carrea i sur., 2012). Usporedbom 

rezultata dobivenih tijekom ekstrakcije fenolnih spojeva iz listova planike uz amplitude 50 % i 

100 %, razlika u prinosu fenolnih spojeva ipak je zamjetna.  

Povećanjem pulsa dolazi do naglog skoka povećanja udjela fenola. Promjenom vrijednosti 

pulsa s 50 % na 100 %, povećava se udio fenolnih spojeva u ekstraktima. Bebek Markovinović 

i sur. (2023) tretirali su ultrazvukom visoke snage sokove od jagoda uz promjenu vrijednosti 

pulsa (50 %,100 %). Veće vrijednosti fenolnih spojeva uočene su nakon tretmana pulsom od 

100 %, što je u skladu s dobivenim prinosima za list planike.    

Uspoređujući uzorke prema vremenu trajanja ekstrakcije, zabilježen je porast udjela 

fenolnih spojeva u uzorcima koji su tretirani duže (10 minuta vs. 5 minuta), izuzev uzorka 10 

(promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta) i uzorka 12 (promjer 

sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 10 minuta). Uzorak 10 neznatno premašuje 

u iznosu sadržaja ukupnih fenola od uzorka 12. Razlog ovog odstupanja mogao bi se pripisati 

analitičkoj pogrešci, mogućoj oksidaciji uzoraka prilikom skladištenja ili utjecaju zagrijavanja 

uslijed ekstrakcije što posljedično može rezultirati degradacijom termolabilnih fenolnih spojeva.

 Derbassi i sur. (2022) ekstrahirali su fenolne spojeve iz lišća Arbutus unedo L. pomoću 

ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Tijekom istraživanja, ispitani su rasponi vremena 

ekstrakcije (5-30 minuta) i snage (50-500 W), a kao otapalo korišten je etanol u različitim 

koncentracijama (0-100 %). Rezultati optimizacije procesa ukazuju da vrijeme ekstrakcije od 

13 minuta i snaga od 402 W, uz 36 %-tni etanol kao otapalo daju najveći prinos suhog ostatka 

zaostalog nakon ekstrakcije čija količina pozitivno korelira sa sadržajem ekstrahiranih 

bioaktivnih spojeva (katehina, izoramnetin-O-deoksiheksozida, kvercetin-O-deoksiheksozida, 

luteolin-O-deoksiheksozida i ukupne količine fenolnih spojeva). Navedeni zaključak u skladu 

je s dobivenim rezultatima jer je prinos fenolnih spojeva nakon 10 minuta, uz amplitudu 100 

%, veći od prinosa dobivenog amplitudom 50 % i vremenom od 5 minuta, neovisno o 

promjerima sondi. Habachi i sur. (2022) također su odredili ukupnu koncentraciju fenola u listu 

planike pomoću ultrazvukom potpomognute ekstrakcije, uz vodu kao otapalo. Iskorištenje 

procesa je 29 %, a dobivena vrijednost iznosila je 48 ± 1,5 mg GAE g-1 DW, uz ekstrakcijske 

parametre: snaga 180 W, frekvencija 40 kHz i vrijeme trajanja 30 minuta. Usporedbom naših 

rezultata prinosa s rezultatima Habachi i sur. (2022) vidljivo je da su slične vrijednosti prinosa 
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ukupnih fenola zabilježene pri daleko kraćem vremenu tretmana  (5 minuta). Rezultati 

sugeriraju da je kraće vrijeme tretmana rezultiralo podjednakim prinosom ukupnih fenola, a 

mogući razlog tome mogao bi biti u jakosti ultrazvučnog procesora.
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                                                                           a)  

   

                                                                          b)                                                                                                             

 

                                                                          c)                                                                    

Slika 4. Prinos ukupnih fenola u vodenim ekstraktima lista planike s obzirom na 

promjere korištene sonde ultrazvuka tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) promjer 14 mm, 

c) promjer 22 mm.
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4.2. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA PRINOS UKUPNIH FLAVONOIDA U VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA 

PLANIKE 

Na slici 5 prikazan je prinos ukupnih flavonoida u vodenim ekstraktima listova planike s 

obzirom na promjer ultrazvučne sonde. Najveći udio flavonoida određen je u uzorku 24 

(promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta). Slično kao i za 

koncentracije ukupnih fenola, najniže koncentracije ukupnih flavonoida ostvarene su uz 

ekstrakcijske parametre: promjer sonde 7 mm, amplituda 50 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta 

(uzorak 1). Uzimajući u obzir promjere korištenih sondi, pri parametrima amplitude 50 %, pulsa 

50 %, vremena 5 minuta, u uzorcima 1, 9, 17 su prinosi flavonoidnih spojeva podjednaki. 

Povećavanjem samo jednog ekstrakcijskog parametra, bilo amplitude, pulsa ili vremena, veći 

prinos ostvaruje se primjenom sonde većeg promjera. Najveći udio flavonoida zabilježen je u 

uzorcima ekstrahiranim sondom najvećeg promjera (22 mm), a najmanji u ekstraktima 

ekstrahiranim pri sondi najmanjeg promjera (7 mm). Šic Žlabur i sur. (2015) su odredili udio 

flavonoida u ekstraktima lista Stevia rebaudiana Bertoni dobivenim ultrazvučnom ekstrakcijom 

(sonde promjera 7 mm i 22 mm). Veći prinos flavonoida ostvaren je uz sonde većeg promjera 

(62,48 ± 3,63 mg g-1 uzorka) u odnosu na sondu manjeg promjera (45,76 ± 2,13 mg g-1 uzorka). 

Promotri li se utjecaj amplitude, u svim uzorcima je došlo do povećanja prinosa flavonoida 

pri povećanju vrijednosti amplitude ( 50 % vs. 100 %). Gómez-Cruz i sur. (2021) su uz pomoć 

ultrazvuka ekstrahirali flavonoide iz komine masline, uz vrijednosti amplitude 30 %, 50 %, 70 

%. Najveći prinos flavonoida postignut je pri amplitudi 70 %, što je u skladu s rezultatima ovog 

rada, ukazujući da je najveći prinos također ostvaren pri najvećoj vrijednosti amplitude. No, u 

nekim uzorcima komine masline zabilježeno je smanjenje prinosa flavonoida nakon povećanja 

vrijednosti amplitude tijekom tretmana.  

Povećanjem pulsa s 50 % na 100 %, koncentracije flavonoida su se neznatno povećale u 

uzorcima tretiranim sondom promjera 7 mm, dok je veće povećanje u prinosu flavonoida 

vidljivo kod uzoraka  koji su tretirani sondama promjera 14 mm i 22 mm.  

Neovisno o ostalim ekstrakcijskim parametrima, produlji li se vrijeme ekstrakcije (5 minuta 

vs. 10 minuta), dolazi do povećanja udjela flavonoida. Šic Žlabur i sur. (2016) izolirali su 

flavonoide pomoću ultrazvučno potpomognute ekstrakcije (frekvencija 35 kHz, 140 W) iz 

svježih listova paprene metvice (Mentha piperita) i listova matičnjaka (Melissa officinalis) 

tijekom 5, 10, 15, 20, 25 i 30 minuta. Prinos ukupnih flavonoida povećao se s produljenjem 

vremena s 5 na 10 minuta u oba uzorka (list matičnjaka i list paprene metvice), što je u skladu 

s dobivenim rezultatima za uzorak lista planike. Najveći prinos flavonoida određen je u 

ekstraktima listova matičnjaka i listova paprene metvice ekstrahiranim 25 minuta, pri čemu je 

ekstrakcija od 30 minuta nepovoljno djelovala na daljnji porast prinosa flavonoida. Potonje 
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navedeno upućuje na to kako postoji optimalno vrijeme tretmana nakon kojeg može doći do 

degradacije flavonoida, što rezultira smanjenim prinosom (Sheng i sur., 2013).   
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                                                                          a) 

 

                                                                   b)                                                                                                                    

 

                                                                     c)                                                                  

Slika 5. Prinos ukupnih flavonoida u vodenim ekstraktima lista planike s obzirom na 

promjere korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) promjer 14 mm, c) promjer 

22 mm.
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4.3. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA PRINOS UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA U VODENIM 

EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 6 prikazan je prinos ukupnih hidroksicimetnih kiselina u vodenim ekstraktima 

listova planike s obzirom na promjer korištene sonde. Ekstrakt s najvećim prinosom 

hidroksicimetnih kiselina dobiven je uz promjer sonde 22 mm, amplitudu 100 %, puls 100 % i 

vrijeme 10 minuta (uzorak 24). Ekstrakcijski parametri: promjer sonde 7 mm, amplituda 50 %, 

puls 50 % i vrijeme 5 minuta, rezultirali su najmanjim prinosom (uzorak 1). Trend prinosa 

hidroksicimetnih kiselina prati trend fenola i flavonoida gdje je evidentno da se pri 

najinvazivnijim parametrima ostvaruju najveći prinosi, i obrnuto. Uspoređujući prinose 

hidroksicimetnih kiselina u odnosu na različite promjere sondi, razlika u prinosu vidljiva je već 

pri parametrima ekstrakcije: amplituda 50 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta, gdje je veći promjer 

korištene sonde rezultirao većim prinosom hidroksicimetnih kiselina. Najveće koncentracije 

hidroksicimetnih kiselina određene su u ekstraktima dobivenim uz promjer sonde 22 mm, a 

najmanje uz sondu najmanjeg promjera (7 mm).  

Porast udjela hidroksicimetnih kiselina zabilježen je u svim uzorcima nakon povećanja 

vrijednosti amplitude s 50 % na 100 %. Bebek Markovinović i sur. (2023) tretirali su sokove od 

jagoda ultrazvukom visoke snage s ciljem utvrđivanja stabilnosti bioaktivnih spojeva nakon 

skladištenja istih tijekom 7 dana na 4 ⁰C. Ispitivani parametri ultrazvuka bili su: amplituda 25 

%, 50 %, 75 % i 100 %, puls 50 % i 100 %, te vrijeme tretmana 5 i 10 minuta. Zabilježeno je 

da porastom vrijednosti amplitude dolazi do smanjenja prinosa hidroksicimetnih kiselina te je 

najmanji prinos ostvaren pri amplitudi 100 %, što je suprotno rezultatima prinosa 

hidroksicimetnih kiselina dobivenima za list planike.   

Neovisno o promjerima ultrazvučnih sondi, prinos hidroksicimetnih kiselina povećava se s 

povećanjem vrijednosti pulsa. Uz primjenu sonde promjera 22 mm primijećene su slične 

vrijednosti u prinosima hidroksicimetnih kiselina za uzorak 20 (amplituda 100 %, puls 50 % i 

vrijeme 10 minuta) i uzorak 21 (amplituda 50 %, puls 100 % i vrijeme tretmana 5 minuta), što 

upućuje da se povećanjem pulsa pri nižim vrijednostima vremena i amplitude može ostvariti 

gotovo isti prinos kao pri većim parametrima vremena i amplitude uz nižu vrijednost pulsa. 

Nadalje, u radu Bebek Markovinović i sur. (2023) nije primjećen utjecaj pulsa kao parametra 

ekstrakcije na prinos hidroksicimetnih kiselina u sokovima od jagoda, no predlaže se tretman 

s nižim vrijednostima pulsa, jer vrijednost pulsa od 100 % može biti previše invazivna za 

stabilnost hidroksicimetnih kiselina. Rezultati Bebek Markovinović i sur. (2023) nisu u skladu s 

rezultatima dobivenim za list planike jer se povećanjem pulsa sadržaj hidroksicimetnih kiselina 

povećavao.  
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Povećanje vremena ekstrakcije (5 vs. 10 minuta), pozitivno je utjecalo na prinose 

hidroksicimetnih kiselina u ekstraktima listova planike. Ipak, rezultati Bebek Markovinović i sur. 

(2023) upućuju da dulje trajanje ultrazvučnog tretmana (10 minuta vs. 5 minuta) nije imalo 

učinak na prinos hidroksicimetnih kiselina u sokovima od jagode, dok je u uzorcima planike 

dulji tretman rezultirao većim prinosom istih.
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                                                                     a) 

        

                                                                    b)                                                                                                

       

                                                                    c)                                             

Slika 6. Prinos ukupnih hidroksicimetnih kiselina u vodenim ekstraktima lista planike s 

obzirom na promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) promjer 14 mm, 

c) promjer 22 mm. 
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4.4. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA PRINOS UKUPNIH FLAVONOLA U VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA 

PLANIKE 

Na slici 7 prikazani su rezultati ukupnog prinosa flavonola s obzirom na promjer korištene 

sonde tijekom ekstrakcije. Najveći udio ukupnih flavonola dobiven je pri ekstrakcijskim 

parametrima: promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 100 % i vrijeme 10 minuta (uzorak 

24), dok je najmanji udio dobiven uz promjer sonde 7 mm, amplitudu 50 %, puls 50 % i vrijeme 

5 minuta (uzorak 1). Najinvazivnijim parametrima postignut je najveći prinos ukupnih flavonola, 

što je uočljiv trend i kod prinosa prethodno navedenih bioaktivnih spojeva, i obrnuto. 

Promatrajući udjele flavonola u ovisnosti o različitim promjerima sondi, pri navedenim 

parametrima (amplitude 50 %, pulsa 50 % i vremenu od 5 minuta) su dobivene slične 

vrijednosti prinosa flavanola uz upotrebu sondi od 7 mm (uzorak 1) i 14 mm (uzorak 9), dok je 

kod tretmana sa sondom promjera 22 mm (uzorak 17) zabilježen veći prinos flavonola. Daljnjim 

povećanjem parametara amplitude, pulsa i vremena, vidljiva je razlika u rasponu prinosa u 

ovisnosti o promjerima sondi, pri čemu je najveći prinos ostvaren uz sonde najvećeg promjera, 

i obrnuto.  

Povećanjem amplitude s 50 % na 100 %, u uzorcima je zabilježen porast udjela flavonola, 

izuzev uzorka 15 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta) i 

uzorka 16 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta). Mogući 

razlozi odstupanja od ranije uočenog trenda mogli bi se pripisati analitičkoj pogrešci,  oksidaciji 

uslijed skladištenja ili termičkoj razgradnji spojeva, do čega dolazi uslijed ultrazvučne 

ekstrakcije. Bebek Markovinović i sur. (2023) su ultrazvukom visoke snage tretirali sokove od 

jagoda, s ciljem utvrđivanja stabilnosti bioaktivnih spojeva nakon skladištenja istih tijekom 7 

dana skladištenja na 4 ⁰C. Parametri ultrazvučne obrade su bili amplituda (25 %, 50 %, 75 % 

i 100 %), puls (50 %, 100 %) i vrijeme tretmana (5 i 10 minuta). Amplituda nije značajno utjecala 

na prinos flavonola u sokovima, za razliku od rezultata dobivenih u ovom istraživanju gdje je 

prinos flavonola u ekstraktima lista planike bio veći uz veće vrijednosti amplitude.  

Veća vrijednost pulsa pozitivno utječe na stabilnost flavonola. Između uzorka 12 (promjer 

sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 10 minuta) i uzorka 13 (promjer sonde 14 

mm, amplituda 50 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta) uočene su slične vrijednosti prinosa, kao 

i između uzorka 20 (promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 10 minuta)  i 

uzorka 21 (promjer sonde 22 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta), što ukazuje 

na mogućnost ostvarenja istog prinosa povećanjem samo jednog parametra (npr. pulsa) pri 

nižim parametrima vremena i amplitude. Prema istraživanju Bebek Markovinović i sur. (2023) 

veći prinos flavonola u sokovima od jagode, ostvaren je pri vrijednosti pulsa 50 %, dok je za 

ekstrakte lista A. unedo povećanje vrijednosti pulsa rezultiralo povećanjem prinosa flavonola. 
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Povećanjem vremena ekstrakcije (5 vs. 10 minuta) dolazi do povećanja prinosa flavonola 

u svim uzorcima. Bebek Markovinović i sur. (2023) navode u svom radu da je produljeni učinak 

tretmana negativno utjecao na prinos flavonola u sokovima od jagode, dok je u ekstraktima 

lista planike s povećanjem vremena ekstrakcije došlo do povećanja prinosa flavonola.
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                                                                          a) 

 

                                                                    b)                                                                                           

 

                                                                     c)                                               

Slika 7. Prinos ukupnih flavonola u vodenim ekstraktima lista planike s obzirom na 

promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) promjer 14 mm, c) promjer 

22 mm. 
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4.5. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA PRINOS UKUPNIH POLIMERNIH PROANTOCIJANIDINA U VODENIM 

EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 8 prikazan je prinos ukupnih polimernih proantocijanidina s obzirom na promjer 

korištene sonde u vodenim ekstraktima listova A. unedo. Ekstrakcijom koja je uključivala 

primjenu sonde promjera 22 mm, amplitudu 100 %, puls 100 % tijekom 10 minuta, ostvaren je 

najveći prinos ukupnih polimernih proantocijanidina (uzorak 24), dok je najmanji prinos 

ostvaren uz sondu promjera 7 mm, amplitudu 50 %, puls 50 % i vrijeme ekstrakcije 10 minuta 

(uzorak 3). Primjećuje se da invazivniji parametri tretmana pozitivno utječu na prinos 

polimernih proantocijanida, što je zamijećeno i tijekom ekstrakcije drugih bioaktivnih spojeva, 

dok se pri blažim uvjetima ostvaruje manji prinos polimernih proantocijanidina. S obzirom na 

promjer korištene sonde, uz amplitudu 50 %, puls 50 % i vrijeme ekstrakcije 5 minuta, najmanji 

prinos ostvaren je uz primjenu sonde promjera 22 mm (uzorak 17), a najveći uz primjenu sonde 

promjena 7 mm (uzorak 1). Daljnjim povećavanjem amplitude, pulsa ili vremena ekstrakcije, 

dobiveni prinos bio je veći u ekstraktima koji su dobiveni uz primjenu sonde promjera 22 mm, 

a najmanje vrijednosti u ekstraktima dobivenim uz primjenu sonde promjera 7 mm. U 

konačnici, najveća koncentracija polimernih proantocijanidina određena je u ekstraktima gdje 

je korištena sonda promjera 22 mm.  

Promotri li se utjecaj amplitude, primijećen je porast udjela polimernih proantocijanidina 

uz primjenu amplituda viših vrijednosti, izuzev uzorka 15 (promjer sonde 4 mm, amplituda 50 

%, puls 100 %, vrijeme 10 minuta) i uzorka 16 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 

100 %, vrijeme 10 minuta). Bebek Markovinović i sur. (2023) obradili su ultrazvukom velike 

snage sokove od jagoda. Cilj ispitivanja bio je odrediti stabilnost bioaktivnih spojeva nakon 

skladištenja istih 7 dana na 4 ⁰C. Parametri ultrazvuka: amplituda (25 %, 50 %, 75 % i 100 %), 

puls (50 %, 100 %) i vrijeme tretmana (5 minuta, 10 minuta) mijenjali su se tijekom 

eksperimenta te se proučavao njihov utjecaj na bioaktivne spojeve. Prinos polimernih 

proantocijanidina u sokovima od jagode smanjio se nakon povećanja vrijednosti amplitude, što 

nije u skladu s  većinom rezultata dobivenih za list planike, gdje se javlja povećanje prinosa s 

povećanjem amplitude.  

Promjenom vrijednosti pulsa s 50 % na 100 %, u uzorcima je evidentiran porast udjela 

polimernih proantocijanidina. Bebek Markovinović i sur. (2023) navode da je veći prinos 

polimernih proantocijanidina iz sokova od jagode dobiven tijekom tretmana pulsom 50 %, dok 

je za list planike veći prinos ostvaren tijekom tretmana s pulsom od 100 %.  

Povećanjem vremena tretmana s 5 na 10 minuta, u ekstraktima listova planike je 

zabilježen porast prinosa polimernih proantocijanidina, izuzev uzoraka 1 i 3, gdje je veći prinos 

ostvaren pri kraćem vremenu, dok su ostali parametri bili jednaki (promjer sonde 7 mm, 
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amplituda 50 %, puls 50 %). Prema Bebek Markovinović i sur. (2023) zabilježen je negativan 

utjecaj dužeg vremena tretmana (10 minuta) na prinos polimernih proantocijanidina, što je 

suprotno od prinosa dobivenog u listu planike gdjeje tijekom tretmana od 10 minuta u većini 

uzoraka zabilježen veći sadržaj polimernih proantocijanidina.      
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                                                                        a) 

 

                                                                   b)                                                                                                    

 

                                                                   c)                                                        

Slika 8. Prinos ukupnih polimernih proantocijanidina u vodenim ekstraktima lista planike 

s obzirom na promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) promjer 14 

mm, c) promjer 22 mm.
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4.6. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA  UKUPNI ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREĐEN FRAP METODOM U 

VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 9 prikazan je ukupni antioksidacijski kapacitet određen FRAP metodom s obzirom 

na promjer korištene sonde tijekom ekstrakcije. Najveća koncentracija određivanjem 

antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom dobivena je korištenjem sonde promjera 22 mm, 

pri amplitudi 100 %, pulsu 100 % i vremenu ekstrakcije 10 minuta (uzorak 24), dok je najmanja 

koncentracija dobivena uz primjenu sonde promjera 22 mm, amplitudi 50 %, pulsu 50 % i 

vremenu od 5 minuta (uzorak 17). Promatrajući utjecaj različitih promjera sondi, najveća 

koncentracija pri početnim parametrima (amplituda 50 %, puls 50 % i vrijeme 5 minuta) 

određena je u ekstraktima koji su dobiveni uz sondu promjera 14 mm (uzorak 9), a najmanja 

u ekstraktima dobivenim sa promjerom sonde 22 mm (uzorak 17). Uzorci 10 (promjer sonde 

14 mm, amplituda 100 %, puls 50 % i vrijeme 5 minuta) i 11 (promjer sonde 14 mm,  amplituda 

50 %, puls 50 % i vrijeme 10 minuta) imaju manji antioksidacijski kapacitet od uzorka 2 (promjer 

sonde 7 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta) te uzorka 3 (promjer sonde 7 mm, 

amplituda 50 %, puls 50, vrijeme 5 minuta), iako je tijekom ekstrakcije korištena sonda većeg 

promjera. Također, antioksidacijski kapacitet u ekstraktima dobivenim uz sondu promjera 22 

mm, amplitudu 100 %, puls 100 % i vrijeme 5 minuta (uzorak 22), manji je od vrijednosti koja 

je određena u ekstraktima dobivenim uz sondu promjera 14 mm, amplitudu 100 %, puls 100 

% i vrijeme 5 minuta (uzorak 14). Stoga, promjer sonde nije utjecao znatno na antioksidacijski 

kapacitet. Ipak, najveće vrijednosti su određene u ekstraktima proizvedenim uz promjer sonde 

22 mm, amplitudi 100 %, pulsu 100 % i vremenu ekstrakcije 10 minuta (uzorak 24). Dujmić 

(2015) je izolirao ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom  bioaktivne spojeve iz taloga 

vinskih sorti Vranac i Merlot, a ekstraktima je ispitan antioksidacijski kapacitet FRAP metodom. 

Varijabilni parametri tokom ekstrakcije bili su: vrijeme (120 s; 322,10 s; 810 s; 1297,90 s; 1500 

s), amplituda (30 %; 38,78 %; 60 %; 81,21 %; 90 %) i promjer sonde (7 mm, 22 mm, 40 mm). 

Najveći antioksidacijski kapacitet ostvaren je u ekstraktima taloga Vranac i Merlot koji su 

tretirani sondama promjera 22 mm.  

Utjecaj amplitude, kao i pulsa  na antioksidacijski kapacitet gotovo je linearan za uzorke 

lista planike. Dujmić (2015) u svom radu navodi da se s povećanjem amplitude povećava 

vrijednost antioksidacijskog kapaciteta. Najveća vrijednost antioksidacijskog kapaciteta 

dobivena je korištenjem amplitude 81,21 %. Navedena tvrdnja u skladu je s rezultatima 

dobivenima za ekstrakte lista A. unedo.  

Produljenjem vremena ekstrakcije (5 vs. 10 minuta), u uzorcima lista planike došlo je do 

povećanja antioksidacijskog kapaciteta, osim u uzorku 9 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 

%, puls 50 %, vrijeme 5 minuta) i uzorku 11 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 50 
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%, vrijeme 10 minuta), koji se razlikuju samo u parametru vremena, a čije su dobivene 

vrijednosti približne. Dujmić (2015) navodi da je veća vrijednost antioksidacijske aktivnosti 

dobivena u uzorcima koji su podvrgnuti duljem vremenu ekstrakcije, tj. najveći antioksidacijski 

kapacitet dobiven je pri trajanju ekstrakcije od 1297,905 sekundi. Navedeno se slaže s 

rezultatima većine uzoraka dobivenih određivanjem antioksidacijskog kapaciteta FRAP 

metodom u uzorcima lista planike.
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                                                                       a) 

  

                                                                 b)                                                                                                  

               

                                                                   c)                                                

Slika 9. Ukupni antioksidacijski kapacitet određen FRAP metodom u vodenim 

ekstraktima lista planike s obzirom na promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  

7 mm, b) promjer 14 mm, c) promjer 22 mm.
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4.7. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA  UKUPNI ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREĐEN ABTS METODOM U 

VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 10 prikazani su rezultati ukupnih antioksidacijskih kapaciteta uzoraka određenih 

ABTS metodom s obzirom na promjer korištene sonde tijekom ekstrakcije. Određivanjem 

antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom, najveća vrijednost dobivena je pri uvjetima: 

promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta (uzorak 14), a najmanja 

uz uvjete: promjer sonde 22 mm, amplituda 50 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta (uzorak 17). 

Primjena sondi različitih promjera rezultirala je različitim vrijednostima antioksidacijskog 

kapaciteta, pa su tako ekstrakti ekstrahirani sondom promjera 7 mm imali najmanje ABTS 

vrijednosti. Promotri li se utjecaj promjera preostale dvije sonde, nije uočena pravilnost te je u 

nekim ekstraktima veći antioksidacijski kapacitet ostvaren uz promjer sonde 14 mm, a u 

nekima uz promjer sonde 22 mm. Šic Žlabur i sur. (2015) određivali su antioksidacijski 

kapacitet ekstrakata lista Stevie rebaudiane Bertoni ABTS metodom. Tijekom ekstrakcije 

potpomognute ultrazvukom korištene su sonde promjera 7 mm i 22 mm te vrijeme ekstrakcije 

od 2, 4, 8 i 10 minuta. Vrijednosti dobivene tretmanom uz sondu promjera 22 mm veće su od 

onih dobivenih tretmanom uz sondu promjera 7 mm. Navedeno se ne podudara s rezultatima 

antioksidacijskog kapaciteta za list planike gdje promjena promjera sonde tijekom ultrazvukom 

potpomognute ekstrakcije ne prati pravilan trend povećanja ili smanjenja vrijednosti 

antioksidacijskog kapaciteta određivanog ABTS metodom.     

U većini slučajeva, povećanjem vrijednosti amplitude došlo je do povećanja ukupnog 

antioksidacijskog kapaciteta u ekstraktima, izuzev uzorka 9 (promjer sonde 14 mm, amplituda 

50 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta) i uzorka 10 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 

50 %, vrijeme 5 minuta), uzorka 15 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, 

vrijeme 10 minuta) i uzorka 16 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 

10 minuta), uzorka 21 (promjer sonde 22 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta)  

i uzorka 22 (promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta) te uzorka 

23 (promjer sonde 22 mm, amplituda 50 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta) i uzorka 24 (promjer 

sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta), gdje je vidljivo da je povećanje 

amplitude rezultiralo smanjenjem ABTS vrijednosti. Gómez-Cruz i sur. (2021) su iz komine 

masline određivali antioksidacijski kapacitet uzorka ABTS metodom, s obzirom na variranje 

vrijednosti amplitude (30 %, 50 %, 70 %) tijekom tretmana sirovine ultrazvukom i ekstrakcije 

bioaktivnih spojeva. Najveći antioksidacijski kapacitet iz komine dobiven je pri vrijednosti 

amplitude 70 %, no u nekim uzorcima došlo je do smanjenja antioksidacijskog kapaciteta 

nakon povećanja vrijednosti amplitude, što se podudara s rezultatima dobivenima za list 

planike.  
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Povećanjem vrijednosti pulsa, u ekstraktima listova planike je došlo do povećanja 

vrijednosti ukupnog antioksidacijskog kapaciteta, izuzev uzorka 18 (promjer sonde 22 mm, 

amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta)  i  uzorka 22 (promjer sonde 22 mm, amplituda 

100 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta)  koji su, osim pulsa, međusobno jednaki po svim ostalim 

parametrima. 

 S povećanjem vremena ekstrakcije u većini ekstrakata zamijećeno je povećanje ukupnog 

antioksidacijskog kapaciteta, izuzev uzorka 13 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 

50 %, vrijeme 5 minuta) i uzorka 15 (promjer sonde 14 mm, amplituda 50 %, puls 50 %, vrijeme 

10 minuta), uzorka 14 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 5 minuta) 

i uzorka 16 (promjer sonde 14 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 10 minuta) te uzorka 

18 (promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 5 minuta) i uzorka 20 (promjer 

sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 50 %, vrijeme 10 minuta) čijom je usporedbom vidljivo 

da je veća vrijednost antioksidacijskog kapaciteta određena pri kraćem trajanju ekstrakcije (5 

minuta). Šic Žlabur i sur. (2016) ispitali su antioksidacijski kapacitet ABTS metodom uzoraka 

ekstrahiranih ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom iz svježih listova paprene metvice 

(Mentha piperita) i listova matičnjaka (Melissa officinalis). Ekstrakcija je provedena uz 

frekvenciju 35 kHz i snagu 140 W, tijekom 5, 10, 15, 20, 25 i 30 min. Tijekom povećanja 

vremena s 5 minuta na 10 minuta došlo je do manjeg povećanja antioksidacijskog kapaciteta 

u uzorcima listova matičnjaka i paprene metvice, što je u skladu s većinom dobivenih rezultata 

za uzorak lista planike tijekom određivanja antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom. Šic 

Žlabur i sur. (2016) odredili su najveći antioksidacijski kapacitet u uzorcima matičnjaka i 

paprene metvice tijekom tretmana od 25 minuta, dok se nakon 30 minuta antioksidacijski 

kapacitet značajno smanjio. Štoviše, između ukupnih fenolnih spojeva (flavonoida i ne-

flavonoida) paprene metvice i antioksidacijske aktivnosti, utvrđen je visok stupanj pozitivne 

korelacije (Šic Žlabur i sur., 2016). 
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                                                                      a) 

 

                                                               b) 

              

                                                                       c)                                                 

Slika 10. Ukupni antioksidacijski kapacitet određen ABTS metodom u vodenim ekstraktima 

lista planike s obzirom na promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  7 mm, b) 

promjer 14 mm, c) promjer 22 mm.
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4.8. UTJECAJ PARAMETARA ULTRAZVUKOM POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE 

NA  UKUPNI ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ODREĐEN DPPH METODOM U 

VODENIM EKSTRAKTIMA LISTA PLANIKE 

Na slici 11 prikazan je ukupni antioksidacijski kapacitet određivan DPPH metodom s 

obzirom na promjer korištene sonde tijekom ekstrakcije. Najveće DPPH vrijednosti 

antioksidacijskog kapaciteta dobivene su pri parametrima sonde promjera 7 mm, amplitude 50 

%, pulsa 100 % i vremena ekstrakcije 5 minuta (uzorak 5) te pri parametrima promjera sonde 

7 mm, amplitude 100 %, pulsa 100 % i vremena ekstrakcije 5 minuta (uzorak 6). Najmanja 

vrijednost dobivena je pri parametrima: promjer sonde 22 mm, amplituda 50 %, puls 50 % i 

vrijeme 5 minuta (uzorak 17). S obzirom na promjere korištenih sondi, uz amplitudu 50 %, puls 

50 % i vrijeme 5 minuta, najveća vrijednost dobivena je korištenjem sonde promjera 7 mm, a 

najmanja korištenjem sonde promjera 22 mm. Uspoređujući ekstrakte koji se razlikuju samo 

prema procesnom parametru promjera sonde, najveće vrijednosti dobivene su uz sondu 

promjera 7 mm. Uspoređujući uzorke tretirane sondama promjera 14 mm i 22 mm, u većini 

slučajeva su veće vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ostvarene ekstrakcijom sa sondom 

promjera 22 mm. Dujmić (2015) je ispitivao antioksidacijski kapacitet DPPH metodom u 

talozima vinskih sorti Vranac i Merlot. Tijekom ekstrakcije mijenjali su se parametri vremena 

(120 s; 322,10 s; 810 s; 1297,90 s; 1500 s), amplitude (30 %; 38,78 %; 60 %; 81,21 %; 90 %) 

i promjera sonde   (7 mm, 22 mm, 40 mm). U pogledu korištene sonde, najveći antioksidacijski 

kapacitet ostvaren je u uzorcima taloga Vranac i Merlot koji su tretirani sondama promjera 22 

mm. Navedeno se  ne podudara s dobivenim rezultatima za uzorke lista planike jer su najviše 

vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta određivane DPPH metodom postignute s najmanjim 

korištenim promjerom sonde  (7 mm).  

Promjena vrijednosti amplitude s 50 % na 100 %, sukladno dobivenim rezultatima ukazuje 

da nije došlo do znatnijih odstupanja u vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta. Dujmić 

(2015) navodi da povećanje amplitude pozitivno utječe na vrijednosti antioksidacijskog 

kapaciteta taloga sorti Vranac i Merlot, te je najveća vrijednost zabilježena pri amplitudi 81,21 

%. Uočeno je da, na antioksidacijski kapacitet određen DPPH metodom, najznačajniji utjecaj 

ima parametar amplitude (Dujmić, 2015). Navedeno se ne poklapa  s dobivenim vrijednostima 

antioksidacijskog kapaciteta određivanog DPPH metodom za list planike, jer se s povećanjem 

amplitude s 50 % na 100 % ne prati trend povećanja antioksidacijskog kapaciteta u većini 

uzoraka, nego je vrijednost najčešće nepromjenjena. 

Što se tiče utjecaja vrijednosti pulsa na antioksidacijski kapacitet, u većini uzoraka 

zabilježeno je smanjenje antioksidacijskog kapaciteta s povećanjem pulsa (42 % od ukupnog 

broja uzoraka). U nekim uzorcima zabilježeno je i povećanje vrijednosti (25 % od ukupnog 

broja uzoraka), a neke vrijednosti ostale su nepromijenjene (33 % od ukupnog broja uzoraka).  
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    Produljenjem vremena tretmana, u najvećem broju uzoraka došlo je do smanjenja DPPH 

vrijednosti. Prema Dujmiću (2015), s obzirom na vrijeme ekstrakcije zabilježen je porast 

antioksidacijske aktivnosti s porastom vremena tretmana u uzorcima taloga sorti Vranac i 

Merlot, te je najveća vrijednost postignuta pri 1297,905 s (Dujmić, 2015). Navedeni rezultati 

ne slažu se s rezultatima dobivenim u ovom istraživanju gdje u većini uzoraka uz produljenje 

ekstrakcije dolazi do smanjenja vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta određenog DPPH 

metodom.
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                                                                         a) 

 

                                                                  b)                                                                                                

               

                                                                     c)                                           

Slika 11. Ukupni antioksidacijski kapacitet određen DPPH metodom u vodenim 

ekstraktima lista planike s obzirom na promjer korištene sonde tijekom tretmana: a) promjer  

7 mm, b) promjer 14 mm, c) promjer 22 mm.
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5. ZAKLJUČCI 

 

1. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija pogodna je metoda za izolaciju bioaktivnih 

spojeva (fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavonola, polimernih 

proantocijanidina) uz povoljan učinak na ukupni antioksidacijski kapacitet istih (FRAP, 

ABTS i DPPH metoda). Varijabilni parametri u procesu (promjer sonde, amplituda, 

puls, vrijeme) utječu na vrijednosti prinosa bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog 

kapaciteta. 

2. Najveći prinos bioaktivnih spojeva (fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, 

flavonola, polimernih proantocijanidina) ostvaruje se pri najinvazivijim uvjetima 

ultrazvučne ekstrakcije: promjer sonde 22 mm, amplituda 100 %, puls 100 %, vrijeme 

10 minuta. Najmanji prinos fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola 

dobiven je pri parametrima: promjer sonde 7 mm, amplituda 50 %, puls 50 %, vrijeme 

5 minuta. Najmanji prinos polimernih proantocijanidina određen je pri parametrima: 

promjer sonde 7 mm, amplituda 50 %, puls 50 % i vrijeme 10 minuta. Tijekom 

određivanja antioksidacijskog kapaciteta nije uočen utjecaj invazivnosti parametara na 

ukupni antioksidacijski kapacitet. 

3. Većim promjerom sonde (22 mm vs., 7 mm i 14 mm) ostvaren je veći prinos bioaktivnih 

spojeva i ukupni antioksidacijski kapacitet određivan FRAP metodom. Veće DPPH 

vrijednosti dobivene su uz promjer sonde 7 mm, dok na vrijednosti ABTS utjecaj 

promjera sonde nije uočen. 

4. Većom amplitudom (100 % vs. 50 %) dobiven je veći prinos bioaktivnih spojeva i ukupni 

antioksidacijski kapacitet određen FRAP i ABTS metodom. Nije uočen utjecaj 

amplitude na DPPH vrijednosti. 

5. Veća vrijednost pulsa (100 % vs. 50 %) rezultirala je većim udjelom bioaktivnih spojeva 

i  većim ukupnim antioksidacijskim kapacitetom (FRAP, ABTS), dok su se, u većini 

ekstrakata DPPH vrijednosti smanjile. 

6. Duže vrijeme ekstrakcije (10 minuta vs. 5 minuta) rezultiralo je većim prinosom 

bioaktivnih spojeva kao i većim ukupnim antioksidacijskim kapacitetom dobivenim 

FRAP i ABTS metodom, dok su niže vrijednosti zabilježene za ukupni antioksidacijski 

kapacitet određivan DPPH metodom. 

7. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija može se uspješno primijeniti za izolaciju 

antioksidativnih bioaktivnih spojeva iz lista Arbutus unedo L. s potencijalom za daljnju 

industrijsku primjenu. 
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