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Сажетак: У овом раду испитивана је ефикасност различитих метода екстракције биоактивних једињења из црне рибизле (Ribes nigrum L.), са циљем оптимизације услова за добијање екстраката богатих фенолима, флавоноидима, антоцијанима и хлорофилима. Кориштене су три методе екстракције: мацерација, ултразвучна екстракција и екстракција уз помоћ шејкера. Узорци (укупно 58) екстраховани су кориштењем различитих растварача (етанола и ацетона) у концентрацијама од 20%, 50% и 80%, и при различитим односима чврсто-течно (1:15, 1:20, 1:25, 1:30). Вријеме екстракције за ултразвук и мацерацију износило је 30 минута, док је за екстракцију уз помоћ шејкера варирало: 30, 60, 90, 120, 150, 180 и 240 минута. За квантитативно одређивање биоактивних једињења коришћене су спектрофотометријске методе: Folin-Ciocalteu за укупне феноле, спектрофотометрија алуминијум-хлорида за флавоноиде, pH диференцијална метода за антоцијане и апсорбанција при специфичним таласним дужинама за хлорофиле.
Резултати су показали да метода екстракције значајно утиче на садржај издвојених једињења. Ултразвучна екстракција, у комбинацији са 50% етанолом дала је највеће концентрације фенола и флавоноида. Највећи садржај антоцијана постигнут је код екстракције са шејкером са 50% етанолом, док је ацетон био ефикаснији за екстракцију хлорофила. Ови налази указују на значај оптимизације параметара екстракције у зависности од циљаних једињења и примjене екстраката.
Кључне ријечи: антоцијани, биоактивна једињења, екстракција, ултарзвук, феноли, црна рибизла.

1. УВОД

             Црна рибизла (Ribes nigrum L.) представља изузетно вриједан извор биоактивних једињења, посебно полифенола, који показују значајна антиоксидативна, противупална и антимикробна својства [1], [2]. Међу њима, антоцијани и флавоноиди доминирају, али су присутни и хлорофили и друге фитохемикалије који доприносе укупној биолошкој активности биљке [3], [4].
             Бројна истраживања су потврдила висок садржај антоцијанина у црној рибизли, посебно цијанидин-3-рутиносида и делфинидин-3-рутиносида, који могу чинити и до 90% укупних фенолних једињења у плодовима [5], [6]. Укупан садржај фенолних компоненти зависи од различитих фактора: сорте, климатских услова, стадијума зрелости, као и начина екстракције и избора растварача [7], [8].
            Метод екстракције игра кључну улогу у одређивању квалитета и количине изолованих једињења. У савременој аналитичкој пракси често се користе три приступа: ултразвучна екстракција (UAE), екстракција помоћу шejкера (SE) и мацерација (ME) [9], [10]. Ултразвук побољшава пенетрацију растварача у ћелијску структуру и убрзава излазак циљаних једињења, чиме се повећава принос и скраћује вријеме обраде [11]. 
             У избору растварача, најчешће се примјењују водено-алкохолни системи, јер се на тај начин постиже оптимална равнотежа између поларности и растворљивости фенолних једињења [12]. Различите концентрације етанола могу значајно утицати на ефикасност екстракције. Истраживања показују да етанол у концентрацијама од 20%, 50% и 80% омогућава екстракцију различитих група једињења — антоцијани се боље изолују при нижим концентрацијама, док су флавоноиди и укупни (поли) феноли ефикасније издвојени при средњим и вишим процентуалним вриједностима [13], [14]. Осим етанола, користи се и ацетон, који због своје специфичне поларности може бити погодан за екстракцију хлорофила и неких фенолних компоненти [15]. Спектрофотометријске методе се широко користе за одређивање укупне количине полифенола (TPC), флавоноида (TFC), антоцијана (TAC) и хлорофила, јер су брзе, једноставне и довољно осјетљиве за рутинске анализе [16], [17].
              Имајући у виду значај фитохемијског профила црне рибизле и утицај различитих услова екстракције, циљ овог рада је да се испита како метода екстракције (ултразвук, шejкер, мацерација), избор растварача (етанол у три концентрације: 20%, 50%, 80% и ацетон), као и примењена анализа, утичу на укупну количину полифенола, флавоноида, антоцијана и хлорофила у црној рибизли. Оваквим приступом настоји се допринијети оптимизацији метода изолације биоактивних једињења из природних извора.

2. МАТЕРИЈАЛИ И МЕТОДЕ
2.1. Биљни материјали и реагенси

	 Експериментални дио овог рада је изведен у лабораторијама Технолошког факултета у Зворнику, Универзитета у Источном Сарајеву. За екстракцију су кориштени осушени цвјетови црне ризбизле набављени из општине Зворник у источном дијелу Босне и Херцеговине. Све хемикалије и растварачи који су кориштени били су аналитичког квалитета. Етанол и ацетон су служили као растварачи за екстракцију. За спектрофотометријска мјерења кориштени су следећи реагенси: Folin–Ciocalteu реагенс (Карло Ерба, Њемачка), натријум карбонат (Лахнер, Чешка), натријум нитрит (Зорка Шабац, Србија), алуминијум хлорид (Лахнер, Чешка), натријум хидроксид (Лахнер, Чешка) и калијум хлоридни пуфер pH=1,0 (Лахнер, Чешка).


2.2. Методе  екстракције

             Испитане су три методе екстракције:
Мацерација: Извођена у воденом купатилу на температури од 25 °C у трајању од 30 минута, без мијешања.
Ултразвучна екстракција: Изведена у ултразвучној купки (40 kHz, 100 W) на собној температури у трајању од 30 минута.
Екстракција у шејкеру: Узорци су стављени у лабораторијски шејкер при брзини од 200 rpm, у временским интервалима од 30, 60, 90, 120, 150, 180 и 240 минута.
Сви узорци су екстраховани са етанолом у концентрацијама од 20%, 50% и 80%, и ацетоном и при односима чврсто:течно од 1:15, 1:20, 1:25 и 1:30. Након екстракције врши се филтрација, а екстракт је сакупљен и анализиран.

2.3. Аналитичке методе

	Укупни феноли одређени су реакцијом оксидације и редукције фенолних хидроксилних група и Folin–Ciocalteu реагенсом. Натријум карбонат се додаје у реакциону смјесу како би се створила базна средина, а резултати су изражени у милиграмима галне киселине по граму биљног материјала (mg GAE/g).
             Флавоноиди су одређени спектрофотометријски коришћењем алуминијум-хлорида, који формира стабилне комплексе са флавонима и флавонолима, а резултати су приказани у милиграмима еквивалента катехин хидрата по граму биљног материјала (mg CTH/g).
              Антоцијани су одређивани методом „pH диференцијала“ (pH = 1,0 и pH = 4,5), са мјерењем апсорбанције на таласним дужинама од 520 и 700 nm. Резултати су изражени у милиграмима цијанидин-3-глукозида по граму биљног материјала (mg Cy3G/g).
              Хлорофили су мјерени спектрофотометријски при таласним дужинама од 632 nm, 649 nm и 665 nm. Концентрације су израчунате према формули Арнона (1949) и изражене у mg/g биљног материјала.

3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

	У табели 1 су приказани експериментални услови примјењени током екстракције биолошки активних једињења из узорака. Испитивани су различити типови растварача (етанол различите концентрације и ацетон), однос чврсто-течно (1:15–1:30), типови мијешања (ултразвук и шејкер), вријеме екстракције (30 минута) и број екстракционих циклуса (један, два и три). Циљ варијације ових параметара био је оптимизација услова за добијање највећег садржаја фенолних и других биолошки активних једињења у екстрактима. 

Табела 1. Процесни услови екстракције испитиваних узорака
	Бр.
	Растварач
	Однос чврсто-течно
	Тип мијешања
	Вријеме [min]
	Број циклуса

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	1
	20% Eтанол
	1:30
	Ултразвук
	30
	1
	

	2
	20% Eтанол
	1:15
	Ултразвук
	30
	1
	

	3
	20% Eтанол
	1:20
	Ултразвук
	30
	1
	

	4
	20% Eтанол
	1:25
	Ултразвук
	30
	1
	

	5
	50% Eтанол
	1:30
	Ултразвук
	30
	1
	

	6
	50% Eтанол
	1:15
	Ултразвук
	30
	1
	

	7
	50% Eтанол
	1:20
	Ултразвук
	30
	1
	

	8
	50% Eтанол
	1:25
	Ултразвук
	30
	1
	

	9
	80% Eтанол
	1:30
	Ултразвук
	30
	1
	

	10
	80% Eтанол
	1:15
	Ултразвук
	30
	1
	

	11
	80% Eтанол
	1:20
	Ултразвук
	30
	1
	

	12
	80% Етанол
	1:25
	Ултразвук
	30
	1
	

	13
	Ацетон
	1:30
	Ултразвук
	30
	1
	

	14
	Ацетон
	1:15
	Ултразвук
	30
	1
	

	15
	Ацетон
	1:20
	Ултразвук
	30
	1
	

	16
	Ацетон
	1:25
	Ултразвук
	30
	1
	

	17
	20% Eтанол
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	18
	20% Етанол
	1:15
	Шејкер
	30
	1
	

	19
	20% Етанол
	1:20
	Шејкер
	30
	1
	

	20
	20% Етанол
	1:25
	Шејкер
	30
	1
	

	21
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	22
	50% Етанол
	1:15
	Шејкер
	30
	1
	

	23
	50% Етанол
	1:20
	Шејкер
	30
	1
	

	24
	50% Етанол
	1:25
	Шејкер
	30
	1
	

	25
	80% Етанол
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	26
	80% Етанол
	1:15
	Шејкер
	30
	1
	

	27
	80% Етанол
	1:20
	Шејкер
	30
	1
	

	28
	80% Етанол
	1:25
	Шејкер
	30
	1
	

	29
	Ацетон
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	30
	Ацетон
	1:15
	Шејкер
	30
	1
	

	31
	Ацетон
	1:20
	Шејкер
	30
	1
	

	32
	Ацетон
	1:25
	Шејкер
	30
	1
	

	33
	20% Етанол
	1:30
	Мацерација
	30
	1
	

	34
	20% Етанол
	1:15
	Мацерација
	30
	1
	

	35
	20% Етанол
	1:20
	Мацерација
	30
	1
	

	36
	20% Етанол
	1:25
	Мацерација
	30
	1
	

	37
	50% Етанол
	1:30
	Мацерација
	30
	1
	

	38
	50% Етанол
	1:15
	Мацерација
	30
	1
	

	39
	50% Етанол
	1:20
	Мацерација
	30
	1
	

	40
	50% Етанол
	1:25
	Мацерација
	30
	1
	

	41
	80% Етанол
	1:30
	Мацерација
	30
	1
	

	42
	80% Етанол
	1:15
	Мацерација
	30
	1
	

	43
	80% Етанол
	1:20
	Мацерација
	30
	1
	

	44
	80% Етанол
	1:25
	Мацерација
	30
	1
	

	45
	Ацетон
	1:30
	Мацерација
	30
	1
	

	46
	Ацетон
	1:15
	Мацерација
	30
	1
	

	47
	Ацетон
	1:20
	Мацерација
	30
	1
	

	48
	Ацетон
	1:25
	Мацерација
	30
	1
	

	49
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	50
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	60
	1
	

	51
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	90
	1
	

	52
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	120
	1
	

	53
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	150
	1
	

	54
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	180
	1
	

	55
	50% Етанол
	1:30
	Шејкер
	240
	1
	

	56
	50% Eтанол
	1:30
	Шејкер
	30
	1
	

	57
	50% Eтанол
	1:30
	Шејкер
	30
	2
	

	58
	50% Eтанол
	1:30
	Шејкер
	30
	3
	



            У табели 2 приказани су резултати хемијске анализе екстраката добијених примјеном различитих типова растварача, односа чврсто–течно и начина мијешања. Приликом примјене ултразвучне екстракције, вриједности укупних (поли) фенола кретале су се у опсегу од 11.55 mg (GAE)/g (узорак 14) до 69.77 mg (GAE)/g (узорак 8), док је највиша концентрација флавоноида износила 77.46 mg (KaH)/g у узорку 10. Садржај антоцијанина у оквиру ове методе достигао је релативно високе вриједности, попут 0.976 mg (C3G)/g (узорак 12), док су највеће вриједности хлорофила забиљежене у узорку 16 (преко 1.3 mg/g).
           У случају екстракције помоћу шејкера, опсези вриједности варирали су у складу са промјеном растварача и односа чврсто–течно. Узорци 20, 21, 22 и 23 показали су умјерене вриједности укупних (поли) фенола (од 37.78 до 55.64 mg (GAE)/g), док је највећи садржај флавоноида у овој групи био 22.76 mg (KaH)/g (узорак 23). Антоцијани су генерално били виших вриједности, са максимумом од 1.258 mg (C3G)/g (узорак 32).
           У случају мацерације, која је спроведена без механичког мијешања, уочене су нешто ниже вриједности у односу на ултразвук и шејкер. Садржај укупних (поли) фенола кретао се од 28.21 mg (GAE)/g (узорак 43) до 78.53 mg (GAE)/g (узорак 33), што указује да и ова метода, у зависности од услова, може дати задовољавајући принос. Међутим, употребом растварача ацетона код мацерације детектоване су врло ниске вриједности, близу нуле, како за укупне (поли) феноле, тако и за флавоноиде. Концентрације флавоноида током мацерације кретале су се у уском опсегу, са максималном вриједношћу од 34.18 mg/g (узорак 33), док су антоцијани достигли највишу вриједност од 0.929 mg (C3G)/g у узорку 48. Што се тиче хлорофила, у оквиру мацерације највећи садржај забележен је у узорку 43 и износио је 0.662 mg/g, што је једна од највиших вриједности у цијелом истраживању.
           Највиша измјерена вриједност укупних (поли) фенола у цјелокупном испитивању достигнута је у узорку 54 (98.51 mg(GAE)/ /g), док је највећи садржај антоцијана био у узорку 55 (1.746 mg C3G)/g). Концентрација флавоноида је кулминирала у узорку 10 (77.46 mg (КаH)/ /g), а хлорофила у узорку 46 (1.507 mg/g).
Табела 2. Садржај укупних (поли) фенола, флавоноида, антоцијана и хлорофила у добијеним екстрактима при различитим условима екстракције.
	Бр.
	Садржај [mg/g]

	
	Укупних (поли) фенола
	Флавоноида
	Антоцијана
	Хлорофилa

	
	
	
	
	
	

	1
	50.42
	28.91
	0.532
	0.407
	

	2
	49.55
	53.18
	0.251
	0.309
	

	3
	60.64
	36.05
	0.670
	0.339
	

	4
	55.23
	30.11
	0.451
	0.308
	

	5
	61.03
	28.12
	0.502
	0.396
	

	6
	51.39
	35.92
	0.607
	0.553
	

	7
	66.68
	44.30
	0.447
	0.668
	

	8
	69.77
	15.12
	0.881
	0.777
	

	9
	27.68
	50.93
	0.254
	0.789
	

	10
	23.61
	77.46
	0.697
	1.112
	

	11
	31.65
	34.72
	0.543
	0.910
	

	12
	36.40
	41.04
	0.976
	0.816
	

	13
	23.13
	12.56
	0.578
	1.053
	

	14
	11.55
	26.98
	0.732
	1.063
	

	15
	14.57
	9.47
	0.767
	1.165
	

	16
	45.47
	5.96
	0.751
	1.340
	

	17
	55.98
	14.24
	0.979
	1.168
	

	18
	36.61
	8.12
	1.233
	1.507
	

	19
	50.65
	8.57
	1.084
	1.332
	

	20
	48.13
	13.75
	1.174
	0.929
	

	21
	55.64
	12.98
	0.315
	0.721
	

	22
	37.78
	13.89
	0.317
	0.678
	

	23
	47.04
	22.76
	0.302
	0.658
	

	24
	50.85
	20.08
	0.851
	0.724
	

	25
	40.85
	11.99
	0.772
	1.156
	

	26
	24.10
	28.32
	0.257
	0.955
	

	27
	28.69
	56.37
	0.581
	0.904
	

	28
	34.47
	56.43
	0.651
	0.999
	

	29
	25.69
	11.42
	0.844
	1.095
	

	30
	10.57
	72.05
	0.792
	0.954
	

	31
	14.87
	26.66
	1.223
	1.132
	

	32
	22.36
	42.18
	1.258
	1.453
	

	33
	78.53
	34.18
	0.532
	0.272
	

	34
	39.20
	28.50
	0.384
	0.200
	

	35
	70.74
	26.69
	0.400
	0.163
	

	36
	57.87
	29.88
	0.481
	0.224
	

	37
	50.82
	28.95
	0.387
	0.272
	

	38
	41.94
	10.87
	0.325
	0.238
	

	39
	46.50
	11.65
	0.306
	0.207
	

	40
	54.40
	12.11
	0.440
	0.307
	

	41
	39.63
	6.68
	0.297
	0.599
	

	42
	22.67
	4.28
	0.345
	0.529
	

	43
	28.21
	5.29
	0.146
	0.662
	

	44
	30.42
	3.80
	0.458
	0.551
	

	45
	Није детектовано
	Није детектовано
	1.088
	0.610
	

	46
	Није детектовано
	Није детектовано
	0.865
	0.514
	

	47
	Није детектовано
	Није детектовано
	0.941
	0.567
	

	48
	Није детектовано
	Није детектовано
	0.929
	0.530
	

	49
	80.63
	12.23
	0.769
	1.134
	

	50
	84.67
	16.26
	0.544
	0.915
	

	51
	90.62
	14.34
	0.805
	0.967
	

	52
	90.07
	14.74
	0.694
	1.028
	

	53
	91.67
	16.58
	0.586
	1.156
	

	54
	98.51
	15.62
	0.417
	1.163
	

	55
	92.19
	12.15
	1.746
	1.496
	

	56
	90.39
	16.30
	0.928
	0.657
	

	57
	34.54
	37.70
	0.223
	0.350
	

	58
	27.54
	19.41
	0.715
	0.156
	



3.1. [bookmark: _Hlk205999677]Утицај растварача и методе екстракције на укупну количину (поли)фенола 

[bookmark: _Hlk205999810][bookmark: _Hlk205997598]             Слика 1 приказује  да на основу добијених резултата, израчунате су просјечне вриједности укупне количине (поли)фенола (mg GAE/g) за различите комбинације растварача и примјењене методе екстракције. Резултати су приказани и у табели и на дијаграму који омогућавају визуелно поређење ефикасности сваке комбинације.
[bookmark: _Hlk205997874][bookmark: _Hlk205998450][bookmark: _Hlk205998839]              Највећа укупна количина полифенола добијена је кориштењем шејкера и 50% етанола, са просјечном вриједношћу од (69.46 mg GAE/g). Ова комбинација показује да је изузетно ефикасна у екстракцији (поли) фенолних једињења. Ултразвук са 50% етанолом  такође је показао високу ефикасност  (62.22 mg GAE/g), што потврђује да ова концентрација етанола генерално најповољније утиче  на екстракцију (поли) фенола, без обзира на примјењену технику.
              Мацерација са 20% етанолом дала је такође значајно високу вриједност (61.59 mg GAE/g), што је неуобичајено с обзиром на то да се мацерација сматра мање ефикасном методом. Ово може указивати да мања концетрација етанола боље  омогућава екстракцију (поли) фенола у условима без физичког мјешања.
              Са друге стране, ацетон се показао као најмање ефикасан растварач, посебно у комбинацији са мацерацијом, гдје није детектована укупна количина (поли) фенола. Иако су вриједности код ултразвука (23.18 mg GAE/g) и шејкера (18.87 mg GAE/g) са ацетоном нешто боље, оне су и даље знатно ниже у односу на све етанолске растворе.
[bookmark: _Hlk205999103]Комбинације са 80% етанолом показале су умјерене вриједности за све методе: ултразвук (29.83 mg GAE/g), шејкер ( 32.53 mg GAE/g) и мацерација (30.23 mg GAE/g). 


[bookmark: _Hlk206001077]Слика 1.  Просјечне вриједности укупне количине (поли) фенола

3.2. Утицај растварача и методе екстракције на укупну количину флавоноида

             На основу добијених резултата, израчунате су просјечне вриједности укупне количине флавоноида (mg (КаH)/g) за различите комбинације растварача и примјењене методе екстракције. Подаци су приказани и у табели и на дијаграму (Слика 2), који омогућавају поређење ефикасности сваке комбинације.
[bookmark: _Hlk206000408]              Највећа укупна количина флавоноида добијена је кориштењем ултразвучне екстракције и 80% етанола, са просјечном вриједношћу од (51.03 mg КаН/g). Ово показује да је комбинација високог процента етанола и ултразвучне енергије најповољнија за екстракцију флавоноидних једињења, што је у складу са литературом која наводи да ултразвук повећава пропустљивост ћелијских зидова и унапређује масени транспорт. 
[bookmark: _Hlk206061989]              Слично, шејкер у комбинацији са 80% етанолом дао је високу вриједност од (38.2 mg КаН/g), док је и ацетон у комбинацији са шејкером показао изненађујуће добар резултат  (38.07 mg КаН/g). Ово може показати способност ацетона да естрахује одређене флавоноиде, посебно кад је екстракција помогнута са механичким мјешањем.
                Са друге стране, најниже вриједности су забиљежене опет код мацерације са ацетоном, гдје није детектована присутност флавоноида. Такође шејкер у комбинацији са 20 % етанолом дао је ниску вриједност од (11.17 mg КаН/g), што сугерише да нижи проценат етанола  није посебно ефикасан, посебно без интезивнијег метода екстракције.


Слика 2.   Просјечне вриједности укупне количине флавоноида


3.3. [bookmark: _Hlk206069618]Утицај времена на садржај антоцијана и хлорофила

                 На слици 3 приказан је садржај укупне количине антоцијана и хлорофила у зависности од времена екстракције, примјеном методе мјешања у шејкеру уз употребу 50% етанола као растварача.
[bookmark: _Hlk206064627]                    Уочава се да је највећи садржај антоцијана (1.746 mg (C3G)/g) постигнут након 240 минута екстракције, што представља значајан пораст у односу на претходне временске тачке. И ако је у првих 180 минута присутно благо опадање, послиједњи интервал показује нагло повећање, што би могло указати на касније ослобађање антоцијана из биљног материјала.
            Количина хлорофила је такође највиша након 240 минута (1.496 mg/g), a у односу на антоцијане показује стабилнији и постепенији раст кроз вријеме, са релативно малим осцилацијама. 
             Ови резултати указују на то да дужа екстракција погодује оба типа пигмента, али са различитом динамиком. Док је хлорофил стабилнији и равномјерније се повећава, антоцијани потенцијално показују максималну екстракцију.


Слика 3. Утицај времена на садржај антоцијана и хлорфила
             
3.4. Утицај времена на садржај (поли)фенола и хлорофила

	На основу графичког приказа утицаја времена екстракције на садржај (поли) фенола и флавоноида, може се уочити да се са продужавањем времена екстракције садржај (поли)фенола постепено повећава, достигавши максимум од (98.51 mg GAE/g)  након 180 минута, након чега благо опада. Сличан тренд, али са мањим осилацијама, примјећен је код флавоноида, при чему је највећи садржај (16.58 mg КаН/g ) остварен након 150 минута. Након 240 минута, вриједности оба једињења показују благо смањење, што може указивати на деградацију или засићење процеса екстракције.


Слика 4. Утицај времена на садржај (поли)фенола и флавоноида

3.5. Утицај корака екстракције на садржај (поли) фенола и флавоноида

	На приказаном стубичастом дијаграму приказана је промјена садржаја (поли)фенола и флавоноида у (mg/g) у зависности од броја корака екстракције, при примјени истих услова (50% етанол, шејкер метода и вријеме 30 минута).
[bookmark: _Hlk206063092][bookmark: _Hlk206063356][bookmark: _Hlk206063409]               У првом кораку екстракције, добијена је највећа количина (поли) фенола (90.39 mg GAE/g), док је садржај флавоноида био знатно нижи (16.30 mg КаН/g ). У другом кораку, долази до значајног пада концентрације (поли) фенола на (34.54 mg GAE/g), али се садржај флавоноида нагло повећава и достиже максималну вриједност од (37.70 mg КаН/g ). У трећем кораку, вриједности обје групе опадају – (поли) феноли на (27.54 mg GAE/g),  флавоноиди на (19.41 mg КаН/g ).
                Ови резултати показују на то да се највећи дио (поли) фенола екстрахује већ у првом кораку, док флавоноиди показују знатно веће ослобађење у другом кораку, што може указивати на разлике у њиховој стабилности.

Слика 5. Утицај корака екстракције на садржај (поли)фенола и флавоноида
	
3.6. Утицај  корака екстракције на садржај (поли) фенола и флавоноида

               На слици 6 приказан је дијаграм који илуструје промјене у садржају антоцијана и хлорофила током три узастопна корака екстракције, примјеном шејкер методе са 50% етанолом. У првом кораку екстракције, остваране су највеће вриједности обје компоненте за антоцијане (0.928 mg (C3G)/g) и хлорофиле 0.657 mg/g. То указује на то да се значајан дио ових једињења ослобађа већ у почетној фази екстракције. У другом кораку долази до наглог пада садржаја антоцијана на (0.223 mg (C3G)/g), а хлорофила на 0.350 mg/g. У трећем кораку, примјећује се понован раст антоцијана на (0.715 mg (C3G)/g), док хлорофили настављају да опадају на 0.156 mg/g.



Слика 6. Утицај корака екстракције на садржај антоцијана и хлорофила

4. ЗАКЉУЧАК

	Резултати овог истраживања показују да избор растварача, технике и времена екстракције значајно утиче на принос биоактивних једињења из биљног материјала. Највећи садржај укупних (поли) фенола и флавоноида забиљежен је код узорка екстрахованих ултразвучном техником у присуству 50% етанола, док су најмање вриједности добијене при кориштењу ацетона. Вријеме екстракције је имало изражен утицај, при чему су дужа времена генерално повећавала принос, али након одређеног интервала забиљежене су тендеције засићења и благог пада концентрација, што може указивати на деградацију осјетљивих једињења. Код хлорофила и антоцијана забиљежен је сличан тренд- оптимални резултати постигнути су примјеном средње концентрације етанола (50-80%), док су екстремно високе или ниске концентрације растварача дале ниже приносе. Поређењем укупног садржаја фенола и флавоноида, примећује се да флавоноиди чине значајан, али мањи дио укупних фенолних једињења, што је у складу са литературним подацима.
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COMPARISON OF EFFICIENCY OF DIFFERENT EXTRACTION METHODS OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM BLACK CURRANT (Ribes nigrum L.)
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Abstract: This study investigated the efficiency of different extraction methods for isolating bioactive compounds from black currant (Ribes nigrum L.), with the aim of optimizing extraction conditions for obtaining phenolic-, flavonoid-, anthocyanin- and chlorophyll-rich extracts. Three extraction techniques were applied: maceration, ultrasound-assisted extraction, and shaker-assisted extraction. A total of 58 samples were extracted using ethanol and acetone at concentrations of 20%, 50%, and 80%, and at various solid-to-liquid ratios (1:15, 1:20, 1:25, 1:30). Extraction time was fixed at 30 minutes for both ultrasound and maceration, while shaker-assisted extraction was carried out for 30, 60, 90, 120, 150, 180, and 240 minutes. Quantitative determination of the compounds was conducted using spectrophotometric methods: Folin-Ciocalteu for total phenolics, aluminum chloride colorimetric assay for flavonoids, pH differential method for anthocyanins, and absorbance at specific wavelengths for chlorophylls.
The results showed that the extraction method had a significant effect on the yield of bioactive compounds. Ultrasound-assisted extraction with 50% ethanol and a 1:25 solid-to-liquid ratio resulted in the highest concentrations of phenolics and flavonoids. The highest anthocyanin content was achieved using the shaker extraction method with 50% ethanol, while acetone was more effective for chlorophyll extraction. These findings highlight the importance of optimizing extraction parameters according to the target compound group and intended application of the extract.
Keywords: anthocyanins,  black currant, bioactive compounds, extraction methods, phenolics, ultrasound-assisted extraction.

Просјечна укупна количина поли(фенола) [mg/g] 

Ултразвук	20% етанол	50% етанол	80% етанол 	Ацетон	53.46	62.22	29.83	23.18	Шејкер 	20% етанол	50% етанол	80% етанол 	Ацетон	47.84	69.459999999999994	32.53	18.87	 Мацерација	20% етанол	50% етанол	80% етанол 	Ацетон	61.59	48.42	30.23	0	Растварач (тип и концентрација) [%]


Укупна количина поли(фенола) [mg/g]




Просјечна укупна количина флавоноида 

Ултарзвук	20% Етанол	50% Етанол	80% Етанол 	Ацетон	37.06	30.86	51.03	13.74	Шејкер	20% Етанол	50% Етанол	80% Етанол 	Ацетон	11.17	17.5	38.200000000000003	38.07	Мацерација	20% Етанол	50% Етанол	80% Етанол 	Ацетон	29.81	15.89	5.01	0	Растварач (тип и концентрација) [%]


Укупна количина флавоноида[mg/g]




Утицај времена на садржај антоцијана и хлорофила

Антоцијани	30	60	90	120	150	180	240	0.76900000000000002	0.54400000000000004	0.80500000000000005	0.69399999999999995	0.58599999999999997	0.41699999999999998	1.746	Хлорофили	30	60	90	120	150	180	240	1.1339999999999999	0.91500000000000004	0.96699999999999997	1.028	1.1559999999999999	1.163	1.496	Вријеме [min]


Количина антоцијана и хлорофила [mg/g]



Утицај времена на садржај (поли)фенола и флавоноида

Поли(феноли)	30	60	90	120	150	180	240	80.63	84.67	90.62	90.07	91.67	98.51	92.19	Флавоноиди	30	60	90	120	150	180	240	12.23	16.260000000000002	14.34	14.74	16.579999999999998	15.62	12.15	Вријеме [min]


Количина (поли)фенола и флавоноида[mg/g]




Утицај корака екстракције на садржај (поли) фенола и флавоноида

(Поли)феноли	1	2	3	90.39	34.54	27.54	Флавоноиди	1	2	3	16.3	37.700000000000003	19.41	Kорак екстракције


Садржај (поли)фенола и флавоноида [mg/g]




Утицај корака екстракције на садржај антоцијана и хлорофила

Антоцијани	1	2	3	0.92800000000000005	0.223	0.71499999999999997	Хлорофили	1	2	3	0.65700000000000003	0.35	0.156	Корак екстракције


Садржај антоцијана и хлорофила [mg/g]
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