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PRIMJENA NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTIČKIH OTAPALA ZA EKSTRAKCIJU 

POLIFENOLA IZ BILJNOG MATERIJALA 

 

Sažetak 

 

U ovom radu cilj je odrediti jesu li odabrana niskotemperaturna eutektička otapala bolja za 

ekstrakciju polifenola iz biljnog materijala od najčešće korištenih konvencionalnih otapala. 

Konvencionalna otapala koja pronalaze uporabu u različitim industrijama nastoje se 

zamijeniti zbog njihove hlapljivosti, toksičnosti, zapaljivosti i cijene. 

Iz dvije različite biljke (bazga i ružmarin), odnosno iz dva različita dijela tih biljaka (usitnjeni 

cvijet bazge i usitnjeni list ružmarina) ekstrahirane su odabrane skupine polifenola (fenolne 

kiseline i flavonoidi) po propisima Europske farmakopeje te su kvantitativno određene 

spektrofotometrijskom metodom. Prisutnost fenolnih kiselina i flavonoida potvrđena je 

tankoslojnom kromatografijom. Osam različitih otapala uspoređeno je s obzirom na 

ekstrakciju polifenolnih spojeva (destilirana voda, 70 %-tni etanol, 100 % ChCl:EG = 1:3, 

70 % ChCl:EG = 1:3, 50 %  ChCl:EG = 1:3, 100 % ChCl:Gly = 1:3, 70 % ChCl:Gly = 1:3, 

50 % ChCl:Gly = 1:3) 

Za razliku od konvencionalnih otapala, niskotemperaturna eutektička otapala na bazi kolin-

klorida, etilen-glikola i glicerola odabrana za ovaj diplomski rad pripadaju skupini zelenih 

otapala. Ispitivan je utjecaj proton-donorske skupine za ekstrakciju polifenolnih spojeva. 

Rezultati ovog istraživanja pokazala su da primijenjena niskotemperaturna eutektička otapala 

s 50 % sadržajem vode vrlo dobro ekstrahiraju fenolne kiseline kao što su ružmarinska i 

klorogenska kiselina, dok sva korištena otapala zanemarivo malo ekstrahiraju flavonoide iz 

biljaka u usporedbi sa 70 %-tnim etanolom. 

 

Ključne riječi: DES, konvencionalna otapala, zelena otapala, ekstrakcija, fenolne kiseline, 

flavonoidi 



APPLICATION OF DEEP EUTECTIC SOLVENTS FOR THE EXTRACION OF 
POLYPHENOLSFROM PLANT MATERIAL 

 

Summary 

 

The main objective of this thesis is to determine if selected deep eutectic solvents are better 

for the extraction of polyphenols from herbal material than most commonly used conventional 

solvents. Conventional solvents which are used in many different industries are attempted to 

be replaced because of their volatility, toxicity, flammability and price. 

The selected groups of polyphenols (phenolic acids and flavonoids) were extracted from two 

different herbs (elderberry and rosemary), i.e. from two different parts of those herbs (milled 

dry elderberry flowers and milled dry rosemary leaves) according to European pharmacopoeia 

regulations and quantitatively determined by the spectrophotometric method. The presence of 

phenol acids and flavonoids is confirmed by the thin layer chromatography 

Eight different solvents were compared considering the extraction of polyphenol compounds 

(distilled water, 70 % ethanol, 100 % ChCl:EG = 1:3, 70 % ChCl:EG = 1:3, 50 % ChCl:EG = 

1:3, 100 % ChCl:Gly = 1:3, 70 % ChCl:Gly = 1:3, 50 % ChCl:Gly = 1:3). 

Unlike conventional solvents, deep eutectic solvents based on choline chloride, ethylene 

glycol and glycerol selected for this thesis belong to the group of green solvents. The impact 

of proton donor group on the extraction of polyphenol compounds is examined. 

The results of this study show that the deep eutectic solvents with 50 % water content are very 

efficient in extracting phenolic acids such as rosemary acid and chlorogenic acid, while all 

used solvents exhibit negligible extraction of flavonoids from plants in comparison with 70 % 

ethanol. 

 

Keywords: DES, conventional solvents, green solvents, extraction, phenolic acids, flavonoids
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1. Uvod 

Posljednjih godina sve veći negativni učinci na okoliš i ljude, poput onečišćenja zraka, tla i 

vode, te promjena klime na globalnoj razini posljedica su nekontrolirane primjene raznih 

štetnih tvari koje se izravno ili neizravno koriste u kemijskoj, petrokemijskoj, farmaceutskoj, 

biotehnološkoj i agrokemijskoj industriji. Primjerice, hlapljiva organska otapala čine gotovo 

2⁄3 svih industrijskih emisija širom svijeta, pri čemu je većina toksična, zapaljiva i korozivna, 

dok je njihovo recikliranje i ponovna uporaba povezana s energetski zahtjevnom destilacijom 

uz znatne gubitke. Stoga akademska zajednica pridaje veliku pozornost pronalasku novih, 

ekološki prihvatljivih i neškodljivih otapala. [1] 

Konvencionalna organska otapala, kao što su metanol, heksan, etil acetat i aceton, naširoko se 

primjenjuju u ekstrakciji bioaktivnih komponenti iz prirodnih medicinskih biljaka. [2] 

Međutim, uobičajeno primjenjivana organska otapala uglavnom su hlapljiva, toksična i 

zapaljiva. Ona uzrokuju ozbiljno onečišćenje okoliša. [3] Onečišćenje okoliša i neprihvatljivi 

ostaci, koji proizlaze iz upotrebe velikih količina organskih otapala, izazvali su veliku 

zabrinutost i stavili „zelenu ekstrakciju“ u središte pozornosti farmaceutske i prehrambene 

industrije. [2] 

Niskotemperaturna eutektička otapala (DES, engl. deep eutectic solvents) nastala su kao 

alternativa konvencionalnim ionskim kapljevinama i organskim otapalima zbog svojih 

jedinstvenih svojstava. Eksperimenti s različitim DES-ovima i obrada eksperimentalnih 

rezultata metodom analize glavnih komponenata pokazuju da je djelotvornost nekih DES-ova 

veća nego konvencionalnih otapala pri ekstrakciji flavonoidnih glikozida i aglikona. [2] S 

obzirom na njihov manji utjecaj na okoliš i nižu cijenu, DES-ovi su primjenjivani i pri 

ekstrakcijskom pročišćavanju ili separaciji komponenata biodizela, DNA i bioaktivnih 

spojeva. [2] Ipak, broj radova o primjeni DES-a za istovremenu ekstrakciju polarnih i 

nepolarnih komponenata iz prirodnih proizvoda i dalje je ograničen, a još uvijek nema puno 

informacija o izdvajanju ekstrahiranih spojeva iz pripravljenih ekstrakata na bazi DES-ova. 

[2] 

U ovom su radu kvantitativno određeni ukupni polifenolni spojevi, antocijani, fenolne 

kiseline, flavonoidi i trjeslovine u usitnjenom cvijetu bazge i listu ružmarina. Uspoređene su 

djelotvornosti konvencionalnog otapala, destilirane vode i pripravljenih niskotemperaturnih 
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eutektičkih otapala pri ekstrakciji fenolnih kiselina i flavonoida iz ta dva biljna pripravka. 

Istraženo konvencionalno otapalo je 70 %-tni etanol, a niskotemperaturna eutektička otapala 

su kolin-klorid – etilen-glikol (ChCl-EG) i kolin-klorid – glicerol (ChCl-Gly) u molarnom 

omjeru 1:3 bez dodatka vode, te uz dodatak vode u volumnom udjelu od 30 % i 50 %. Kolin-

klorid je akceptor vodikove veze (HBA), a etilen-glikol i glicerol su donori vodikove veze 

(HBD). 

Eksperimenti i mjerenja provedena su u Zavodu za farmakognoziju Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta i u Zavodu za fizikalnu kemiju Fakulteta kemijskog inženjerstva i 

tehnologije na Marulićevom trgu 20 u Zagrebu. 
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2. Teorijski dio 

Zašto su biljke i njihovi ekstrakti još uvijek važni u farmaciji i medicini? Povijesno gledano, 

od biljaka su dobiveni neki od najvažnijih lijekova, ali s velikim napretkom u medicinskoj 

kemiji prošlog stoljeća, zamijenile su ih sintetičke droge kao glavni fokus istraživanja. 

Međutim, nastavlja se razvoj lijekova koji koriste prirodne proizvode kao djelatne molekule, a 

mnogi čisti spojevi (ili prirodni proizvodi) dobiveni iz biljaka koriste se u modernoj, 

konvencionalnoj medicini. Drugi pak spojevi mogu biti korisni ili toksični za ljude. [4] 

Znanje o biljnim produktima bitno je u svim područjima zdravstvene skrbi, ne samo zato što 

su oni popularni i široko korišteni (često kao bezreceptni proizvodi), nego i zbog njihove 

dokazane važnosti u liječenju mnogih bolesnih stanja. [4] 

Za ekstrakciju komponenata iz biljnih proizvoda najčešće se primjenjuju etanol, metanol i 

aceton – organska otapala. [5] Kao što je dobro poznato, konvencionalna organska otapala 

odgovorna su za onečišćenje okoliša zbog njihove zapaljivosti i hlapljivosti. [5] Štoviše, 

mnoga uobičajena otapala često su otrovna, zapaljiva i/ili korozivna. Njihova nestabilnost i 

topljivost doprinijeli su onečišćenju zraka, vode i zemljišta, povećali rizik izloženosti radnika 

i doveli do ozbiljnih nesreća. Oporaba i ponovna upotreba otapala, kada je to moguće, često 

se povezuje s energetski intenzivnom destilacijom, a ponekad i unakrsnom kontaminacijom. 

U nastojanju da riješe sve te probleme, kemičari su započeli potragu za sigurnijim rješenjima. 

Stoga, od velikog značenja može biti razvoj novih zelenih ekstrakcijskih sredstava. [3] 

Sustavi bez otapala, voda, nadkritični fluidi (engl. supercritical fluids, SCF) i ionske 

kapljevine neki su primjeri tih novih, „zelenih“ odgovora. [6] Posljednjih godina pojavljuju se 

i niskotemperaturna eutektička otapala (DES) kao izvrsna alternativa uobičajenim organskim 

otapalima. [5] 

 

2.1. Organska otapala 

Uobičajena organska otapala klasificiraju se kao alifatski ugljikovodici, ciklički ugljikovodici, 

aromatski ugljikovodici, halogenirani ugljikovodici, ketoni, amini, esteri, alkoholi, aldehidi i 

eteri. Organska otapala su kemikalije koje otapaju druge kemikalije, a također su i lipofilna. 

[7] Najčešće su primjenjivana otapala u industriji, čime se uzrokuje ozbiljno onečišćenje 
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okoliša, a izloženost ljudi tim otpalima u industrijskom svijetu gotovo je sveprisutna. Koriste 

se u kemijskoj sintezi, kod kemijskog čišćenja (npr. tetrakloretilen), kao razrjeđivači boja 

(npr. toluen, terpentin), u sredstvima za uklanjanje laka za nokte, u otapalima ljepila (npr. 

aceton, metil-acetat i etil-acetat), kao sredstva za uklanjanje mrlja (npr. heksan, benzinski 

eter), deterdžentima (citrusni terpeni) i u parfemima (etanol). Pokazalo se da izlaganje 

miješanim organskim otapalima uzrokuje oštećenje bubrega kod štakora te da je povezano s 

različitim glomerularnim bolestima. [7] 

Istraživanje na 125 žena provedeno u Kanadi 1999. pokazalo je da je ženama koje su na 

radnom mjestu bile izložene otapalima tijekom prvog tromjesečja trudnoće 13 puta veća šansa 

da rode djecu s velikim malformacijama u usporedbi s ženama koje nisu bile izložene 

otapalima. Žene u istraživanju uključivale su tvorničke radnice, laboratorijske tehničarke, 

umjetnice, grafičke dizajnerice i radnice u tiskarskoj industriji. Broj spontanih pobačaja kod 

izloženih žena tijekom rada s organskim otapalima bio je veći nego kod radnica koje nisu bile 

izložene otapalima. [7] Upotreba organskih otapala uključuje dodatne korake pročišćavanja 

kako bi se izdvojilo ekstrakcijsko otapalo iz ekstraktne i rafinatne faze i pročistilo za ponovnu 

uporabu. Svi ti čimbenici zahtijevaju veću potrošnju energije i povećavaju investicijske 

troškove. [8] 

 

2.1.1. Etanol 

Etanol je bistra, bezbojna i zapaljiva tekućina, ugodna mirisa i jetka okusa koja gori slabo 

svjetlećim plamenom. Molekulska formula je CH3CH2OH ili C2H6O, a molarna masa je 

46.069 g/mol. [9] Strukturna formula etanola prikazana je na slici 1. Vrelište mu je 78,3 °C, a 

gustoća 0,789 g/cm3. Pare etanola teže su od zraka. [9] Etanol je prirodni nusprodukt 

fermentacije biljaka i također se može proizvesti hidratacijom etilena.  

Kapljeviti etanol isparava već pri sobnoj temperaturi, a pare su vrlo zapaljive i sa zrakom 

stvaraju eksplozivnu smjesu. Može se zapaliti plamenom, iskrom i pri dodiru s vrućom 

površinom. [10] Budući da je etanol učinkovit u ubijanju mikroorganizama kao što su 

bakterije, gljivice i virusi, čest je sastojak u mnogim dezinfekcijskim sredstvima za ruke.  

Također se koristi kao konzervans u kozmetičkim proizvodima. 

Miješa se s vodom u svim omjerima, pri čemu se oslobađa toplina i smanjuje volumen. Dobro 

je otapalo za mnoge boje, masnoće i razne plastične tvari. [10] Važna je sirovina za sintezu 
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smanjenja onečišćenja. Postoje i radovi o primjeni DES-a za ekstrakciju proteina, fenolnih 

spojeva, antocijana, astaksantina, saponina ginsenga, katehina, flavonoida i još puno toga. [5] 

 

2.2.1. Kolin-klorid 

Kolin-klorid je sol kolina, široko je rasprostranjen u prirodi te je biorazgradiv. [12] Kolin-

klorid je bezbojni ili bijeli kristalni prah ili kristal s blagim mirisom amina (poput ribe). [13] 

Molekulska formula kolin-klorida je C5H14ClNO, a njegova molarna masa 139,63 g/mol. 

Talište mu je 247 °C. Topljiv je u vodi (800 g/L pri 25 °C) i etanolu, a netopljiv u eteru i 

benzenu. [12] Strukturna formula kolin-klorida je na slici 2. Kada se otopi u vodi disocira na 

pozitivno nabijen kolinski ion i negativno nabijen kloridni ion. [13] Vodene otopine kolin-

klorida su gotovo pH-neutralne. Kolin-klorid dobiven kemijskom sintezom je vrlo 

higroskopan (upija vlagu iz zraka). [12] 

Kolin-klorid se upotrebljava kao dodatak stočnoj hrani od tridesetih godina prošlog stoljeća. 

Dodaje se u krmne smjese, izravno u hranu ili u vodu koja se daje životinjama. [13] 

Higroskopna svojstva kolin-klorida mogu ga učiniti manje poželjnim od kolin-bitartarata za 

upotrebu u praškastim formulacijama, jer apsorbira vlagu iz zraka koja može smanjiti 

stabilnost ostalih komponenata u suhoj mješavini, osobito vitamina A, D i K te kada u 

mješavini ima i metalnih elemenata. Zbog higroskopnih svojstava kolin-klorida u 

mješavinama, takvi proizvodi trebaju biti pohranjeni na hladnom, tamnom i suhom mjestu i 

trebali bi se upotrijebiti u roku od tri mjeseca. [13] 

Korištenje kolin-klorida u životinjskoj ishrani ne može znatno povećati njegovu koncentraciju 

u okolišu. Stoga nije procijenjen rizik za okoliš koji proizlazi iz uporabe kolin-klorida u 

životinjskoj ishrani. [12] 

Kolin-klorid se dodaje kao djelomična zamjena i pojačivač okusa natrijeva klorida kako bi se 

smanjio sadržaj natrija u grickalicama, pecivima i drugim prerađenim organskim 

namirnicama. [13] Kolin-klorid se trenutno koristi kao prehrambeni izvor kolina u raznim 

trenutno prisutnim organskim suhim i konzerviranim namirnicama za kućne ljubimce, 

posebno onima namijenjenima psima i mačkama. [13] 
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Fenolne kiseline su druge po redu po zastupljenosti fenolnih spojeva nakon flavonoida. 

Najčešće se nalaze u obliku glikozida, estera i etera, a male količine su prisutne u slobodnom 

obliku. Fenolne kiseline su važne za boju, miris, nutritivne vrijednosti i antioksidativna 

svojstva hrane. Osim što štite od slobodnih radikala pokazuju antikancerogeno, protuvirusno i 

antibakterijsko djelovanje, smanjuju alergijske reakcije te poboljšavaju imunološki sustav. 

Najpoznatiji predstavnici derivata hidroksibenzojeve kiseline su: benzojeva, salicilna, 

vanilinska, galna i protokatehinska kiselina, a derivata hidroksicimetne kiseline: cimetna, 

kavena, o-kumarinska, p-kumarinska, ferulinska i sinapinska kiselina. [18] Ružmarinska i 

klorogenska kiselina su esteri kavene kiseline i vrlo često se nalaze u biljkama. [21] 

Ružmarinska kiselina je ester kavene i 3,4-dihidroksifenillaktatne kiseline. [22] Pokazuje 

antioksidativna, protuupalna, antimutagena, antimikrobna i protuvirusna svojstva te pomaže 

kod alergijskih tegoba. Nalazi se u biljkama kao što su Rosmarinus officinalis (ružmarin), 

Salvia officinalis (kadulja), Mentha piperita (paprena metvica), Thymus vulgaris (majčina 

dušica, timijan), Melissa officinalis (matičnjak). 

Klorogenska kiselina je ester kavene i kininske kiseline. Češća je u prirodi od ružmarinske 

kiseline. Nalazi se u sjemenkama, lišću i voću te zrnu zelene kave. Toplinski je nestabilna i 

razgrađuje se na kavenu i kininsku kiselinu. [23] 

 

2.4.2. Flavonoidi 

Flavonoidi su najveća skupina prirodnih polifenolnih spojeva. Do sada je zabilježeno više od 

9000 flavonoida. [24] Flavonoidi se u prirodi često nalaze u glikoziliranom ili esterificiranom 

obliku. [24] Nalaze se u voću, povrću, žitaricama, kori, korijenju i stabljikama biljaka, 

cvijeću, čaju i vinu. [25] Osnovnu strukturu flavonoida čine dvije benzenske jezgre povezane 

propanskim lancem, uglavnom s atomom kisika u poveznici (C6C3C6) (slika 8.). [24] 
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3.2. Instrumenti i pribor 

U eksperimentalnom dijelu rada korišteni su sljedeći instrumenti: 

 analitička vaga (Mettler-Toledo, Švicarska-SAD) 

 laboratorijska tresilica (GFL, Hannover, Njemačka) 

 ploče za tankoslojnu kromatografiju visoke djelotvornosti HPTLC silikagel 60 F254 

(Merck, Darmstadt, Njemačka) 

 ultrazvučna kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemačka) 

 UV lampa (Camag, Muttenz, Švicarska) 

 UV-Vis spektrofotometar Helios γ (Spectronic Unicam, Cambridge, Velika Britanija) 

 vodena kupelj (Inko, Zagreb, Hrvatska) 

 magnetna mješalica s grijačem (uniSTIRRER 3, LLG Labware, Meckenheim, 

Njemačka) 

 laboratorijska centrifuga (Hettich, EBA 3S, Njemačka) 

 sušionik (Beko, OIE 22300, Turska) 
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3.3. Kemikalije i reagensi 

U eksperimentalnom dijelu rada korišteni su sljedeći reagensi, standardi i ostale kemikalije: 

 aceton (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska); 

 aluminijev klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 β-aminoetilni ester difenilborne kiseline (Fluka, Buchs, Švicarska); 

 etanol 96 % p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska); 

 etil-acetat p.a. (Lach-Ner, Neratovice, Češka); 

 etilen-glikol p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska); 

 Folin-Ciocalteauov reagens (Merck, Darmstadt, Njemačka); 

 glicerol (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska); 

 heksametilen-tetramin (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 izokvercitrin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 klorogenska kiselina, standard (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 kolin-klorid, 99% (Acros Organics, New Yersey, Sjedinjene Američke Države); 

 kožni prašak (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 kvercitrin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 metanol (Lach-Ner, Neratovice, Češka); 

 mravlja kiselina 98-100 % (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Američke Države); 

 natrijev karbonat dekahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 natrijev molibdat (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 natrijev nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 natrijev sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 natrijev sulfat bezvodni (Zorka, Šabac, Srbija); 

 octena kiselina ≥ 99,5 % (Kemika, Zagreb, Hrvatska); 

 pirogalol 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 polietilen-glikol 4000 (Fluka, Buchs, Švicarska); 

 rutin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 ružmarinska kiselina, standard (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemačka); 

 solna (klorovodična) kiselina 37 % (Carlo Erba Reagents, Rodano, Italija); 
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3.4. Istraživanje polifenolnih sastavnica metodom tankoslojne 
kromatografije (TLC) 

 

3.4.1. Priprema ispitivane i poredbene otopine 

Biljni materijali cvijeta bazge i lista ružmarina samljeveni su u prah. 0,2 g praškastog uzorka 

stavljeno je u epruvetu i ekstrahirano 5 minuta u 2 mL metanola na vodenoj kupelji (60 °C) 

(slika 13a) te filtrirano preko filtar-papira (slika 13b). Dobiveni filtrati služili su za 

kromatografska ispitivanja prisutnosti flavonoida i fenolnih kiselina. Za poredbenu otopinu 

otopljeno je po 2,5 mg flavonoidnih glikozida (rutina, kvercitrina i izokvercitrina) u 10 mL 

metanola te poredbenih supstancija klorogenske i ružmarinske kiseline. [28] 

 

3.4.2. Ispitivanje tankoslojnom kromatografijom (TLC) 

Ispitivanje prisutnosti flavonoida i fenolnih kiselina u pripremljenim ekstraktima provedeno je 

na tankom sloju silikagela Kieselgel 60 F254. Na ploču su pomoću kapilare linijski (10 mm 

duljine) naneseni uzorci i otopine standarda (10 µL) (slika 13c i 13d). Kao pokretna faza za 

odjeljivanje flavonoidnih glikozida i standarda fenolnih kiselina korištena je smjesa etil-

acetata, mravlje kiseline, ledene octene kiseline i vode u volumnim omjerima 100:11:11:27 

(V/V/V/V) Razvijena ploča (slika 13e) poprskana je 1 %-tnom metanolnom otopinom β-

aminoetilnog estera difenilboratne kiseline i 5 %-tnom metanolnom otopinom polietilen-

glikola (NST/PEG) (slika 13f.). Nakon sušenja na zraku dobiveni kromatogrami promatrani 

su pod UV-svjetlom pri 365 nm. [28] 



 

a)

d)

Slika 11

(a) raz

na vo

1. Ispitivanj

mućivanje 0

odenoj kupe

uzorc

je prisutnos

0,2 g suhog

elji; (c) nano

ci; (e) razvij

 b)

 e)

sti flavonoid

g biljnog ma

ošenje ispit

anje ploče;

21 

da i fenolnih

aterijala u m

tivane i pore

(f) prskanje

 c)

h kiselina ta

metanolu; (b

edbene otop

e razvijene 

 f)

ankoslojnom

b) filtracija n

pine kapilaro

ploče reage

m kromatog

nakon zagrij

om; (d) nan

ensima 

 

 

grafijom; 

ijavanja 

neseni 



22 
 

3.5. Spektrofotometrijsko određivanje sadržaja polifenola 

 

3.5.1. Određivanje fenolnih kiselina 

Određivanje sadržaja fenolnih kiselina u istraživanim biljnim uzorcima provedeno je 

spektrofotometrijskom metodom prema farmakopejskom postupku. [29] Nakon što je suhi 

biljni materijal usitnjen u prah, u Erlenmeyerove tikvice s brušenim grlom od 250 mL 

stavljeno je 0,200 (ili 0,300) g praškasto usitnjenog uzorka i 80 (95) mL 50 %-tnog etanola 

(slika 14a), te je sadržaj zagrijavan 30 minuta na kipućoj vodenoj kupelji (slika 14b) uz 

povratno hladilo. Nakon hlađenja (slika 14c) i filtriranja (slika 14d), filtrat je u odmjernoj 

tikvici razrijeđen 50%-tnim etanolom do 100 mL (slika 14e). Za pripremu ispitivane otopine 

uzet je 1 mL dobivenog ekstrakta u odmjernu tikvicu od 10 mL. Redom je dodano: 2,0 mL 

0,5 M solne kiseline, 2,0 mL nitrit-molibdatnog reagensa, 2,0 mL 8,5 %-tne otopine natrijeva 

hidroksida te je sadržaj tikvice dopunjen vodom do oznake (slika 14f). Poredbena otopina za 

određivanje sadržaja ružmarinske kiseline pripremljena je dodatkom 1 ml ekstrakta u 

odmjernu tikvicu od 10 mL i razrjeđenjem destiliranom vodom do oznake. Za pripremu 

poredbene otopine za određivanje klorogenske kiseline 1 ml ekstrakta razrijeđen je u 

odmjernoj tikvici od 10 mL, dodano je 2,0 mL 0,5 M solne kiseline, 2,0 mL 8,5 %-tne otopine 

natrijeva hidroksida te dopunjeno do oznake destiliranom vodom (slika 14g.). Izmjerena je 

apsorbancija ispitivane otopine pri 505 (ili 525) nm u odnosu na poredbenu otopinu (slika 

14h.). Maseni udio fenolnih kiselina (hidroksicimetnih derivata), izražen kao ružmarinska 

kiselina, izračunat je prema  izrazu: 

%	 	
	 	2,5

 

uzevši u obzir da specifična apsorbancija ružmarinske kiseline pri 505 nm iznosi 400, A 

predstavlja apsorbanciju ispitivane otopine pri 505 nm, a m masu suhog biljnog materijala u 

gramima. 

Maseni udio fenolnih kiselina (hidroksicimetnih derivata), izražen kao klorogenska kiselina, 

izračunat je prema izrazu: 

%	 	
	 	5,3
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uzevši u obzir da specifična apsorbancija klorogenske kiseline pri 525 nm iznosi 188, A 

predstavlja apsorbanciju ispitivane otopine pri 525 nm, a m masu suhog biljnog materijala u 

gramima. 

Sva mjerenja rađena su u triplikatu. 
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3.5.2. Određivanje flavonoida 

Određivanje sadržaja flavonoida u istraživanim biljnim uzorcima provedeno je 

spektrofotometrijskom metodom prema farmakopejskom postupku. [29] Nakon što je suhi 

biljni materijal usitnjen u prah, u tikvicu okruglog dna od 100 mL stavljeno je 0,600 g praha, 

1 mL 5 g/L otopine heksametilen-tetramina, 20 mL acetona i 2 mL solne kiseline (250 g/L), te 

je sadržaj zagrijavan 30 minuta na vodenoj kupelji, uz povratno hladilo (slika 15a). Sadržaj u 

tikvici filtriran je preko malo pamuka (slika 15b), a ostaci biljnog materijala u tikvici i na 

pamuku (zajedno s pamukom) ponovno su ekstrahirani dva puta s po 20 mL acetona, 

zagrijavanjem tijekom 10 minuta. Nakon hlađenja, sjedinjeni filtrati filtrirani su preko filtar-

papira uz ispiranje tikvice i filtar-papira (slika 15d), te je otopina razrijeđena acetonom do 

100,0 mL (slika 15e). U lijevak za odjeljivanje preneseno je 20,0 mL acetonskog ekstrakta i 

pomiješano s 20 mL vode. Sadržaj u lijevku prvo je izmućkivan s 15 mL etil-acetata, a zatim 

još tri puta s po 10 mL etil-acetata (slika 15f). Sjedinjeni etil-acetatni ekstrakti (slika 15g) 

dodatno su isprani u lijevku za odijeljivanje dva puta s 50 mL vode (slika 15h) te filtrirani 

preko 10 g bezvodnog natrijeva sulfata u odmjernu tikvicu od 50,0 mL te je sadržaj 

nadopunjen etil-acetatom do oznake (slika 15i). 10,0 mL dobivenog etil-acetatnog ekstrakta 

pomiješano je s 1,0 mL reagensa aluminijeva klorida (2,0 g aluminijeva klorida heksahidrata 

(slika 15c) otopljeno u 100 mL 5 %-tne metanolne otopine octene kiseline) u odmjernoj 

tikvici od 25,0 mL i razrijeđeno s 5 %-tnom metanolnom otopinom octene kiseline do oznake. 

Za pripremu poredbene otopine 10,0 mL etil-acetatnog ekstrakta razrijeđeno je do 25,0 mL s 

5 %-tnom metanolnom otopinom octene kiseline (slika 15j). Apsorbancija ispitivane otopine 

izmjerena je nakon 30 minuta pri 425 nm u odnosu na poredbenu otopinu. Maseni udio 

flavonoida, izražen kao izokvercitrozid, izračunat je prema izrazu: 

%	
	 	1,25

 

uzevši u obzir da specifična apsorbancija izokvercitrozida pri 425 nm iznosi 500, A 

predstavlja apsorbanciju ispitivane otopine pri 425 nm, a m masu suhog biljnog pripravka u 

gramima. 

Sva mjerenja rađena su u triplikatu. 
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3.5.3. Određivanje ukupnih polifenola i trjeslovina 

Sadržaj ukupnih polifenola i trjeslovina u listovima ružmarina i cvjetovima bazge određen je 

spektrofotometrijskom metodom prema farmakopejskom postupku opisanom u literaturi. [29] 

1,000 g praškasto usitnjenog biljnog materijala pomiješano je u tikvici okruglog dna od 

250 mL sa 150 mL vode (slika 16a) i ekstrahirano zagrijavanjem 30 minuta na vodenoj 

kupelji uz povratno hladilo (slika 16b). Dobiveni ekstrakt ohlađen je pod tekućom vodom 

(slika 16c), kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu, razrijeđen destiliranom vodom do 

250,0 mL (slika 16d) te profiltriran (slika 16e). Prvih je 50 mL filtrata bačeno dok se ostatak 

filtrata uzimao za analizu. 5,0 mL filtrata preneseno se u odmjernu tikvicu od 25,0 ml te se 

tikvica nadopunila vodom do oznake. Potom je 2,0 mL te otopine pomiješano s 1,0 mL Folin-

Ciocalteauova reagensa i 10,0 mL vode u odmjernoj tikvici od 25 mL te je sadržaj 

nadopunjen otopinom natrijeva karbonata (290 g/L) do oznake (slika 16f). Apsorbancija se 

mjeri nakon 30 minuta pri 760 nm (A1), uz vodu kao poredbenu otopinu. Za određivanje 

polifenola neadsorbiranih na kožni prašak (slika 16g) (netaninskih polifenola), u 10,0 mL 

filtrata dodano je 0,1000 g kožnog praška (slika 16h) i sadržaj tikvice snažno se izmućkivan 

tijekom 60 minuta na laboratorijskoj tresilici. Nakon filtriranja, 5,0 mL dobivenog filtrata 

razrijeđeno je vodom do 25,0 mL, potom je 2,0 mL te otopine pomiješano u odmjernoj tikvici 

od 25 mL s 1,0 mL Folin-Ciocalteauova reagensa i 10,0 mL vode, a sadržaj tikvice je zatim 

nadopunjen do oznake otopinom natrijeva karbonata (290 g/L). Apsorbancija se mjeri nakon 

30 min pri 760 nm (A2), uz vodu kao poredbenu otopinu. Standardna otopina pirogalola (slika 

16i) pripremljena je otapanjem 50,0 mg pirogalola u destiliranoj vodi u odmjernoj tikvici od 

100,0 mL, te je zatim 5,0 mL dobivene otopine razrijeđeno vodom do 100,0 mL. U odmjernoj 

tikvici od 25,0 mL, alikvot od 2 mL dobivene otopine pomiješan je s 1,0 mL Folin-

Ciocalteauova reagensa i 10,0 mL vode te je sadržaj tikvice nadopunjen do oznake otopinom 

natrijeva karbonata (290 g/L). Nakon 30 minuta, mjeri se apsorbancija pri 760 nm (A3), uz 

vodu kao poredbenu otopinu. Postotni udio trjeslovina, izražen kao pirogalol, izračunat je 

prema izrazu: 

%	 62,5	 	
	 	

	 	
 

gdje je m1 masa ispitivanog uzorka u gramima, a m2 masa pirogalola u gramima. 

Sva mjerenja rađena su u triplikatu. 
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3.5.4. Određivanje antocijana 

Sadržaj antocijana u listovima ružmarina i cvjetovima bazge određen je 

spektrofotometrijskom metodom prema farmakopejskom postupku opisanom u literaturi. [29] 

5,000 g praškasto usitnjenog biljnog materijala pomiješano je u Erlenmeyerovoj tikvici s 

95 mL metanola (slika 17a) i ekstrahirano mehaničkim izmućkivanjem tijekom 30 minuta na 

laboratorijskoj tresilici (slika 17b) i 10 minuta u ultrazvučnoj kupelji (slika 17c). Dobiveni 

ekstrakt filtriran je u tikvicu od 100 mL (slika 17d), filtar-papir je ispran i tikvica nadopunjena 

metanolom do oznake (slika 17e). Dobivena otopina razrijeđena je 50 puta s 0,1 %-tnom 

otopinom HCl u metanolu (V/V) (slika 17f). Mjeri se apsorbancija pri 528 nm uz 0,1 %-tni 

HCl u metanolu kao poredbenu otopinu. 

Udio antocijana izračuna se kao cijanid-3-glukozid klorid prema izrazu: 

%	
	 	500

718	 	
 

uzevši u obzir da specifična apsorbancija cijanid-3-glukozid klorida pri 528 nm iznosi 718, 

gdje je m masa ispitivanog uzorka u gramima, a A ispitivane otopine na 528 nm. 

Sva mjerenja rađena su u triplikatu. 
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Tablica 1. Pripravljeni DES-ovi 

 Molarni omjer Volumni udio vode 

ChCl:EG 1:3 0% 
ChCl:EG 1:3 30% 
ChCl:EG 1:3 50% 
ChCl:Gly 1:3 0% 
ChCl:Gly 1:3 30% 
ChCl:Gly  1:3 50% 

 

3.7. Ekstrahiranje različitim otapalima 

Samljeveni biljni prah cvijeta bazge i lista ružmarina najprije je izvagan na analitičkoj vagi te 

je 4 g suhe biljne tvari pomiješano u staklenoj bočici s čepom s 40 mL otapala (slika 19a). 

Tablica 2 prikazuje osam otapala upotrijebljenih za ekstrakciju. Dobivena otopina miješana je 

na magnetskoj miješalici tijekom 15 min pri temperaturi od 25 °C i 350 rpm (slika 19b). 

Nakon miješanja dobivene suspenzije kapalicama su prebačene u kivete (slika 19c) i 

centrifugirane u laboratorijskoj centrifugi (slika 19d). Bistre centrifugirane otopine iznad 

taloga prebačene su u laboratorijske bočice od 10 mL i čuvane u hladnjaku jer bi pri sobnoj 

temperaturi moglo doći do rasta mikroorganizama u ekstraktima i njihova onečišćenja (slika 

19e). 

 

Tablica 2. Otapala upotrijebljena za ekstrakciju 

Otapalo Volumni udio vode 

Destilirana voda 100 % 

Etanol 30 % 

ChCl:EG = 1:3 0 % 

ChCl:EG = 1:3 30 % 

ChCl:EG = 1:3 50 % 

ChCl:Gly = 1:3 0 % 

ChCl:Gly = 1:3 30% 

ChCl:Gly = 1:3 50 % 
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4. Rezultati 
 

4.1. TLC karakterizacija polifenolnih sastavnica 

S ciljem ispitivanja prisutnosti flavonoida i fenolnih kiselina provedena je kvalitativna analiza 

odabranih biljaka, Sambucus nigra i Rosmarinus officinalis, tankoslojnom kromatografijom. 

Ispitana je prisutnost flavonoidnih glikozida, te klorogenske i ružmarinske kiseline. 

Polifenolne sastavnice karakterizirane su prema položaju odijeljenih zona uspoređivanjem s 

referentnim spojevima flavonoidnih glikozida (kvercetinski glikozidi) i fenolnih kiselina, tj. 

faktoru zadržavanja (retencijskom faktoru, RF), boji i intenzitetu obojenja odijeljenih zona. 

Na tanki sloj stacionarne faze silikagela Kieselgel 60 F254 nanesene su standardne otopine 

flavonoida (kvercitrin, izokvercitrin i rutin), fenolnih kiselina (klorogenska i ružmarinska 

kiselina), i metanolni ekstrakt bazge i ružmarina uz mobilnu fazu (etil-acetat : mravlja kiselina 

: ledena octena kiselina : voda u volumnom omjeru 100:11:11:27) te reagens za detekciju (tzv. 

Naturstoff i 5 %-tna otopina polietilen-glikola 4000, NST/PEG reagens). Prije i nakon 

prskanja ploče s NST/PEG reagensom kromatogrami su promatrani pod UV-svjetlom pri 254 

nm i 365 nm. Dobiveni kromatogrami pod UV-svjetlom prikazani su na slici 22. i slici 23. 

Metanolni ekstrakti biljnih pripravaka razdijelili su se tankoslojnom kromatografijom na 

različite zone. Na kromatogramu pri UV-365 nm uočene su fluorescentne narančaste zone 

karakteristične za kvercetinske glikozide i svijetloplave kromatografske zone koje pripadaju 

fenolnim kiselinama. Iz dobivenih kromatograma, pomoću RF-vrijednosti i boje razvijenih 

kromatografskih zona može se zaključiti da metanolni ekstrakt bazge sadrži rutin, 

izokvercitrin i klorogensku kiselinu, dok ružmarin sadrži kvercitrin i još dva kvercetinska 

glikozida koja se ne nalaze u poredbenoj otopini te ružmarinsku kiselinu. 
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4.1.1. Kvalitativna analiza biljaka 

Nakon prskanja i promatranja kromatograma pri 365 nm kod obje biljne vrste vidljive su zone 

narančaste fluorescencije u RF-području od 0,45 do 0,83 (slika 23). 

Usporedbom kromatograma metanolnog ekstrakata bazge i poredbenih supstancija dokazana 

je prisutnost intenzivne narančaste zone (RF = 0,45) koja položajem i bojom odgovara 

poredbenoj supstanciji rutina. Kod ružmarina nije dokazana prisutnost rutina. Također su iz 

kromatografskih slika metanolnih ekstrakata bazge i ružmarina i poredbenih supstancija 

vidljive slabe zone narančaste fluorescencije koja dokazuje prisutnost izokvercitrina kod 

bazge (RF = 0,75) i kvercitrina kod ružmarina (RF = 0,83). 

Na kromatogramu metanolnog ekstrakta ružmarina vidljiva je zona intenzivne narančaste 

fluorescencije s RF-vrijednošću 0,51, i slaba zona narančaste fluorescencije s RF-vrijednošću 

0,60 dok kod bazge nisu detektirane. Dobiveni kromatogrami istraživanih biljnih vrsta 

pokazuju da bazga i ružmarin imaju različit sastav i količinu flavonoida. 

Nakon prskanja i promatranja kromatograma pri 365 nm kod obje biljne vrste vidljive su zone 

fluorescencije svijetloplave boje u RF-području od 0,52 do 0,90 (slika 23). 

Usporedbom kromatograma metanolnog ekstrakata bazge i poredbenih supstancija dokazana 

je prisutnost intenzivne svijetloplave zone (RF = 0,52) koja položajem i bojom odgovara 

poredbenoj supstanciji klorogenske kiseline. Kod ružmarina nije dokazana prisutnost 

klorogenske kiseline. 

Na kromatogramu metanolnog ekstrakta ružmarina vidljiva je zona intenzivne svijetloplave 

fluorescencije s RF-vrijednošću 0,90 karakteristična za ružmarinsku kiselinu, dok kod bazge 

nije detektirana. Dobiveni kromatogrami istraživanih biljnih vrsta pokazuju da bazga i 

ružmarin imaju različit sastav fenolnih kiselina. 
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Slika 20. Zone gašenja fluorescencije na kromatogramu flavonoidnih glikozida u cvjetovima 

bazge i listovima ružmarina 

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F254 TLC ploča 

Pokretna faza: etil-acetat : mravlja kiselina : octena kiselina : voda (V/V/V/V) 

Detekcija: NST/PEG, UV-254 nm 

Metanolni biljni ekstrakti: S – Sambucus nigra, R – Rosmarinus officinalis 

Poredbene supstancije: R – rutin (RF = 0,45), Ik – izokvercitrin (RF = 0,75), 

    K – kvercitrin (RF = 0,83) 

 

R/Ik/K      R/K          S           R
Start

Front

0,5

RF
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Slika 21. Kromatogram flavonoidnih glikozida u cvjetovima bazge i listovima ružmarina 

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F254 TLC ploča 

Pokretna faza: etil-acetat : mravlja kiselina : octena kiselina : voda (V/V/V/V) 

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm 

Metanolni biljni ekstrakti: S – Sambucus nigra, R – Rosmarinus officinalis 

Poredbene supstancije: R – rutin (RF = 0,45), Ik – izokvercitrin (RF = 0,75), 

    K – kvercitrin (RF = 0,83) 
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4.2. Kvantitativna fitokemijska analiza polifenola 

Kvantitativna fitokemijska analiza polifenola provedena je odgovarajućom 

spektrofotometrijskom metodom te je određen sadržaj fenolnih kiselina, flavonoida, 

trjeslovina i antocijana u listu ružmarina i cvijetu bazge. 

 

4.2.1. Fenolne kiseline u cvijetu bazge 

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u cvijetu bazge provedena je spektrofotometrijskom 

metodom prema monografiji iz Europske farmakopeje. Određivanje derivata hidroksicimetne 

kiseline temelji se na stvaranju žuto obojenih kompleksa između o-dihidroksifenolne skupine 

i nitrit-molibdatnoga reagensa. Žuta boja otopine zaluživanjem prelazi u narančastocrvenu. 

Apsorbancija se mjeri pri 525 nm, a sadržaj ukupnih hidroksicimetnih derivata, izražen kao 

klorogenska kiselina, izračunava se pomoću specifične apsorbancije koja za klorogensku 

kiselinu iznosi 188. Iz pripravljenog ekstrakta biljne suhe tvari uzeti su uzorci za 

spektrofotometrijsko određivanje fenolnih kiselina, a apsorbancija pri 525 nm mjerena je tri 

puta. Rezultati spektrofotometrijskog određivanja fenolnih kiselina u cvijetu bazge prikazani 

su u tablici 3. 

Tablica 3. Rezultati određivanja fenolnih kiselina u cvijetu bazge (Sambucus nigra L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,201 3,55 
3,643 ± 0,1286 0,215 3,79 

0,203 3,59 
masa suhe biljne tvari je 0,300 g                               *klorogenska kiselina, 525 nm 

 

4.2.2. Fenolne kiseline u listu ružmarina 

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u listu ružmarina provedena je spektrofotometrijskom 

metodom prema monografiji iz Europske farmakopeje. Određivanje derivata hidroksicimetne 

kiseline temelji se na stvaranju žuto obojenih kompleksa između o-dihidroksifenolne skupine 

i nitrit-molibdatnoga reagensa. Žuta boja otopine zaluživanjem prelazi u narančastocrvenu. 

Apsorbancija se mjeri pri 505 nm, a sadržaj ukupnih hidroksicimetnih derivata, izražen kao 

ružmarinska kiselina, izračunava se pomoću specifične apsorbancije koja za ružmarinsku 
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kiselinu iznosi 400. Iz pripravljenog ekstrakta suhe biljne tvari uzeti su uzorci za 

spektrofotometrijsko određivanje fenolnih kiselina, a apsorbancija pri 505 nm mjerena je tri 

puta. Rezultati spektrofotometrijskog određivanja fenolnih kiselina u listu ružmarina 

prikazani su u tablici 4. 

Tablica 4. Rezultati određivanja fenolnih kiselina u listu ružmarina 

(Rosmarinus officinalis L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,329 4,13 
3,963 ± 0,1563 0,314 3,94 

0,304 3,82 
masa suhe biljne tvari je 0,199 g                               *ružmarinska kiselina, 505 nm 

 

4.2.3. Flavonoidi u cvijetu bazge i listu ružmarina 

Količina ukupnih flavonoida u cvijetu bazge i listu ružmarina određena je 

spektrofotometrijskom metodom prema Europskoj farmakopeji. S ciljem određivanja sadržaja 

flavonoida bilo je potrebno provesti hidrolizu flavonoidnih glikozida, nakon čega su nastali 

aglikoni odijeljeni izmućkivanjem s etil-acetatom. Dodatkom aluminijeva klorida otopini 

aglikona nastaju žuto obojeni kompleksni spojevi s maksimumom apsorbancije u vidljivom 

području pri 425 nm. Sadržaj flavonoida, izražen kao izokvercitrozid računa se pomoću 

specifične apsorbancije koja za izokvercitrozid iznosi 500. Poredbene otopine bile su 

pripremljene bez aluminijeva klorida. Iz pripremljenog ekstrakta cvijeta bazge i lista 

ružmarina pripremljeni su uzorci za spektrofotometrijsko određivanje flavonoida. 

Apsorbancija pri 425 nm izmjerena je tri puta za obje biljne vrste. Dobiveni rezultati 

spektrofotometrijskog određivanja flavonoida u ekstraktu cvijeta bazge i lista ružmarina 

prikazani su u tablicama 5 i 6. 

Tablica 5. Rezultati određivanja flavonoida u cvijetu bazge (Sambucus nigra L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,446 0,93 
0,923 ± 0,0058 0,443 0,92 

0,440 0,92 
masa suhe biljne tvari je 0,6001 g                               *izokvercitrozid, 425 nm 
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Tablica 6. Rezultati određivanja flavonoida u listu ružmarina (Rosmarinus officinalis L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,136 0,28 
0,287 ± 0,0115 0,134 0,28 

0,142 0,30 
masa suhe biljne tvari je 0,6002 g                                   *izokvercitrozid, 425 nm 

 

4.2.4. Antocijani u cvijetu bazge i listu ružmarina 

Kvantitativna analiza antocijana u cvijetu bazge i listu ružmarina provedena je 

spektrofotometrijskom metodom prema Europskoj farmakopeji. Metoda se zasniva na 

svojstvu antocijana da u jako kiseloj sredini (pH = 1) povećavaju apsorbanciju pri valnoj 

duljini 528 nm. Apsorbancija se mjeri pri 528 nm, a sadržaj ukupnih antocijana, izražen kao 

cijanid-3-glukozid, izračunava se pomoću specifične apsorbancije koja za cijanid-3-glukozid 

iznosi 718. Iz pripravljenog ekstrakta suhe biljne tvari uzeti su uzorci za spektrofotometrijsko 

određivanje antocijana, a apsorbancija pri 528 nm mjerena je tri puta. Rezultati 

spektrofotometrijskog određivanja antocijana u cvijetu bazge i listu ružmarina prikazani su u 

tablicama 7 i 8. 

Tablica 7. Rezultati određivanja antocijana u cvijetu bazge (Sambucus nigra L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,005 0,00069 
0,000647 ± 7,5×10-5 0,005 0,00069 

0,004 0,00056 
masa suhe biljne tvari je 5,000 g                                   *cijanid-3-glukozid, 528 nm 

Tablica 8. Rezultati određivanja antocijana u listu ružmarina (Rosmarinus officinalis L.) 

A Udio, x (%) x̄ ± SD 

0,011 0,00153 
0,001483 ± 2,1 10-4 0,012 0,00167 

0,009 0,00125 
masa suhe biljne tvari je 5,001 g                                   *cijanid-3-glukozid, 528 nm 
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4.2.5. Ukupni polifenoli i trjeslovine 

Kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina u cvijetu bazge i listu ružmarina 

provedena je spektrofotometrijskom metodom. Princip određivanja trjeslovina temelji se na 

određivanju ukupnih polifenola u ekstraktu suhe biljne tvari prije i nakon obrade kožnim 

praškom na koji se vežu trjeslovine. S Folin-Ciocalteuovim reagensom polifenolne sastavnice 

formiraju plavo obojene kompleksne spojeve, a apsorbancija nastalih plavih otopina mjeri se 

pri 760 nm. Sadržaj trjeslovina, izražen kao pirogalol, određen je iz razlike sadržaja ukupnih 

polifenola i polifenola neadsorbiranih na kožni prašak. Mjerenje apsorbancije provedeno je na 

tri uzorka, uz vodu kao poredbenu otopinu. Rezultati spektrofotometrijskog određivanja 

ukupnih polifenola i trjeslovina u cvijetu bazge i lista ružmarina prikazani su u tablicama 9 i 

10. 

Tablica 9. Rezultati određivanja trjeslovina u cvijetu bazge (Sambucus nigra L.) 

 A Udio, x (%) x̄ ± SD 

ukupni polifenoli 
0,310 2,7331 

2,7478 ± 0,0134 0,312 2,7507 
0,313 2,7595 

polifenoli 
neadsorbirani na 

kožni prašak 

0,271 2,3892 
2,3334 ± 0,0531 0,264 2,3275 

0,259 2,2834 

pirogalol 
0,357 - 

- 0,341 - 
0,361 - 

polifenoli adsorbirani 
na kožni prašak 

(trjeslovine) 

- 0,3438 
0,4144 ± 0,0666 - 0,4232 

- 0,4761 
masa suhe biljne tvari je 1,0001 g                                                      *pirogalol, 760 nm 
masa pirogalola je 0,0498 g, apsorbancija pirogalola je 0,353 
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Tablica 10. Rezultati određivanja trjeslovina u listu ružmarina (Rosmarinus officinalis L.) 

 A Udio, x (%) x̄ ± SD 

ukupni polifenoli 
0,456 4,0207 

3,9972 ± 0,0222 0,451 3,9766 
0,453 3,9942 

polifenoli 
neadsorbirani na kožni 

prašak 

0,285 2,5129 
2,4953 ± 0,0176 0,281 2,4777 

0,283 2,4953 

pirogalol 
0,357 - 

- 0,341 - 
0,361 - 

polifenoli adsorbirani 
na kožni prašak 

(trjeslovine) 

- 1,5078 
1,5019 ± 0,0051 - 1,4989 

- 1,4989 
masa suhe biljne tvari je 1,0000 g                                                     *pirogalol, 760 nm 
masa pirogalola je 0,0498 g, apsorbancija pirogalola je 0,353 

 

U tablicama 11 – 14 uspoređeni su udjeli fenolnih kiselina i flavonoida određenih 

spektrofotometrijskom metodom prema farmakopejskom postupku opisanom u literaturi [29] 

u tekućim ekstraktima cvijeta bazge i lista ružmarina. Ekstrakti cvijeta bazge i lista ružmarina 

su pripravljeni s otapalima navedenim u tablici 2. 
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Tablica 11. Usporedni udjeli fenolnih kiselina u različitim ekstraktima cvijeta bazge 

Ekstrakt Apsorbancija Udio, x  (%) x̄  SD 

Voda 
(mekstrakta = 4,002 g) 

0,224 0,297 
0,2740,024 0,187 0,249 

0,209 0,277 

70 % EtOH 
(mekstrakta = 4,003 g) 

0,248 0,328 
0,312±0,019 0,220 0,291 

0,240 0,318 

100 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,003 g) 

0,168 0,222 
0,187±0,030 0,132 0,175 

0,124 0,165 

70 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,003 g) 

0,192 0,254 
0,263±0,010 0,206 0,273 

0,199 0,263 

50 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,000 g) 

0,240 0,318 
0,320±0,019 0,256 0,339 

0,228 0,302 

100 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,003 g) 

0,084 0,111 
0,116±0,006 0,092 0,122 

0,088 0,116 

70 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,003 g) 

0,220 0,291 
0,294±0,005 0,220 0,291 

0,226 0,299 

50 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,002 g) 

0,255 0,338 
0,331±0,007 0,245 0,324 

0,250 0,331 
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Tablica 12. Usporedni udjeli flavonoida u različitim ekstraktima cvijeta bazge 

Ekstrakt Apsorbancija Udio, x (%) x̄  SD 

Voda 
(mekstrakta = 6,003 g) 

0,163 0,0339 
0,034±0,0003 0,164 0,0341 

0,161 0,0335 

70 % EtOH 
(mekstrakta = 6,002 g) 

0,326 0,0679 
0,068±0,0002 0,328 0,0683 

0,327 0,0681 

100 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,193 0,0402 
0,039±0,0011 0,183 0,0381 

0,190 0,0396 

70 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,000 g) 

0,321 0,0669 
0,067±0,0001 0,320 0,0667 

0,321 0,0669 

50 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,002 g) 

0,226 0,0471 
0,047±0,0011 0,221 0,0460 

0,231 0,0481 

100 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,042 0,0087 
0,009±0,0001 0,041 0,0085 

0,042 0,0087 

70 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,092 0,0192 
0,019±0,0003 0,090 0,0187 

0,091 0,0192 

50 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,002 g) 

0,188 0,0392 
0,039±0,0007 0,187 0,0389 

0,190 0,0402 
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Tablica 13. Usporedni udjeli fenolnih kiselina u različitim ekstraktima lista ružmarina 

Ekstrakt Apsorbancija Udio, x (%) x̄  SD 

Voda 
(mekstrakta = 4,001 g) 

0,527 0,329 
0,3240,006 0,520 0,325 

0,508 0,318 

70 % EtOH 
(mekstrakta = 3,999 g) 

0,616 0,385 
0,382±0,005 0,601 0,376 

0,615 0,384 

100 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,001 g) 

0,229 0,143 
0,147±0,005 0,236 0,147 

0,244 0,152 

70 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,001 g) 

0,569 0,356 
0,359±0,012 0,595 0,372 

0,557 0,348 

50 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 4,000 g) 

0,630 0,394 
0,383±0,019 0,578 0,361 

0,628 0,393 

100 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,000 g) 

0,080 0,050 
0,049±0,005 0,070 0,044 

0,085 0,053 

70 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,002 g) 

0,348 0,217 
0,223±0,006 0,367 0,229 

0,360 0,224 

50 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 4,000 g) 

0,524 0,328 
0,322±0,008 0,521 0,326 

0,501 0,313 
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Tablica 14. Usporedni udjeli flavonoida u različitim ekstraktima lista ružmarina 

Ekstrakt Apsorbancija Udio, x (%) x̄  SD 

Voda 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,028 0,0058 
0,006±0,00010,027 0,0056 

0,027 0,0056 

70 % EtOH 
(mekstrakta = 6,002 g) 

0,066 0,0137 
0,014±0,00060,068 0,0142 

0,063 0,0131 

100 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,015 0,0031 
0,003±0,00030,017 0,0035 

0,014 0,0029 

70 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,000 g) 

0,027 0,0056 
0,006±0,00030,026 0,0054 

0,029 0,0060 

50 % ChCl:EG = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,027 0,0056 
0,005±0,00020,027 0,0052 

0,026 0,0054 

100 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,001 g) 

0,007 0,0015 
0,002±0,00070,014 0,0029 

0,009 0,0019 

70 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,004 g) 

0,008 0,0017 
0,002±0,00080,015 0,0031 

0,009 0,0019 

50 % ChCl:Gly = 1:3 
(mekstrakta = 6,002 g) 

0,030 0,0062 
0,006±0,00070,031 0,0065 

0,025 0,0052 
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5. Zaključak 

U okviru ovog diplomskog rada provedeno je istraživanje ekstrakcije polifenolnih spojeva iz 

suhoga cvijeta bazge i lista ružmarina pomoću osam različitih otapala. Cilj je bio pronaći 

zeleno otapalo koje bi zamijenilo štetna konvencionalna otapala često korištena u današnjoj 

industriji. 

Prisutnost flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima usitnjenog lista ružmarina 

i svijeta bazge dokazana je tankoslojnom kromatografijom. 

Primjenom spektrofotometrijskih metoda utvrđeno je da suhi cvjetovi bazge sadrže 3,64 % 

fenolnih kiselina, izraženo kao klorogenska kiselina i mjereno pri 525 nm, 0,92 % flavonoida 

izraženo kao izokvercitrozid pri 425 nm, 6,47  10-4 % antocijana izraženo kao cijanid-3-

glukozid pri 528 nm te 0,41 % trjeslovina izraženo kao pirogalol i mjereno pri 760 nm. Suhi 

listovi ružmarina sadrže 3,96 % fenolnih kiselina, izraženo kao ružmarinska kiselina pri 505 

nm, 0,28 % flavonoida izraženo kao izokvercitrozid pri 425 nm, 1,48  10-3 % antocijana 

izraženo kao cijanid-3-glukozid pri 528 nm te 1,50 % trjeslovina izraženo kao pirogalol i 

mjereno pri 760 nm. 

Rezultati istraživanja provedenih u okviru ovog diplomskog rada pokazuju da 

trokomponentna otapala 50 % ChCl:EG = 1:3 i 50 % ChCl:Gly = 1:3 imaju skoro istu 

ekstrakcijsku djelotvornost prilikom ekstrahiranja fenolnih kiselina kao 70 %-tni etanol. DES 

50 % ChCl:EG = 1:3 pokazuje nešto više vrijednosti za ekstrakciju fenolnih kiselina iz lista 

ružmarina, dok su kod cvjetova bazge postignuti bolji rezultati s DES-om 50 % 

ChCl:Gly = 1:3. Za flavonoide se nijedno pripravljeno otapalo nije pokazalo ni približno tako 

dobro kao 70 %tni etanol te se istraženi DES-ovi ne mogu preporučiti za ekstrakciju 

flavonoida. 

Dobiveni rezultati pružaju nove znanstvene spoznaje za daljnja istraživanja različitih DES-

ova za ekstrakciju ljekovitih biljnih sastavnica kako bi se u što većem udjelu zamijenila 

hlapljiva organska i konvencionalna otapala i smanjila potrošnja energije prilikom razdvajanja 

takvih otapala od ekstrahiranih komponenti. 
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6. Popis simbola 

ChCl – kolin-klorid (engl. choline chloride) 

ChCl:EG = 1:3 – kolin-klorid i etilen-glikol u molarnom omjeru 1:3 

ChCl:Gly = 1:3 – kolin-klorid i glicerol u molarnom omjeru 1:3 

DES – niskotemperaturno eutektičko otapalo (engl. deep eutetic solvent) 

EG – etilen-glikol (engl. ethylene glycol) 

FDA – Američka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration) 

Gly – glicerol (engl. glycerol) 

HBD – donor protona (engl. hydrogen bond donor) 

HBA – akceptor protona (engl. hydrogen bond acceptor) 

IL – ionska kapljevina (engl. ionic liquid) 

NST/PEG – reagens Naturstoff i 5 %-tna otopina polietilen-glikola 4000 

PET – polietilen-tereftalat 

SCF – nadkritični fluid (engl. supercritical fluid) 
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8. Prilozi 

 

Reagensi za određivanje fenolnih kiselina 

 50 %-tni etanol (pripemiti razrjeđivanjem 96 %-tnog etanola koristeći volumne 

postotke i pravilo zvijezde) 

 0,5 M HCl (titrival) 

 nitrit-molibdat (otopiti 10 g natrijeva nitrita i 10 g natrijeva molibdata u 100 mL vode) 

 8,5 %-tna otopina NaOH (otopiti 8,5 g NaOH u 100 mL H2O) 

 

Reagensi za određivanje flavonoida 

 5 g/L otopina heksametilentetramina (otopiti 5 g u 1000 mL H2O)kloridna kiselina 

(250 g/L) (razrijediti 70 g koncentrirane HCl vodom do 100,0 mL; ρ = 1,19 g/mL što 

znači da treba 58,8 mL konc. HCl razrijediti vodom do 100,0 mL) 

 AlCl3 (otopiti 2,0 g AlCl36H2O u 100 mL 5 %-tne metanolne otopine octene 

kiseline) 

 5 %-tna metanolna otopina octene kiseline (razrijediti 5,0 mL octene kiseline 

metanolom do 100,0 mL) 

 

Reagensi za određivanje trjeslovina 

 otopina Na2CO3 10H2O (otopiti 29 g u 100 mL H2O) 

 

Reagensi za određivanje antocijana 

 0,1% otopina HCl u metanolu (V/V) (razrijediti 0,1 mL konc HCl metanolom do 100 

mL 
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