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1. UVOD

Eksponencijalni rast svjetskog stanovnistva na godi$njoj razini uvjetuje sve veéu potrebu za
hranom 1 prirodnim resursima iste, no istovremeno raste i negativan trend pojacanog stvaranja
otpada od hrane te iscrpljivanja spomenutih resursa. Takav razvoj dogadaja, osim navedenih
problema, ve¢ dokazano ima i izrazito negativan ekoloski ucinak na prirodu. Na citavu je
prehrambenu industriju (PI) zadnjih godina pritisak za pronalaZzenje alternativnih izvora hrane i
tehnika za njihov dobitak i preradu s ¢im manjim negativnim utjecajem na okoli§ sve veci.
Globalne legislative o zbrinjavanju otpada prehrambene industrije ve¢ neko vrijeme stavljaju
izrazit naglasak na valorizaciju nusproizvoda prerade hrane kao i tehnoloske tehnike i operacije
koje su s njima usko povezane, sve u cilju unaprjedenja odrzivosti u svim podrucjima koje ono
obuhvaca (Ravindran i Jaiswal, 2016).

Jedna od industrija s najve¢im postotkom otpada i nusproizvoda jest industrija prerade voca i
povréa. Ciljani proizvod Cesto predstavlja i manje od 50 % pocetne sirovine, ¢ija prerada
posljedicno ima porazavajuce jednak sadrzaj otpada i gotovog proizvoda. Iz tog razloga rastu
potrebe za pretvorbom nusproizvoda voca i povréa u komercijalno vrijedne proizvode,
prvenstveno izvore bioaktivnih spojeva, kao §to su prehrambena vlakna. Za dobitak bioaktivnih
spojeva, medutim, potrebno je razviti mnogo sofisticiranije metode od onih trenutno koristenih u
PI, koje velike prinose ostvaruju pri mnogo blazim uvjetima §to povoljno djeluje i na kvalitetu
namirnice i na okoli§ (Hussain i sur., 2020). Takve se metode sve popularnije nazivaju ,,zelenim
tehnikama procesiranja hrane* i procesiranje ultrazvukom visoke snage, zbog mnogo prednosti
koje ima nad konvencionalnim tehnikama, jedna je od njih. Ultrazvuk se posebno podobnim
pokazao za ekstrakciju vrijednih bioaktivnih spojeva. Cikla predstavlja jednu od najceSce
konzumiranih povrtnica zbog mnogobrojnih zdravstvenih benefita koje ima na ljudski organizam,
te se brojc¢ane vrijednosti njene konzumacije diljem svijeta mjere u stotinama tisuca. Kora cikle se
prilikom njene prerade, unato¢ povoljnom sastavu nutrijenata, ¢esto odbacivala. Tek se zadnjih
desetljeca, intenzivnijim istrazivanjem njenog bioaktivnog sastava, stvorio interes za preradu u
vrijedan izvor polifenola (PF) i antioksidanasa (AO). Medutim, kora cikle moze predstavljati i

znacajan izvor prehrambenih vlakana, koje je moguce pridobiti i nakon ekstrakcije PF i AO za



zeljene svrhe, §to znaci iskoriStavanje i ekstrakcijskog ostatka i maksimalno moguée minimiziranje
otpada. Nazalost, radova koji se bave ovom tematikom u pravilu nema, ili ih ima jako malo.

Cilj ovog rada iz tog razloga bio je evaluirati potencijal koriStenja ostatka kore cikle (kao
alternativnog izvora vlakana) za maksimalno iskoriStenje sirovine, nakon provedene ultrazvucne
ekstrakcije kao zelene tehnike ekstrakcije. Za §to uspjesnije odvajanje kore od pulpe te Sto manje
zaostatke na istoj, cijela je cikla prethodno prosla tretman pulsiraju¢im elektriénim poljem.
Dodatno, ispitivan je utjecaj zadanih parametara ultrazvucne ekstrakcije na prinose, pri ¢emu su
parametri odabrani imaju¢i u vidu kako je primaran cilj ekstrakcije najées¢e pribavljanje primarnih
1 sekundarnih biljnih metabolita poput polifenola i proteina ili aminokiselina (koji se, nakon
provedenog procesa, nalaze u ekstraktu). Stoga je eksperimentalni dio rada obuhvacao (i)
usporedbu ultrazvuéne ekstrakcije potpomognute s klasicnom toplinskom ekstrakcijom obzirom
na zadane parametre procesa, (ii) enzimsko-gravimetrijsko odredivanje udjela ukupnih
prehrambenih vlakana u ekstrakcijskom ostatku te (iii) provedbu eksperimentalnog dizajna, uz
optimizaciju uvjeta ultrazvucne ekstrakcije i statisticku obradu izlaznih podataka, kako bi se
ustvrdili statistiCki znacajni parametri i produbilo razumijevanje o ¢imbenicima koji utjeu na

spomenuti proces i njegove rezultate.






2. TEORIJSKI DIO

2.1. ODRZIVI RAZVOJ I ZERO WASTE PRODUCTION

U zadnjem su stoljeu nagli i nekontrolirani rast stanovniStva, razvoj medunarodne
trgovine, jacanje gospodarske aktivnosti kao i rastuce potrebe za energijom i sirovinama izazvali
oneciS¢enje 1 iscrpljivanje prirodnih resursa nuznih za zivot kao i Stetne ekolosko-gospodarske
posljedice za okoli$ opéenito. Stoga se jo§ 80-tih godina prosloga stoljec¢a krenulo s definiranjem
strategija odrzivog razvoja, Ciji se koncept bazira na tri temeljna nacela — nacelu okolisne
odrzivosti, socijalne 1 kulturne odrzivosti te nacelu gospodarske odrzivosti (Herceg, 2013).

Prehrambena industrija jedna je od industrija u kojoj aspekt odrzivog razvoja, poglavito
zadnjih par desetljeca, predstavlja jedan od klju¢nih aspekata sveobuhvatnog funkcioniranja i
buduceg razvitka. Naime, kombinacija povecane stope proizvodnje, koriStenje neprikladnih
procesnih tehnologija i neadekvatno rukovanje sirovinama rezultirali su generiranjem enormnih
koli¢ina otpada u prehrambenoj industriji (uz agrikulturu), a posebice onih procesiranja voca i
povréa. Agencija za prehranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture organization, FAO) je
ujedno nedavno iznio zabrinjavajuéi podatak kako se godi$nje otprilike jedna trecina svjetske
proizvodnje hrane baca, $to odgovara ugrubo 1,3 milijarde tona hrane. Od toga se u Europi
godis$nje generira otprilike 90 milijuna tona hranidbenog otpada, Sto korespondira 170 milijuna
tona ekvivalenta CO2 emitiranog u okoli$ na godi$njoj razini. Prehrambena industrija je odgovorna
za ¢ak 60% od ukupnog gubitka hrane tijekom proizvodnje, distribucije i prodaje (Fidelis i sur.,
2019; Hussain i sur., 2020; Fernando 1 sur., 2021). Kako se u periodu od 2009. do 2050. o¢ekuje
poveéanje svjetske populacije za tre¢inu (Seremet i sur., 2020), osim znatnog poveéanja potraznje
za hranom, povecat ¢e se i stopa generiranja prehrambenog otpada. 1z tog se razloga pred citav
obrade hrane, uz §to se velik naglasak stavlja na razvoj tehnika kojima bi se agro-otpad na ekoloski
prihvatljiv nacin prenamijenio u sirovine za proizvodnju prehrambenih proizvoda dodane
vrijednosti (poput onih obogacenih vlaknima ili s dodanim antioksidansima). Takve bi operacije
podrzavale koncepte proizvodnje bez otpada (eng. zero waste production) i pozeljnog kruznog
gospodarstva. U kontekstu procesiranja hrane, otpadom se smatraju svi op¢eprihvac¢eno nejestivi
dijelovi polazne sirovine, poput stabljika, listova, peteljki, kore, sjemenki, koZe ili kostiju. Oni su

Cesto vrijedan izvor prehrambenih vlakana, pigmenata, esencijalnih minerala, antioksidanasa,



masnih kiselina i opcéenito bioaktivnih spojeva, koje je potrebno smoci tzv. zelenim tehnikama
(Hussain i sur., 2020). Ekoloski prihvatljivim tehnologijama obrade hrane smatraju se one
tehnologije koje zahtijevaju manju potro$nju energije i potrebnih kemikalija, imaju bolji prinos a
smanjen negativan ucinak na okolis. U takve ,zelene, netoplinske tehnologije, spadaju
procesiranje hrane ultrazvukom, mikrovalovima, visokim hidrostatskim tlakom, ohmskim

zagrijavanjem, pulsiraju¢im elektri¢nim poljem i sl.

2.1.1. Nusproizvodi procesiranja voca i povréa

U sektoru voca i povréa, ¢ak 45% od ukupne proizvodnje istih izgubi se po zavrSetku berbe,
prilikom procesiranja, distribucije i u potrosackom lancu opc€enito. Otpad nastao procesiranjem
voca i povréa procijenjen je na ¢ak 45% od ukupnog otpada nastalog procesiranjem hrane (Fidelis
isur., 2019; Ganesh i sur., 2022). Odrzivo gospodarenje otpadom voca i povrca stoga je imperativ,
kao i razvoj novih tehnika kojima bi se omogucila njihova ucinkovita reciklaza i ponovno
koristenje u svrhu proizvodnje hrane dodane vrijednosti. Taj otpad ne ukljucuje samo lisce,
stabljike, korijenje, koru i sjemenke, ve¢ i komine voéa i povréa dobivene preradom u, primjerice,
sok, dzemove i piree. Voce i1 povrée, 1 to ne samo njihove pulpe, smatraju se dobrim izvorom
bioaktivnih spojeva poput antioksidanasa, minerala, prehrambenih vlakana, pigmenata i sl
(Hussain i sur, 2020). Tako se u literaturi mogu pronaci uspjesni primjeri ekstrakcije limonena iz
narancine kore, polifenola iz komine jabuke, likopena iz komine raj¢ice, karotenoida iz pokoZzice
rajcice (Ravindran i Jaiswal, 2016), betalaina i polifenola iz komine cikle (Fernando i sur., 2021),
a komine jabuke, bobica, grozda i narance (kao i kora narance) pokazali su se bogatim izvorom
prehrambenih vlakana (Hussain i sur., 2020), a sve uz primjenu inovativnih netoplinskih metoda
obrade hrane. K tome, mogu se pronaci i razvijeni funkcionalni proizvodi poput jogurta i keksa
obogacenih braSnom pokozice grozda, ribljeg ulja s dodatkom fenola iz pokozice jabuke, kobasice
s dodatkom vlakana iz citrusa (Fidelis i sur., 2019), svjeZe fettuccini tjestenine s dodatkom vlakana
kore narance (Costa i sur., 2017), kao 1 trajnih i svjezih pekarskih proizvoda s dodatkom komine
cikle kao izvora vlakana i antioksidanasa (Kohajdova i sur., 2018) i mnogi drugi. Iz tog se razloga
snazno potice dodatna valorizacija nusproizvoda prerade voca i povréa buduci da takav agro-otpad
ne samo da podupire zero waste koncept ve¢ predstavlja i relativno jeftinu polaznu sirovinu ¢ime

se, uz okoliSne, ostvaruju i ekonomski benefiti.



2.2. CIKLA

Cikla (lat. Beta vulgaris) pripada porodici Stirovki (Admaranthaceae) i dvogodiSnja je
biljka, znacenja da cvate u drugoj godini nakon sadnje. Veoma je popularna sadnica diljem svijeta,
moze se konzumirati na razliite nacine, a sadrzi nutritivno vrijedne sastojke. Kako je niskog
sadrzaja masti, a bogata ugljikohidratima (poglavito Secerima niske energetske vrijednosti),
Skrobom, vlaknima i proteinima, smatra se namirnicom srednje kalorijske vrijednosti. lako je cikla
najtrazenija zbog udjela sadrzanih vlakana, betalaina, flavonoida i nitrata, njen sastav obuhvaca
Sirok raspon makronutrijenata, mikronutrijenata, fenolnih spojeva i opc€enito fitokemikalija.
Pregled navedenih nutrijenata nalazi se u tablici 1. Promatraju¢i nutritivni sastav cikle, ne
iznenaduje S$to je uvrStena na listu top 10 povréa sa superiornim zdravstvenim dobrobitima
(Fernando i sur., 2021). Pripisuju joj se antioksidativna, antimikrobna, antifugalna, protuupalna pa
cak 1 antivirusna svojstva, djeluje hepatoprotektivno i ojadava imunoloski sustav. Razlicita
provedena istrazivanja pokazuju kako pomaze u sniZzenju krvnog tlaka, §titi bubrege, jetru i
probavni sustav od toksi¢nih spojeva te sprje¢ava konstipaciju, potpomazuci normalnu probavu
(Fernando 1 sur., 2021; Shuaibu i sur., 2021; Ceclu i Nistor, 2020). Samo u Zapadnoj Europi,
godisnje se proizvede preko 200 000 tona cikle (Kojdahova i sur., 2018), a Europska Unija je
ujedno 1 najvedi svjetski proizvodac cikle (~70% ukupne proizvodnje). Takoder, u sljede¢em se
desetljecu ocekuje znacajno povecanje globalnog trzista cikle, kako se samo nekima od njenih
proizvoda, kao $to je prah cikle, predvida povecanje proizvodnje s 690 tisuca tona (u 2016. godini)

na 11 milijuna tona do 2027. godine (Fernando i sur., 2021).



Tablica 1. (prema Ceclu i Nistor, 2020; Hadipour i sur., 2020)

Ugljikohidrati (8krob, fruktoza, glukoza, saharoza)
Vlakna

Bjelancevine

Makronutrijenti Esencijalne i neesencijalne aminokiseline (Trp, Leu, Lys, Met, Phe, Val,
Gly, Pro, His, Ala, Glu, Asp)
Masti

Fitosteroli

Vitamini (vitamin A, tiamin, riboflavin, niacin, vitamin K, askrobinska

Mikronutrijenti kiselina, folat)

Minerali (natrij, kalcij, zeljezo, fosfor, kalij, magnezij, cink)

Flavonoidi (betagarin, betavulgarin, kvercetin, kampferol, astragalin)

Saponini (betavulgarozidi I — X)

Fenolne komponente Ostali fenolni derivati (epikatehin, katehin hidrat, vanilinska kiselina, p-
kumarinska kiselina, kafeinska kiselina, 4-hidroksibenzojeva kiselina,

klorogenska kiselina, ferulinska kiselina)

Betacijanini (betanin, prebetanin, izobetanin, neobetanin) i betaksantini
Betalaini ) . o )
(vulgaksantin-I, vulgaksantin-II i indikaksantin)

Karotenoidi [-karoten, lutein

Ostale fitokemikalije Alkaloidi, steroidi, seskvinterpenoidi, kumarini

2.2.1. Uporaba cikle u prehrambenoj industriji

Cikla se godinama najvise (u otprilike 90 % slu¢ajeva) konzumirala kao povrée, minimalno
procesirano ili procesirano (Kojdahova i sur., 2018). Medutim, u zadnje vrijeme se uslijed
mnogobrojnih spoznaja o njenom korisnom sastavu i potencijalu koriStenja ne samo pulpe ve¢ i
ostalih pripadaju¢ih dijelova kao i njezinih pojedinih komponenti, cikla koristi u razvitku i
proizvodnji raznovrsnih prehrambenih proizvoda s blagotvornim u¢inkom na ljudski organizam.
Zadnjih se desetljec¢a znatno povecalo trziSte soka od cikle, a provedena istrazivanja pokazuju kako
konzumacija 500 ml soka cikle dnevno snizava krvni tlak te ima snazno antioksidacijsko
djelovanje (Ceclu i Nistor, 2020; Shuaibu i sur., 2021). Na trzistu se takoder mogu naci Cips od

cikle, umaci na bazi i s dodatkom cikle, kao i svjezi i trajni pekarski proizvodi (kruh, peciva, keksi,



kolaci), tjestenine i ekstrudirani proizvodi s dodatkom praha cikle. Ipak, najpopularnija primjena
cikle je kao prehrambenog bojila. Naime, cikla se smatra najvaznijim izvorom betalaina,
vodotopljivih pigmenata koji sadrze duSik, a strukturalno mogu pripadati crveno-ljubic¢astim
(betacijanini) 1 zutim pigmentima (betaksantini). To su fenolni kromoalkaloidi antioksidacijskog,
protuupalnog i antivirusnog djelovanja, a stabilnost boje ovisi o pH i temperaturi. Snazno boje
matriks 1 stoga se koriste kako bi se izbjegao gubitak obojenja hrane, pojacala crvena boja
umacima, juhama, pasti od rajc¢ice, dZzemovima, sladoledima i slatki§ima, i koriste se za bojanje
bombona, jogurta, sladoleda, sokova, zamjena za meso, umaka i slicno (Ceclu i Nistor, 2020).

U svim sluc¢ajevima, procesiranje cikle generira dostatnu koli¢inu otpada kojeg, ovisno o situaciji,
¢ine kora cikle, pulpa, komina, lis¢e i stabljike — Sto znaci da se, uz znatno povecanje proizvodnje
cikle, ocekuje i znatno povecanje generiranja procesnog otpada i nusproizvoda. Pojedini
nusproizvodi procesiranja cikle, kao $to je njena kora, imaju znacajan potencijal reciklaze i

ponovnog koristenja u svrhu obogacivanja pojedinih prehrambenih proizvoda.

2.2.2. Nusproizvodi prerade cikle

2.2.2.1. Kora cikle

Kora predstavlja neiskoristeni otpad koji nastaje gotovo svakim postupkom prerade cikle
(poglavito prilikom minimalnog procesiranja), iako je dobrog nutritivnog sastava. Kora cikle
sadrzi ugrubo 2 — 33% vlakana, 4 — 18 % proteina, te 10 — 12% minerala (ovisno o ekstrakcijskoj
tehnici), od kojih je najbogatija kalijem. U zadnje se vrijeme sve viSe istraZuje njezin
antioksidativni i op¢enito bioaktivni potencijal budu¢i da je prepoznata kao bogata polifenolima i
antioksidansima (Ceclu i Nistor, 2020; Shuaibu 1 sur., 2021). Istrazivanje koje su proveli Zin i
Béanvolgyi (2021) pokazuje kako se u kori cikle nalazi viSe betalaina, flavonoida, fenolnih spojeva
1 antioksidanasa nego u pulpi 1 stabljici cikle. Abdo i sur. (2020) valorizirali su nusproizvode
prerade cikle te navode kako kora sadrzi najviSe betalaina i galne kiseline od ostalih nusproizvoda
(komine, stabljike i liS¢a). Takoder priop¢avaju kako kora sadrzi viSe prehrambenih vlakana (2,6
%) od komine (1,97 %), stabljike (2 %) te lis¢a (2,15 %). Lazar i sur. (2022) ispitivali su sastav
fitokemikalija, viskoznost, boju i teksturu majoneze s dodatkom kore cikle u razli¢itim omjerima,
te je dodatak kore rezultirao povecanjem antioksidativne aktivnosti, mekSom teksturom i boljom
viskozno$¢u u odnosu na kontrolni uzorak majoneze (bez dodatka kore), a takve su majoneze bile

1 dobro senzorski ocijenjene. I dok kora cikle postaje predmetom sve mnogobrojnijih istrazivanja



s ciljem dobivanja antioksidacijski bogatog ekstrakta, pregledom literature se ustanovilo kako ne
postoje radovi koji valoriziraju i ekstrakcijski ostatak kore i njezinu potencijalnu primjenu,

poglavito u smislu alternativne sirovine za prehrambena vlakna.

2.2.2.2. Ostali nusproizvodi prerade cikle

Osim same kore, nusproizvodi prerade cikle ovise o krajnjem proizvodu. Tako, primjerice,
minimalno procesirana cikla za otpad najces¢e ima (uz koru) lis¢e, ljuskice 1 stabljiku, a proizvodi
poput soka, umaka te pirea i kominu cikle. Nusproizvodi prerade cikle, kao i sama cikla, smatraju
se vrijednim izvorom vaznih nutrijenata i bioaktivnih spojeva. Cak $tovise, lis¢e cikle bogatije je
karotenoidima od pulpe, a uz stabljike sadrze i visoke koncentracije vitamina A, K i C.
Nusproizvodi prerade su ujedno bogati pigmentima i vlaknima. U literaturi postoji nekoliko
primjera valorizacije tih nusproizvoda. Kojdahova i sur. (2018) su u svom radu istrazivali
potencijal dodatka brasna suSene komine cikle pSeni¢nim kiflicama, pri ¢emu je dodano brasno (2
%) tijesto obogatilo vlaknima, ono je imalo dobra hidracijska svojstva i bilo produljene stabilnosti.
Costa 1 sur. (2017) iz kore, ljusaka i stabljika cikle uspjeli su dobiti brasno visokog sadrzaja
vlakana, antioksidanasa i betalaina s visokim kapacitetom zadrzavanja vlage i ulja, kao i bojilo
prigodno za bojanje proizvoda srednjeg roka trajanja (20-ak dana). Fernando i sur. (2021)
ultrazvuc¢nom su ekstrakcijom uspjeli oporaviti znatne koli¢ine vlakana, polifenola i betalaina iz
viSe razli¢itih nusproizvoda prerade cikle (otpadci minimalnog procesiranja, otpadci prerade u
sok), a Battistella Lasta i sur. (2019) su iz liS¢a i stabljika uspjeli ekstrahirati Sirok raspon
bioaktivnih spojeva (poglavito ferulinske kiseline, viteksina i sinapaldehida) visokotlacnom

ekstrakcijom.

2.3. PREHRAMBENA VLAKNA

Prehrambena vlakna (PV) predstavljaju jedan od esencijalnih prehrambenih zahtjeva za
ljudski organizam. U sustini, prehrambena vlakna su pojam koji se odnosi na skupinu sastojaka
hrane koji, uslijed manjka odgovaraju¢ih enzima u ljudskom probavnom sustavu, ostaju
neprobavljeni duz vecine gastrointestinalnog trakta (zeludac i tanko crijevo). U debelo crijevo stizu
gotovo nepromijenjeni, a ondje se probavljaju bakterijskom fermentacijom. Prehrambena vlakna

obuhvacaju tri velike podskupine vlakana: (i) prehrambena vlakna male molekulske mase, (ii)



prehrambena vlakna velike molekulske mase te (iii) modificirani Skrob, no opceprihvacéena,
pojednostavljena podjela vlakana jest na topljiva (najcesce pektini) i netopljiva (najcesce celulozna

vlakna). Detaljniji prikaz podskupina PV nalazi se na shemi 1.

Prehrambena vlakna

(PV)
y v v
PV velike Modificirani §krob PV male
molekulske mase molekulske mase
v \ 4
Topljiva PV Netopljiva PV Modificirani Skrob ] ]
u granulama, Inulin, polidekstroza,
retrogradirani fruktozni oligosaharidi
\ v skrob, kemijski (FOS), galaktozni
— modificirani oligosaharidi (GOS)...
Gume, karagenan, Celuloza, lignin, $krob
topljivi pentozani, hemiceluloza, o
topljivi pektin, - netopljivi pektin, 3-
glukan iz zitarica... glukan iz kvasca...

Shema 1. Skupine i podskupine prehrambenih vlakana (prema Dietary Fibre Testing)

Prehrambena vlakna ¢ine nezaobilazan dio svake pravilne i uravnotezene prehrane i igraju
kljuénu ulogu u odrzavanju zdravlja ljudskog organizma, budu¢i da su benefiti koje unos
namirnica bogatih prehrambenim vlaknima ima mnogobrojni i raznoliki. Naime, njihov redovit
unos u organizam smanjuje rizik od raka debelog crijeva i raznih poremecaja probavnog trakta,
kardiovaskularnih bolesti i sr€anog udara, smanjuje razinu kolesterola u krvi i oja¢ava imunoloski
sustav. Takoder, prehrambena vlakna normaliziraju razinu Secera i inzulina u krvi ¢cime pomazu u
lijecenju dijabetesa, te pospjesuju probavu i poticu sitost ¢ime potpomazu gubitak tezine. Svaka
od vrsta prehrambenih vlakana igra ulogu: primjerice, osnovno svojstvo topljivih vlakana kada
udu u crijeva je vezanje zucnih kiselina, blokiranje njihovog rada i smanjenje apsorpcije masti i
kolesterola. Netopljiva vlakna pak na sebe vezu vodu, bubre i daju volumen sadrZaju u crijevima,
Sto potice kretanje hrane kroz probavni sustav (Begum i Deka, 2020; Hussain i sur., 2020). Usprkos
svim blagotvornim svojstvima koje vlakna imaju za ljude, prosjecni europski gradanin ne

konzumira preporuceni dnevni unos vlakana, koji iznosi otprilike 35 g (ali je ovisan o dobi i spolu),
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vec tek 15 g, Sto je dvostruko manje (Khanpit i sur., 2021; WHO/AHPSR, 2020). Osim poticanja
povecanog unosa namirnica prirodno bogatih prehrambenim vlaknima (poput lanenih sjemenki,
badema, zobenih Zitarica, le¢e), jedan od nacdina kojima se problem nedovoljnog unosa moze
rijesiti jest obogacivanje namirnica i dodatak vlakana razliitim prehrambenim proizvodima.
Posebno pogodnim proizvodima za obogacdivanje vlaknima smatraju se pekarski proizvodi i oni
na bazi zitarica, poput keksa, tjestenina, kolaca, peciva i razlicitih ekstrudiranih proizvoda, buduéi
da im se u tom slucaju ne samo povecava sadrzaj vlakana, ve¢ i smanjuje kalorijska vrijednost
(Kojdahova i sur., 2018).

Osim u prehrani, prehrambena vlakna su i od velikog tehnoloskog znacaja za prehrambenu
industriju. Utjecu na funkcionalna svojstva hrane na na¢in da povecavaju sposobnost zadrZzavanja
vode i ulja, poboljsavaju stvaranje emulzija i pjena, modificiraju strukturu i produljuju rok trajanja
hrane. Pektini su, primjerice, nasli uobi€ajenu primjenu u prehrambenoj industriji kao tvari za

zeliranje, zguSnjivaci i stabilizatori (Karaman i sur., 2017).

2.3.1. Analiticke metode za odredivanje prehrambenih vlakana

Upravo sve pozeljniji povecani unos vlakana kroz namirnice bogate prehrambenim vlaknima
1 proizvoda obogacenim prehrambenim vlaknima stavlja naglasak na analiticke metode kojima ¢e
se ispravno i vjerodostojno iskazati njihov udio. Opcenito, analiticke metode za odredivanje
prehrambenih vlakana mogu se podijeliti u 3 skupine: 1) gravimetrijske metode, 2) kolorimetrijske
metode 1 3) metode plinsko-tekucinske kromatografije. U gravimetrijskim metodama odredivanja
prehrambenih vlakana vaze se netopljivi ostatak zaostao nakon enzimatskog ili kemijskog
razaranja svih konstituenata uzorka koji nisu vlakna, uz dodatak alkohola (naj¢esc¢e etanola) koji
omogucava precipitaciju (u vodi) topljivih vlakana, bilo zajedno s netopljivim vlaknima ili
zasebno. Kolorimetrijske metode odredivanja prehrambenih vlakana kolorimterijski odreduju
polisaharide. Prehrambena vlakna prvo je potrebno frakcionirati u ne-celulozne polisaharide,
celulozu i lignin, a mjerenje heksoza, pentoza i uronskih kiselina temelji se na reakcijama stvaranja
obojanih kompleksa (redoslijedom) s antronom, orcinolom i karbazolom. Metode plinsko-
tekucinske kromatografije ukljuuju enzimatsku razgradnju Skroba uz odvajanje Sefera male
molekulske mase i produkata razgradnje Skroba; kiselinsku hidrolizu slobodnih monomera,

derivatizaciju (do hlapivih derivata), separaciju 1 kvantifikaciju neutralnih monomera, odredivanje
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uronskih kiselina te odredivanje lignina kao kiselinski netopljivog ostatka. NajopSirnije se
informacije o koli¢ini kao i sastavu prehrambenih vlakana dobivaju metodama plinsko-tekuéinske
kromatografije, medutim te metode zahtijevaju i najve¢i utroSak vremena i materijala. Zbog
relativne lakoce i brzine izvodenja i manjka potrebe za sofisticiranom opremom, za rutinske
analize prehrambenih vlakana najceS¢e se koriste gravimetrijske metode (Asp, 1987; Wolters,
1992).

Jedna od temeljnih metoda za odredivanje ukupnih prehrambenih vlakana je sluzbena
enzimsko-gravimetrijska metoda DruStva sluzbenih analitickih kemiCara (eng. Association of
Official Analytical Chemists, AOAC), AOAC 991.43. Ova je metoda odredivanja prehrambenih
vlakana ujedno koristena prilikom izrade ovog eksperimenta, pobliZe je opisana u poglavlju 3.2.4.,
a odnosi se na odredivanje ukupnih, topivih i netopivih prehrambenih vlakana velike molekulske
mase. Metoda je prikladna za odredivanje ukupnih prehrambenih vlakana u Zitaricama, vocu,
povréu te prehrambenim proizvodima od zitarica, voca i povréa. Medutim, ukoliko uzorak sadrzi
i prehrambena vlakna male molekulske mase, modificirani Skrob ili prebiotike, prikladnije metode
predstavljaju AOAC 2009.1 i AOAC 2011.25 koje obuhvacaju odredivanje grupa prehrambenih
vlakana kao $to je objaSnjeno u tablici 2. U tom bi slucaju prisustvo spomenutih PV negativno
utjecalo na odredivanje sadrzaja vlakana u uzorku izazivaju¢i smetnje, uslijed neprikladnosti

koristene metode, prilikom odredivanja stvarnih vrijednosti.

Tablica 2. Grupe prehrambenih vlakana obuhvacene pojedinom metodom odredivanja

Grupacija prehrambenih vlakana Metoda
AOAC991.43 AOAC2009.1 AOAC2011.25
Ukupna prehrambena viakna X X X
Netopiva PV velike molekulske mase X X X
Topiva PV velike molekulske mase X X X
Rezistentni Skrob X X
PV male molekulske mase X X
Prebiotici X
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2.3.2. Nusproizvodi procesiranja voca i povréa kao izvor prehrambenih vlakana

Zadnjih godina nusproizvodi procesiranja voca 1 povréa postaju sve popularniji
nekonvencionalni izvori vlakana, buduci da ih ima u izobilju, jeftini su i podcijenjene vrijednosti.
Prehrambena vlakna dobivena iz ovih sirovina primarni su izvor pektina, celuloze, hemiceluloze,
gumastih i sluzastih tvari. Medutim, Cesto znaju biti i bogata polifenolima, flavonoidima i
karotenoidima i1 kao takva biti konstituenti biljnog matriksa poznatog kao antioksidativna
prehrambena vlakna (eng. antioxidant dietary fiber, ADF) (Tejada-Ortigoza i sur., 2016; Hussain
i sur., 2020). Prehrambene industrije neprestano istrazuju nove nacine za dobivanje i ekstrakciju
prehrambenih vlakana iz nedovoljno istraZzenih biljnih izvora kao §to su lis¢e, kore, ljuske,
sjemenke 1 pulpe voca i povréa. K tome, intenzivno se za ekstrakciju vlakana evaluiraju zelene
tehnike poput ultrazvuka, pulsirajuceg elektricnog polja, mikrovalova, visokog hidrostatskog tlaka

i sli¢no (Hussain i sur., 2020).

2.4. PULSIRAJUCE ELEKTRICNO POLJE

2.4.1. Princip rada pulsirajuceg elektricnog polja

Tehnologija pulsirajuceg elektricnog polja (PEP) temelji na elektricnom tretmanu uzorka
u izuzetno kratkom vremenskom periodu (od nekoliko nanosekundi do nekoliko milisekundi), s
jacinom pulsa elektricnog polja od uglavnom 15-80 kV/cm. Obrada uzoraka (prehrambenih
proizvoda) pulsiraju¢im elektricnim poljem dovodi do netoplinske elektroplazmolize stani¢nog
sadrzaja, koja uzrokuje povecanu permeabilnost stanicne stijenke. Navedeni proces
permeabilizacije (tocnije, elektropermeabilizacije) izaziva povecanje elektriéne provodnosti,
koeficijenata mase i topline, difuzije, poroznosti, brzinu suSenja, pospjesuje ekstrakciju stani¢nog
sadrzaja a smanjuje otpornost na stres biljnih tkiva kao i njihovu kompresibilnost.

Glavnim ucincima pulsirajuceg elektricnog polja na bioloske stanice smatraju se raspad
stani¢ne membrane i njene lokalne strukturalne promjene, buduci da je ona jedna od vaznijih
strukturalnih komponenti biljne stanice i odgovorna je za prijenos mase, a potpomaze i sintezu
nukleinskih kiselina, proteina i drugih kompleksnih stani¢nih metabolita. Kako se izmedu slojeva

stani¢ne stijenke nalazi lipidno-proteinski medusloj, do njene rupture pa posljedi¢no i razaranja
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dolazi tako da se navedeni medusloj elektricnim pulsovima destabilizira i postaje propustan za
manje molekule. One (uz vodu) potom ulaze u stijenku i stanicu, ona bubri i na kraju dolazi do
njene lezije i inaktiviranog stanja. Naime, kad nastali potencijal prijede kriticnu voltazu (otprilike
1 V, no to je ovisno o debljini stanicne stijenke, kompresibilnosti i propusnosti),
elektrokompresivna sila izaziva dielektricnu rupturu membrane na nacin da inducira stvaranje
pora, koje se ponasaju kao provodljivi kanali. Taj se fenomen naziva dielektri¢ni
(elektromehanicki) raspad, a moZze biti reverzibilan i ireverzibilan. Raspad je reverzibilan ukoliko
su, u odnosu na ukupnu povr$inu membrane, stvorene pore male. Te ¢e se pore nakon odredenog
vremena ponovno zatvoriti. No, kada dode do ponovnog zatvaranja pora, provodljivost membrane
je u velikoj mjeri narusena, kao i njezin fenomen prijenosa. Intenzitet te promjene, naravno, ovisi
o intenzitetu i1 vremenu trajanja tretmana, snazi elektricnog polja, kao i o svojstvima tretiranog
uzorka. Ukoliko se intenzitet tretmana poveca, sukladno s pove¢anjem snage elektri¢nog polja,
nastajat ¢e sve vece pore i reverzibilan dielektricni raspad postat ¢e ireverzibilan (Barba i sur.,
2015).

Dobiveni ucinci i1 reverzibilnog i ireverzibilnog elektromehanickog raspada stani¢ne
membrane imaju mnoge primjene u prehrambenoj industriji, poglavito jer se smatra kako ne
mijenjaju senzorska svojstva hrane te ne denaturiraju bjelancevine i veéinu enzima povezanih s
kvalitetom materije. Do sad opisani slucajevi upotrebe PEP-a pri konzerviranju i procesiranju

hrane prikazani su u idu¢em poglavlju.

2.4.1. Primjena pulsirajuceg elektri¢nog polja u prehrambenoj industriji

Primjena PEP-a u prehrambenoj industriji zadnjih je desetljeca privukla znatnu pozornost
budu¢i da kao nekonvencionalna tehnologija ima mnoge prednosti u obradi hrane pred
konvencionalnima, kao §to su: 1) povecan prijenos mase; 2) poboljSani prinos ekstrakcije; 3)
smanjeno vrijeme procesiranja; 4) smanjeni intenzitet uobicajenih parametara ekstrakcije (tj.
temperatura ekstrakcije, koncentracija otapala); 5) smanjenje razgradnje spojeva osjetljivih na
toplinu (npr. aroma, proteina); 6) smanjenje troskova energije i utjecaja na okoli§ (Barba i sur.,
2015). PEP je poglavito ¢esto koriSten zbog poboljSanja prinosa ekstrakcije pozeljnih komponenti
iz razli¢itih prirodnih materija. Pregled postojece literature donosi spoznaje o uspjesnoj ekstrakciji
Secera iz Secerne repe, betalaina iz cikle, inulina iz cikorije, antocijana iz crvenog kupusa,

polifenola iz svjezih listova ¢aja i mnogih drugih (Barba i sur., 2015).
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Eksperimentalni rad iz mnogih laboratorijskih pokusa takoder je pokazao kako predtretman PEP-
om prije preSanja ili kombinacija PEP-a s preSanjem omogucuje znacajno povecanje prinosa i
kvalitete soka. Ispitivani uzorci bili su citrusi (limun, grejp i naranca s korom) (Kantar i sur., 2018),
borovnica (Bobinaité i sur., 2018), jabuka, mrkva, lubenica (Salehi, 2020), Se¢erna repa, krumpir,
gljive (Barba i sur., 2015) i mnogi drugi. Cesto su se potom, iz nusproizvoda takve ekstrakcije
soka (najceS¢e komina voca i1 povréa), takoder uspjesno ekstrahirali bioaktivni spojevi (poput
antioksidanasa). PEP je pokazao znatne prednosti i u procesima suSenja (grozdice, kivi, jabuka) i
zamrzavanja prehrambenih proizvoda (krumpir, jabuka, mrkva, govedina), kao i poboljSanju
njihove mikrobioloske stabilnosti (napitci na bazi mlijeka i voénih sokova, voéni sokovi, vino,
tekuci proizvodi na bazi jaja) (Barba i sur., 2015). Dakle, tretman pulsiraju¢im elektricnim poljem
doprinosi strukturnim modifikacijama ¢vrstih uzoraka (hrane) koje posljedicno dovode Zeljenim
modifikacijama u strukturi ili poboljSanim prinosima ekstrakcije, ovisno o primijenjenom

tretmanu i zeljenom ishodu.

2.5. ULTRAZVUK

2.5.1. Princip rada ultrazvuka

Primjena ultrazvuka kroz teku¢i medij najcesca je i koristi se u prehrambenoj industriji.
Kada ultrazvuéni valovi prolaze kroz medij, pojavljuje se fenomen akusticne kavitacije - §to je
rezultat interakcije izmedu tih valova, tekuéine i otopljenog plina. Kavitacija odgovara prvom rastu
mjehuri¢a mikro-veli¢ine u tekucini, nakon ¢ega slijedi njihov nasilni kolaps kada dosegnu kriticnu
veli¢inu 1 posljedi¢no, postanu nestabilni. Takva mikroskopska implozija rezultira visokom
turbulencijom, kao i oslobadanjem toplinske energije, stvarajuci okruzenje vrlo visoke temperature
(5000 K) 1 tlaka (50-100 atm). Mjesta na kojima je doslo do implozije nazivaju se Zarisnim
tockama, a takoder su mjesta znacajno povecane kemijske reaktivnosti. Visoko-temperaturni uvjeti
koji nastaju mogu dovesti do stvaranja radikalnih kemijskih vrsta, koje su vrlo reaktivne i mogu
imati veliki u¢inak na ostatak vrsta u otopini, bilo bioloskim ili kemijskim. Stovise, ako je doglo
do implozije blizu ¢vrste povrsine ili na njoj, generiraju se brzi mlazovi tekucina. Oni stvaraju
oSte¢enja od udarnih valova §to moze rezultirati fragmentacijom materijala i lokaliziranom
erozijom (Gomez-Plaza i sur., 2022). Slika 1 prikazuje ilustraciju fragmentacije biljnog materijala

uzrokovanu implozijom kavitacijskog mjehuri¢a (Martinez-Solano 1 sur., 2020). Ultrazvuk se
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opcenito dijeli na ultrazvuk visoke frekvencije i male snage, te ultrazvuk visoke snage (i niske
frekvencije). Visokofrekventni ultrazvuk, uslijed niske snage i intenziteta, ne proizvodi nikakve
promjene u molekularnoj strukturi. Kao takav se najvise koristi kao mjerna i analiticka tehnika
pruzaju¢i informacije o fizikalno-kemijskim svojstvima hrane. Ultrazvuk visoke snage, s druge
strane, inducira snazne turbulencije i uzrokuje oslobadanje toplinske energije u sustavu te se stoga
primijenjuje za modifikaciju fizickih i kemijskih svojstava prehrambenih proizvoda, a posebnu je

paznju stekao kao alternativna tehnika ekstrakcije (Gomez-Plaza i sur., 2022).

Stvaranje Ispustanje medustani¢nog

a, nestabilan mjehuri¢ b, Inicijalni kolaps €. Kolaps d.” Kol aps f. Fragmentacija g sadrZaja

= e /‘*

O VWA
2f 2of Do D 2 Ref R

Unl wrac mlaza o
povrsinu biljne stanice

€ mlazova
u otopinu (otapalo)

Biljna stanica

Slika 1. Fragmentacija biljne stanice uzrokovana implozijom kavitacijskog mjehuri¢a (preuzeto

iz Martinez-Solano i sur., 2020)

2.5.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visoke snage kao zelena tehnika ekstrakcije

Najces¢i nacini provodenja procesa ekstrakcije do danas jo§ su uvijek konvencionalne
metode i tehnike poput maceracije 1 digestije (najcesce se radi o tipu ekstrakcije kruto-tekuce), no
one zbog same prirode procesa imaju mnoge nedostatke. Kako bi ekstrakcija zeljene komponente
iz uzorka uopce bila moguca, prvo je potrebno razoriti stani¢nu stijenku, a potom se komponente
oslobadaju iz kompleksnih matriksa u (najcesce tekuci) ekstrakt, koji kasnije zahtjeva dodatnu
obradu poput prociS¢avanja. Razaranje stani¢ne stijenke provodi se ili mehanicki (primjerice
drobljenjem), ili kemijskim tretmanom, ili toplinski — a takvi tretmani Cesto oStecuju ekstrahirani
uzorak i smanjuju njegovu kvalitetu. Nadalje, konvencionalne metode ekstrakcije zahtijevaju
koristenje velikog volumena organskih otapala (Cesto toksi¢nih), dugotrajna su, energetski
zahtjevna i smanjenog prinosa zeljenog konacnog proizvoda, te nerijetko toksi¢no djeluju na okolis
(kemijsko 1 toplinsko onecis¢enje). Kako bi se opisani nedostaci klasi¢nih metoda nadisli, u zadnje
vrijeme razvijaju se tehnike tzv. zelene ekstrakcije, koje oznacuju procese koji zahtijevaju

smanjenu uporabu spomenutih otapala ili koriste ,,zelena“ otapala poput deionizirane ili
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superkriticne vode, zahtijevaju nize procesne temperature, vrijeme trajanja procesa ekstrakcije je
skraceno, $to u kombinaciji s optimiziranim parametrima procesa dovodi i ka manjoj potros$nji
energije a povecanom prinosu, te su smanjenog Stetnog utjecaja na okolis. Jedna od tehnika zelene
ekstrakcije svakako je ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UZV), odnosno ultrazvucna
ekstrakcija. Utjecaji akusti¢ne kavitacije uzorkovane ultrazvu¢nim valovima na tretirani matriks
znaCajno olakSavaju razbijanje stani¢nih stijenki i povecavaju prijenos mase i topline, Sto
omogucuje olaksanu diseminaciju odnosno prijelaz zeljenih komponenti u ekstrakcijsko otapalo,
Sto rezultira i ve¢im prinosom ekstrakcije. Ultrazvucéni valovi i njegovi sistemski uc¢inci mijenjaju
strukturu stani¢ne materije induciranjem fragmentacije, erozije, te naprezanja i deteksturizacije
tkiva, kao 1 poticanjem redoks reakcija sustava. Postoje mnoga provedena istrazivanja koja su
efikasnost ultrazvucne ekstrakcije ponajprije biljnih metabolita pripisala upravo navedenim
mehanizmima, poput ekstrakcije klorofila iz Spinata, polifenola iz komine jabuka, antioksidanasa
1 pigmenata (betalaina) iz komine cikle, ulja iz sjemenki kima i ulja iz stanica svjezeg kvasca
(Yarrowia Lipolityca). Nadalje, kako se temperatura reakcijskog sustava odrzava ispod kriticne
(50 °C), tretman ultrazvukom smatra se netermalnom metodom izrazito pogodnom za ekstrakciju
1 ocuvanje vrijednih termolabilnih spojeva u ekstraktu uzorka (poput vitamina) (Fernando i sur.,

2021; Bouchez i sur., 2020; Wen i sur., 2019; Chemat i sur., 2017).

2.5.2.1. Cimbenici koji utjecu na prinos ultrazvucne ekstrakcije biljnih metabolita

Otapalo. Smjese alkohola ili acetona u raznim omjerima i deionizirane vode predstavljaju
najcesce koriStena otapala u ekstrakciji biljnih metabolita, posebice fenola. Najsiru spomenutu
upotrebu ima etanol budu¢i da je utvrdeno kako ima najveéi afinitet za metabolite, financijski je
pristupacan, podrijetlom iz obnovljivih izvora (Seferna trska) i ima GRAS (eng. Generally
Recognized As Safe) status. lako je cilj zelenih tehnika ekstrakcije eliminirati upotrebu organskih
otapala, udio etanola u otapalu je jedan od najvaznijih ¢imbenika prinosa UZV ekstrakcije, 1 do
sad se optimizacijom njenih parametara uspjela posti¢i jedino redukcija njegovog volumena u
otapalu (Kumar i sur., 2021).

Temperatura. Porast temperature reakcijske smjese povecava brzinu desorpcije i topljivost
otopljene tvari, kao §to 1 smanjuje viskoznost otapala ¢ime se povecava njegova difuzija u matriks

ciljanog tkiva. Medutim, mnogim je provedenim eksperimentima ustvrdeno kako optimalna
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temperatura ekstrakcije iznosi 30 — 50 °C. Temperatura iznad 50 °C uzrokuje smanjenje prinosa
ekstrakcije zbog oslabljenog ucinka kavitacije: povecanjem kinetiCke energije brze nastaje vise
kavitacijskih mjehuri¢a, no oni slabije implodiraju, ¢ime je i ekstrakcijski u¢inak manji. Ova se
pojava posebice uocila prilikom ekstrakcije fenola, flavonoida, i prehrambenih vlakana (pektina i
razliCitih polisaharida) iz razli¢itih biljnih matriksa (Martinez-Solano i sur., 2020).

Snaga ultrazvuka. Snaga ultrazvuka primijenjena na tretirani medij Cesto je izrazena i kao
njegova amplituda. Amplituda se izrazava u postotcima u vrijednostima od 0 do 100, i ukoliko je
odredenom ultrazvuénom uredaju amplituda na 100 %, vrijednost postignute snage pri toj
amplitudi jednaka je maksimalnoj snazi koju uredaj opéenito moze posti¢i (Kumar i sur., 2021).
Za ekstrakciju biljnih metabolita u dosadasnjim se istrazivanjima koristila ultrazvu¢na snaga 20 —
700 W, no odabir UZV snage (istoznacno i amplitude) ovisi o tipu ciljane molekule. Prinos
ekstrakcije se povecava kako se povecava snaga ultrazvuka, $to je objaSnjeno stvaranjem
kavitacijskih mjehuri¢a veli¢ine i1 implozivne snage koja odgovara ultrazvu¢nim valovima.
Medutim, ukoliko se snaga ultrazvuka povecéa previse, to ¢e dovesti do porasta broja nastalih
kavitacijskih mjehuri¢a koji ¢e ujedno biti i ve¢eg volumena. Kad su mjehuri¢i velikog volumena,
moze do¢i do njihove medusobne kolizije, deformacije ili kolapsa koji nije sfericne prirode $to
utjece na jacinu implozije. Dakle, snaga ultrazvuka ima znacajan utjecaj na prinos ekstrakcije, no
ima 1 svoj vrhunac nakon kojeg se prinos smanjuje, §to je potrebno eksperimentalno ustvrditi za

pojedina¢nu ciljanu molekulu.

2.5.3. Ultrazvuk visoke snage i prehrambena vlakna

2.5.3.1. Ultrazvucna ekstrakcija vlakana

Prehrambena su vlakna tradicionalno ekstrahirana metodama toplinske (vru¢a voda ili
para), kemijske (uporabom raznih luzina 1 kiselina, kelata i sli¢no) te enzimske ekstrakcije
(celulaze, pektinaze i1 srodnih). Medutim, takve tehnike imaju mnogo loSeg utjecaja na
prehrambena vlakna (primjerice razgradnja, odnosno hidroliza pektina), ponajprije zbog primjene
visokih temperatura i dugog vremena tretiranja. Ultrazvuk visoke snage ve¢ je dulje vrijeme
predmet mnogobrojnih istrazivanja kao alternativna, zelena tehnika ekstrakcije prehrambenih
vlakana koja pri blazim uvjetima procesiranja ima vecée prinose PV od klasi¢nih metoda ekstrakcije
(Martinez—Solano i sur., 2020; Wen i sur., 2019). Sazet prikaz parametara kojima se u pojedinim

istrazivanjima dobio maksimalni iznos PV dan je u tablici 3. Ipak, vec¢ina ekstrahiranih PV pripada
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grupi (specifi¢nih) topljivih PV, §to ostavlja za moguénost neiskoristeni potencijal ekstrakcijskog

ostatka sa zaostalim topljivim kao i netopljivim vlaknima.

Tablica 3. Parametri UZV s maksimalnim iznosom PV za pojedine namirnice i nusproizvode
njihove prerade

P t T Prinos

Sirovina Ekstrakt W)  (min) (°C) Otapalo viakana (%) Literatura
Kukuruzna svila Polisaharidi = 250 17 56 Voda 6
Bundeva (Cucurbita . .
moschata ) Polisaharidi = 70 23 70 Voda 16 Martinez—
. . . Limunska Solano i

Komina grozda Pektin 140 60 75 kiselina 324 sur. (2020)
Kora Sipka Pektin 130 28 62 Voda 23,9
List duda Polisaharidi =~ 60 20 60 Voda 10,8

Sjemenke grozda, oo by 280 20 40 Voda go_ogo  Karamani

narance i grejpa sur. (2017)

*maksimalna postignuta temperatura prilikom izvodenja ekstrakcije

P — snaga; t — vrijeme; T - temperatura

Pregledom literature uoceno je kako ne postoji mnogo eksperimentalnih radova s ciljem
utvrdivanja maksimalnog prinosa vlakana pri blazim uvjetima ultrazvucne ekstrakcije od onih

navedenih u tablici X (t <10 min, T <50 °C, P <150 W).

2.5.3.2. Uc¢inak ultrazvuka visoke snage na modifikaciju prehrambenih viakana

Ultrazvuk visoke snage se, zbog fenomena kavitacije, ¢esto koristi za degradaciju polimera
(mehanicka 1 kemijska degradacija zajedno), odnosno modifikaciju strukture prehrambenih
vlakana. Funkcionalnost je uvjetovana strukturom, a UZV ima potencijal modificirati
trodimenzionalnu strukturu, molekulsku tezinu i pobo¢ne lance monomera (od kojih su gradeni
polimerni lanci). Primjerice, smanjenje molekulske tezine polimera izaziva njihovo bubrenje,
povecano upijanje otapala i prosirenje pora u materijalima. To za posljedicu ima vecu propusnost
polimera i povecanu topljivost u vodi, ¢ime se poboljSava njihova bioraspolozivost (Martinez-
Solano i sur., 2020). Welti-Chanes 1 sur. (2020) tako opisuju povecanje poroznosti netopivih
prehrambenih vlakana ceSnjaka tretiranog ultrazvukom, kao i porast udjela esencijalnih
aminokiselina i elemenata u tragovima, povecanu toplinsku stabilnost te sposobnost zadrzavanja

vode i ulja u topivim prehrambenim vlaknima ultrazvuéno tretiranih nusproizvoda prerade voca.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kora cikle

Cikla, a shodno tome i1 kora cikle odvojena od pulpe, dobivena je od strane obiteljskog
poljoprivrednog gospodarstva u Suhopolju, Hrvatska. Na kori cikle se, prije podvrgavanja ikakvim
tretmanima, provela inicijalna analiza kako bi se ustvrdio sastav njenih nutrijenata ¢iji su rezultati

prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Inicijalna analiza kore cikle

Parametar Rezultat (g / 100 g)
Masti <0,5
Od kojih zasi¢ene masne kiseline <0,1
Ugljikohidrati 8,50
Od kojih ukupni Seceri 8,30
Vlakna 4,82
Proteini 1,98
Sol 0,07
Vlaga 83,58
Pepeo 1,12

3.1.1.1. Oznacavanje uzorka cikle

Za svaku od metoda ekstrakcije, odnosno za ultrazvu¢nu kao i za klasi¢nu toplinsku
ekstrakciju, pripremljeno je 27 uzoraka, oznacenih kao $to je prikazano u tablici 5. Brojcane su
oznake uzorku nasumi¢no dodijeljene programom STATGRAPHICS Centurion prilikom
dizajniranja eksperimenta, a svaki broj oznaava razliCite vrijednosti parametara vremena
tretiranja, udjela etanola u otapalu i amplitude za ultrazvuc¢no ekstrahirane uzorke, odnosno
vremena tretiranja i udjela etanola u otapalu za klasi¢no, toplinski ekstrahirane uzorke. Detaljan

prikaz parametara ovisno o uzorku obraden je u poglavlju 3.2. i moZe se pronaci u tablicama 61 7.
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Tablica 5. Nacin oznacavanja uzoraka ovisno o metodi ekstrakcije

Metoda ekstrakcije Oznaka uzoraka

Ultrazvu¢na ekstrakcija | CU1 — 27
Klasi¢na toplinska ekstrakcija | CK1 — 27

had
—
[\

A SRR S

—
=]

11

12.

13.

. Kemikalije i standardi

Aceton (Lachner, Zagreb, Hrvatska)

Bakrov (II) sulfat pentahidrat (CuSO4 x 5 H20) (Lachner, Zagreb, Hrvatska)

Borna kiselina (Lachner, Zagreb, Hrvatska)

Celit (Neogen, Michigan, USA)

Deionizirana voda (Eurofins Croatiakontrola d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

Etanol (96%) (Lachner, Zagreb, Hrvatska)

Klorovodicna kiselina 36,5% (p = 1,18 g/ml) (HCIl) (Lachner, Zagreb, Hrvatska)
Kalijev sulfat (K2SO4) (Gram-mol d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)

Koncentrirana sumporna kiselina (p = 1,84 g/ml) (H2SOs4) (Lachner, Zagreb, Hrvatska)

. Indikatori: bromkrezol zeleno 1 metilno crvenilo

Priprema: bromkrezol zeleno: otopiti 200 mg bromkrezol zelenog u 100 ml etanola.

Metilno crvenilo: otopiti 200 mg metilnog crvenila u 100 ml etanola.

. Otopina borne kiseline (4%-tna)

Priprema: 80 g borne kiseline otopi se u 1,7 I deionizirane vode u odmjernoj tikvici.
Potom se u tikvicu doda 14 ml metilnog crvenila, pa bromkrezol zeleno bojila, nadopuni
se vodom do oznake 1 promijesa.

Otopina 0,56 M HC1

Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 1 doda se 94,68 ml 36,5 %-tnog HCl-a 1 750 ml
deionizirane vode. Sadrzaj tikvice se promijesa te se nadopuni vodom do oznake.
Otopina 6 M HCl

Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 I doda se 100 ml deionizirane vode, a zatim se
pazljivo doda i 507,36 ml klorovodic¢ne kiseline (36,5%). Otopina u tikvici se promijesa

te nadopuni vodom do oznake.
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14. Otopina 6 M NaOH
Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L odvaZze se 240 g NaOH, nadopuni vodom do oznake
1 promijesa.
15. MES/TRIS pufer 0,05 M
Priprema: u 1,7 I vode potrebno je otopiti 19,52 g MES (2 [N-morfolin] etansulfatna
kiselina) i 12,2 g TRIS (3 [hidroksimetil] aminometan). Potom se pH otopine pri 24 °C
podesava uporabom otopinom 6 M NaOH, te doda vode do volumena od 2 1.
16. Megazyme TDF Assay Kit (Neogen, Michigan, USA)
16.1. Termostabilna o.-amilaza
16.2. Proteaza
16.3. Amiloglukozidaza
17. Standardna otopina sumporne kiseline za titraciju (0,05 M)
Priprema: za pripremu 10 1 standardne otopine u prikladnu bocu ulije se 5 1 deionizirane

vode, doda 30 ml koncentrirane sumporne kiseline, promijesa i nadopuni s jo$ 5 I vode.

3.1.3. Aparatura i pribor

3.1.3.1. Aparatura

—

Analiticka vaga

Aparat za destilaciju vodenom parom Kjeltec™ 8200 (Foss, Hilleroed, Danska)
Blok za spaljivanje

Kriogeni mlin (Stephan, Hameln, Njemacka)

Mlin s nozevima GRINDOMIX GM 200 (Retsch, Haan, Njemacka)

Mufolna pe¢ (Inkolab, Zagreb, Hrvatska)

pH-metar (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

Susionik (Inkolab, Zagreb, Hrvatska)

A S I AN L e S

Ultrazvuc¢na kupelj DT 100 H s grijanjem (Bandelin, Berlin, Njemacka)
10. Ultrazvuéni aparat Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

11. Vakuum pumpa Rocker 300 (Witeg, Wertheim, Njemacka)

12. Vodena kupelj (Inkolab, Zagreb, Hrvatska)
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3.1.3.2. Pribor

—_—

Aluminijska folija

Automatske pipete (100 pl, 10 ml)
Bireta

Biichnerov lijevak

Celulozni filter papir

Erlenmeyerove tikvice (300 ml, 400 ml)
Eksikator

Kjedahlove epruvete

AR AT A

Laboratorijska Zlica

[S—
=]

. Laboratorijske staklene ¢ase (250 ml)

—_—
—_—

. Lonc¢i¢i za filtriranje Gooch Filter Crucibles (Duran, Wertheim, Njemacka)

. Menzura (100 ml)

—_
[OS I )

. Odsisna boca

[S—
~

. Plasti¢ne epruvete (Falcon) (50 ml)

[S—
(9

. Plasti¢na posuda

[S—
[©))

. Plasti¢ne caSice s poklopcem (100 ml)

. Staklena laboratorijska boca (1000 ml)

—_—
[ <IN |

. Stakleni lijevci

[S—
\O

. Stalak za epruvete

[}
=]

. Spatula

\S]
[—

. Termometar

3.2. METODE

3.2.1. Priprema uzorka za ekstrakciju

Uzorak kore cikle stigao je prethodno obraden pulsiraju¢im elektricnim poljem, grubo
usitnjen, te zamrznut, i kao takav se drzao do pocetka eksperimenta. Obrada cikle PEP-om
rezultirala je jednostavnijim i uspjes$nijim odvajanjem kore od pulpe cikle, $to je uvelike olaksalo
proces pripreme uzorka buduc¢i da nije bilo potrebno dodatno €istiti zaostatke pulpe s kore kako je

nije bilo u velikim koli¢inama. Prije pocetka provodenja ekstrakcija, uzorak je 80% odmrznut i
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fino usitnjen prvo na vec¢em, kriogenom mlinu po dvije minute pri brzinama 1, 2,1 3, a potom i na
manjem Retsch mlinu s nozevima i HIT (4000 o/min, 20 s) i CUT (2000 o/min, 30 s) programom

kako bi se osigurala fina meljava, ali ne i Cestice premalih promjera koje bi otezale ekstrakciju.

3.2.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Prvi dio eksperimenta obuhvacao je ultrazvu¢nu ekstrakciju metabolita iz cikle s ciljem
ispitivanja ekstrakcijskog ostatka na sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana uz uporabu triju
razli¢itih otapala: deionizirane vode, smjese deionizirane vode i 96%-tnog etanola (EtOH) u
omjeru 75/25 (25 %-tna otopina etanola) te iste u omjeru 50/50 (50 %-tna otopina etanola).
Ekstrakcija se odvijala u ultrazvuénoj kupelji DT 100 H (20 kHz) uz sondu promjera 12 mm, a
uzorci su se tretirali pri razli¢itim vrijednostima amplitude (50, 75, 100 %) i razli¢itog vremena
trajanja (3, 6 1 9 min). Srednja vrijednost ultrazvucne snage za sve uzorke tretirane vodom kao
otapalom iznosila je 75 W, a za uzorke tretirane smjesom etanola i vode kao otapala 90 W. Prikaz
parametara ekstrakcije ovisno o uzorku i koriStenom otapalu nalazi se u tablici 6. Ekstrakcija

svakog pojedinog uzorka odradena je u paraleli.

Tablica 6. Parametri ultrazvu¢ne ekstrakcije

Uzorak Otapalo Amplituda (%) | Vrijeme tretiranja (min)
CU1 75 3
Cu2 100 9
Cu4 50 3
CUs5 100 3
CU6 Deionizirana voda 50 9

CU11 50 6
Cu17 75 6
Cu22 100 6
CU26 75 9

Cu7 100 3

Cu9 25 % EtOH 50 3
CU10 100 9
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Tablica 6. Parametri ultrazvucne ekstrakcije - nastavak

CU13 50 6
Cul14 75 3
Cule 75 9
CUI18 50 9
CU20 100 6
CuU21 75 6
Cu3 100 6
CU8 100 3
CUI12 100 9
CUI5 50 9
Cu19 50 % EtOH 50 6
Cu23 50 3
CU24 75 3
CU25 75 9
Cu27 75 6

3.2.2.1. Postupak provodenja ultrazvucne ekstrakcije

5 g usitnjenog uzorka s to¢noscéu + 0,1000 g odvaze se, na analitickoj vagi, u laboratorijsku
¢asu od 250 ml te se, ovisno u uzorku, doda 100 ml odgovarajuceg otapala. Laboratorijska se ¢asa
potom stavi u plasti¢nu posudu napunjenu ledom i vodom kako se uslijed oslobadanja energije i
topline prilikom procesa temperatura ne bi povisila iznad 50 °C i uzorak pregrijao, pogotovo u
slucaju koristenja otopine 50% etanola (EtOH) kao otapala. Tako pripremljeni uzorak se smjesta
u kudiste uredaja, koje sluzi za izolaciju buke koja nastaje prilikom procesa obrade ultrazvukom.
Potom se u sredinu laboratorijske ¢aSe podeSava ultrazvuc¢na sonda, koja mora biti namjeStena
dovoljno daleko od dna i uronjena u teku¢inu oko 2,4 cm. Kako bi se tijekom procesa ekstrakcije
mogla mjeriti temperatura sustava, u laboratorijsku ¢asu smjesta se i termoclanak. Termoc¢lanak
ne bi trebao dodirivati niti ultrazvu¢nu sondu, niti stijenke ¢ase. Potom se kuciste zatvara kako bi
bilo izolirano, a na kontrolni LCD monitor se upisuju procesni parametri koji odgovaraju
pojedinom uzorku prikazani u tablici 6. Nakon potrebnog podeSavanja sustav se pokrece i

zapocinje ekstrakcija.
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Slika 2. Uzorak kore cikle postavljen u kuciste ultrazvuc¢nog aparata (viastita fotografija)

Svakih 15 sekundi tijekom trajanja ekstrakcije pojedinog uzorka biljezene su vrijednosti
temperature, snage i energije prikazane na kontrolnom LCD monitoru. Ukupna promjena energije

u odredenom vremenskom intervalu, tj. ukupna snaga (W) izracunata je sljede¢om jednadZbom:

dar

Puk:mlcp'T [1]

u kojoj je je Pux ukupna promjena energije u vremenskom intervalu (snaga) (W), m masa tretiranog
uzorka (kora cikle i otapalo) (g), ¢, specifi¢ni toplinski kapacitet kore cikle (J g °C™!), dT promjena

temperature u intervalu od 15 sekundi (°C) 1 ¢ vrijeme (s).

Specifi¢ni toplinski kapacitet kore cikle izracunat je prema jednadZzbi:
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u kojoj je ¢, specifi¢ni toplinski kapacitet kore cikle (J g! °C™), x, udio pojedine komponente kore
cikle (voda, ugljikohidrati, bjelancevine, masti, pepeo), a cp» specificni toplinski kapacitet

pojedine komponente (voda, ugljikohidrati, bjelan¢evine masti, pepeo) (J g'! °C ).

KoriStenjem izracunatih vrijednosti ukupne promjene energije, dobivene su vrijednosti
gustoc¢e snage (W cm™) obzirom na volumen tretiranog uzorka (100 ml) i gusto¢e snage (W cm-
2) obzirom na povrSinu vrha ultrazvuéne sonde (113,0973 mm?), odnosno vrijednosti intenziteta

ultrazvuka.

Po zavrSetku ekstrakcije, uzorci se filtriraju kroz Biichnerov lijevak postavljen na odsisnu
bocu i spojen na vakuum pumpu. Dobiveni filtrat (ekstrakt) odvaja se za odvojeno istrazivanje, a
filtracijski — kao 1 ekstrakcijski ostatak — kora cikle se dalje ispituje na vrijednosti ukupnih

prehrambenih vlakana.

3.2.3. Klasi¢na toplinska ekstrakcija

5 g usitnjenog uzorka s to¢noséu + 0,1000 g odvaze se, na analitickoj vagi, u
Erlenmeyerovu tikvicu od 400 ml te se, ovisno u uzorku, doda 100 ml odgovarajuceg otapala.
Potom se tikvica pokriva aluminijskom folijom i smjesta u vodenu kupelj na vrijeme definirano
eksperimentalnim dizajnom, kao S$to je opisano u tablici 7. Po zavrSetku ekstrakcije, ekstrakt se
odvaja od ekstrakcijskog ostatka na isti nacin kao i kod ultrazvucne ekstrakcije. Ekstrakcija svakog

uzorka izvodi se u paraleli.

Tablica 7. Parametri konvencionalne toplinske ekstrakcije

Uzorak Otapalo Vrijeme (min)
CKl1 CK4 CKS5 3
CKl11 CK17 CK22 Deionizirana voda 6
CK2 CK6 CK26 9
CK7 CK9 CK14 3
CK13 CK20 CK21 25 % EtOH 6
CK10 CK16 CK18 9
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Tablica 7. Parametri konvencionalne toplinske ekstrakcije - nastavak

CK8 CK23 CK24 3
CK3 CK19 CK27 50 % EtOH 6
CK12 CKI15 CK25 9

3.2.4. Odredivanje prehrambenih vlakana
3.2.4.1.Princip odredivanja ukupnih prehrambenih viakana

Ukupna prehrambena vlakna odredena su prema metodi AOAC 991.43, na nacin da se
uzorak tretira termostabilnom a-amilazom koja hidrolizira Skrob, proteazom kako bi se uklonile
bjelancevine te amiloglukozidazom kako bi se uklonio ostatak Skroba. Topljiva se prehrambena
vlakna taloZze dodatkom etanola. Uzorak se potom filtrira i ispire prvo etanolom, pa zatim
acetonom. Ostatak na filter loncicu se osusi i izvaze. Izvode se dvije paralelne probe, od kojih se
u jednoj odredi sadrzaj proteina, a u drugoj pepeo. Izra¢un ukupnih prehrambenih vlakana vrsi se
korekcijom dobivenih vrijednosti bjelancevina i1 pepela, kao i slijepe probe koja se radi prilikom
odredivanja svakog uzorka. Mjerna nesigurnost ove metode, izvodene prema metodi AOAC

991.43, iznosi 4,8 %. Metoda je validirana i akreditirana.

3.2.4.2. Priprema uzorka za odredivanje ukupnih prehrambenih vlakana

Uzorak se za odredivanje UPV priprema suSenjem. Metalna laboratorijska posudica se
izvaze (uz zapis odvage mi) i u nju se izvaze 10 g uzorka uz zapis tocne odvage (mo). Uzorak se
susi, 16 h ili preko no¢i, u susioniku na 103 °C. Potom se ohladi u eksikatoru i izvaze, te se zabiljezi
masa posudice s uzorkom nakon suSenja (mz). Dobivene vrijednosti koriste se za izracun faktora
gubitka mase, odnosno faktora preracuna (FP), prema jednadzbi 3 (kako bi se konacan rezultat

odredio na masi poc¢etnog uzorka, a ne suhu tvar):

m —
Fp= 2" Mo
my
[3]

Gdje je FP faktor preracuna (-), m2 masa posudice s uzorkom nakon suSenja (g), mo masa odvage

uzorka (g) i m; masa laboratorijske posudice (g). Budu¢i da su inicijalnom analizom kore utvrdene
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niske vrijednosti masti i Secera (kao $to je prikazano u tablici 4), uzorak nije bilo potrebno
odmastiti, kao ni odseceriti. U suprotnome bi se spomenute procedure trebale vrsiti sukladno

opisanim metodama u AOAC 991.43.

3.2.4.3. Priprema filtracijskih lonciéa s celitom

Oprani i osuSeni filtracijski lonc¢i¢i spaljuju se 5 h pri 525 °C kako bi se uklonile sve
eventualne zaostale necisto¢e. Nakon spaljivanja lon¢i¢ se hladi u eksikatoru, te se u njega izvaze
1,0 g celita. Lonci¢ s celitom potom se susi 16 h ili preko no¢i u susioniku na 103 °C. Nakon

susenja, lonCi¢ s celitom se cca 1 h hladi u eksikatoru, i potom izvaze s to¢nos¢u od 0,1 mg.

3.2.4.4. Postupak odredivanja ukupnih prehrambenih viakana

U paraleli se odvaze 1 g £ 0,005 g uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu od 400 ml. Potom se u
svaku tikvicu ulije 40 ml MES/TRIS pufera, te se uzorak dobro promijesa. Zatim se dodaje 50 uL
termostabilne amilaze, opet promijesa, te se tikvica pokrije aluminijskom folijom. Tako pokrivena
se stavi u vodenu kupelj na 100 °C i inkubira 35 minuta uz mijesanje. Nakon inkubacije, tikvice
se hlade na 60 °C i ispiru s 10 ml deionizirane vode. Zatim im se dodaje 100 puL proteaze, promijesa
ih se, pokrije te se stavljaju u vodenu kupelj na 60 °C 30 minuta, ponovno uz mijeSanje. Nakon
isteka 30 min u tikvicu se, i dalje zagrijanu na 60 °C, dodaje 5 ml 0,56 M otopine HCl-a, te se
uzorku namjesti pH na 4,1 — 4,8 upotrebom luZine. Nakon podeSavanja pH sadrzaja tikvice, u nju
se dodaje 200 pL amiloglukozidaze, te se sadrzaj tikvice promijeSa. Ponovno se pokriva folijom i
inkubira 30 min na 60 °C uz mijesanje. Potom se 95%-tni etanol stavi grijati na 60°C. Volumen
etanola trebao bi biti takav da odnos volumena uzorka i etanola bude 1:4. Po zavrSetku trece
inkubacije uzorka, u tikvice s doda zagrijani EtOH, pokrivaju se aluminijskom folijom i ostavlja
ih se 1 — 12 h kako bi se istalozila prehrambena vlakna. Potom se filter lonci¢ s celitom prelije s
15 ml 78%-tne otopine EtOH (kako bi se celit ravnomjerno rasporedio po lonc¢icu), i prikljucuje
na vakuum sisaljku. U lon¢i¢ se zatim dodaje sadrzaj tikvice i uzorak se profiltrira. Nakon filtracije,
ostatak na lonc¢i¢u prvo se dva puta ispere s EtOH, a potom dva puta s acetonom. Po zavrsetku
ispiranja, ostatak na filtracijskom lonc¢i¢u se ostavlja susiti 16 h na 105 °C. Kad se izvadi iz
suSionika, uzorak se ohladi u eksikatoru (30 — 60 min) i izvaze. U ostatku od jednog odredivanja

uzorka odredi se sadrZaj bjelancevina metodom po Kjeldahlu uz faktor konverzije 6,25 (kao §to je

29



opisano u poglavlju 3.2.5.), dok se u ostatku od drugog odreduje pepeo spaljivanjem 5 h na 525
°C.

3.2.4.5. Odredivanje slijepe probe

Slijepa se proba odreduje na isti nac¢in kao kod odredivanja uzorka, medutim u
Erlenmeyerovu tikvicu od 400 ml ne dodaje se uzorak. Dodaju se samo MES/TRIS pufer i
prethodno spomenuti enzimi, te se postupak odredivanja vrsi jednako kao kod odredivanja uzorka.
Takoder se izvodi u paraleli, od ¢ega se u jednom od ostataka odreduje udjel zaostalih
bjelancevina, a u drugome udjel pepela. Vrijednost slijepe probe potom se ra¢una prema sljedecoj

jednadzbi:

S=my,s—B—P [4]
Gdje S oznacava vrijednost slijepe probe (mg), mos srednju vrijednost mase ostatka za oba
odredivanja slijepe probe (mg), B masu bjelancevina odredenu u jednom ostatku slijepe probe

(mg), te P masu pepela odredenom u drugom ostatku slijepe probe (mg).

3.2.4.6. Izracun ukupnih prehrambenih viakana

Zaizracun i izrazavanje udjela ukupnih prehrambenih vlakana u uzorku potrebno je srednju
vrijednost mase ostataka dvaju odredivanih uzoraka korigirati za izraCunate vrijednosti proteina,
pepela i slijepe probe, i naposlijetku pomnoziti s faktorom gubitka mase (faktorom prera¢una) kao
Sto je opisano jednadzbom [5].

Moy—B—P-S

UPV = X FP x 100 [5]

U jednadzbi [5] je UPV postotak ukupnih prehrambenih vlakana (%), moy srednja vrijednost mase
ostatka za dva odredivanja uzorka (mg), B masa zaostalih bjelancevina odredena u jednom ostatku
uzorka (mg), P masa pepela odredena u drugom ostatku uzorka (mg), S dobivena vrijednost slijepe
probe (mg), m srednja vrijednost mase uzoraka odvaganih za obje paralele (mg), a FP faktor

preracuna.
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3.2.4.7. Postupak odredivanja topljivih i netopljivih vlakana

Netopljiva vlakna odreduju se na nacin da se uzorak tretiran enzimima nakon posljednje
inkubacije odmabh filtrira kroz filter lon¢i¢, no lonci¢ s celitom se, umjesto s etanolom, prije
filtracije ispire s otprilike 3 ml destilirane vode. Potom se uzorak filtrira kroz filter lon¢i¢, a ostatak
se ispire dva puta s 10 ml destilirane vode zagrijane na 70°C. Filtrat dobiven do ovog koraka potom
ide na odredivanje topljivih vlakana, a ostatak na filter lon¢icu ispire se s po 10 ml prvo 95%-tnog

etanola, pa acetona.

Topljiva vlakna odreduju se na nafin da se filtrat saCuvan iz postupka odredivanja
netopljivih vlakana izvaze, te se pripremi 95%-tna otopina EtOH zagrijana na 60°C. Uzorak se
prelije pripremljenim etanolom u odnosu filtrat/etanol = 1/4 i ostavi se sat vremena kako bi se
formirao precipitat. Otopina s precipitatom potom se na isti nacin filtrira i ispire kao u slucaju
odredivanja ukupnih vlakana, a lonc¢i¢ koji sadrzi ostatak od filtriranja susi se preko no¢i (ili 16 h)
na 103°C.

Odredivanje svakog uzorka radi se u paraleli te jedan od uzoraka potom ide na odredivanje
bjelancevina, a drugi pepela, na nacin da se uzorak spaljuje 5 h pri 525°C u mufolnoj pe¢i, hladi u

eksikatoru 1 vaze.

Vrijednosti topivih i netopivih vlakana ra¢unaju se zasebno prema jednazbi [5], a vrijednost
ukupnih prehrambenih vlakana u postocima potom se dobiva zbrajanjem postotka topljivih
prehrambenih vlakana i postotka netopljivih prehrambenih vlakana, kao S$to je prikazano u
sljedecoj jednadzbi:

UPV =TPV + NPV [6]
U kojoj UPV predstavlja vrijednost ukupnih prehrambenih vlakana (%), TPV topivih
prehrambenih vlakana (%), a NPV netopivih prehrambenih vlakana (%).
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3.2.5. Odredivanje bjelancevina suvremenom metodom po Kjeldahlu

3.2.5.1. Princip odredivanja ukupnih bjelancevina metodom po Kjeldahlu

Ovaj se postupak odredivanja bjelancevina sastoji od 2 glavna dijela: spaljivanja i
destilacije. Prvo se sve organske tvari u uzorku spale koncentriranom sumpornom kiselinom uz
dodatak bakrovog (II) sulfata pentahidrata kao katalizatora reakcije te kalijevog sulfata koji
povisuje vreliSte kiselini. To se dogada uz oslobadanje proteinskog i neproteinskog dusika, koji
potom u reakcijskoj smjesi zaostaje u obliku amonijevih soli, tj. amonijevog sulfata. Po dodatku
natrijevog hidroksida, iz amonijevog sulfata se oslobada amonijak. Potom se amonijak predestilira
u bornu kiselinu, nakon cega se dobiveni amonijev borat titrira standardnom sumpornom

kiselinom.

3.2.5.2. Postupak odredivanja ukupnih bjelancevina metodom po Kjeldahlu

1,0 g homogeniziranog uzorka se odvaze s tocnos¢u = 0,0001 i prebaci u Kjeldahlovu
epruvetu. Potom se u epruvetu doda smjesa bakrova (II) sulfata pentahidrata i kalijevog sulfata, a
konac¢no i 12 ml koncentrirane sumporne kiseline. Nakon toga se epruveta prebacuje u digestor i
zagrijava u bloku za spaljivanje pri 420 °C. Spaljivanje je zavrseno u trenutku kad u epruveti nalazi
bistra zeleno-plava tekuc¢ina bez crnih neizgorenih komadica, nakon otprilike sat vremena. Kada
se epruveta ohladi, krece postupak destilacije. Epruveta se prebaci u destilacijsku jedinicu Kjeltec
sustava, a Erlenmeyerova tikvica u koju ¢e se saliti destilirani sadrzaj se postavi na odgovarajuce
postolje. 1z spremnika borne kiseline i spremnika natrijeve luzine spojenih na destilacijski aparat
u potrebnome ¢e se trenutku dozirati oba reagensa (borna kiselina kroz destilacijsku cjev¢icu u
tikvicu, natrijeva luzina u Kjeldahlovu epruvetu), a sama destilacija traje 4 min. Po zavrSetku
destilacije, sadrzaj Erlenmeyerove tikvice se titrira standardnom otopinom sulfatne kiseline (0,05
M) do promijene boje iz zelene u ruzicasto-crvenu (omoguéeno uporabom indikatora bromkrezol
zeleno 1 metilno crveno), prilikom ¢ega se zabiljezi utroSak otopine sulfatne kiseline potreban za

titraciju uzorka.

3.2.5.3. Odredivanje slijepe probe
Za svaku pripremljenu standardnu otopinu sulfatne kiseline odredi se volumen titranta u

slijepoj probi. On se odreduje na na¢in da se umjesto uzorka upotrijebi 2 ml destilirane vode i 0,7
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g saharoze koji se destilira, a potom se odreduje utroSak standardne otopine za titraciju slijepe

probe.

3.2.5.4. Izracun udjela bjelancevina u uzorku
U konacnici se udio bjelancevina odreduje na nacdin da se iz koli¢ine oslobodenog
amonijaka izracuna udio duSika, koji se potom mnozi s faktorom pretvorbe dusika. Izrac¢un

sadrzaja bjelancevina u uzorku opisan je sljede¢om jednadzbom:

((Vl—VO )% ¢ (H2504)% 0,0014 X 6,25)><100

B = [7]

m (uzorak)

U kojoj je B sadrzaj bjelanc¢evina u uzorku (%), Vi volumen otopine sulfatne kiseline utrosene pri
titraciji uzorka (ml), Vo volumen utroSene sulfatne kiseline za titraciju slijepe probe (ml), i m
(uzorak) masa izvaganog uzorka (g). 0,0014 predstavlja vrijednost koja se odnosi na koli¢inu
dusika ekvivalentnu upotrjebljenom 1 mililitru standardne otopine sulfatne kiseline (g), a 6,25

faktor pretvorbe dusika.

3.2.6. Obrada podataka

3.2.6.1. Statisticka obrada podataka dobivenih ultrazvucnom ekstrakcijom

Podaci dobiveni nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom statisticki su obradeni u
programu STATGRAPHICS Centurion (Statgraphics Tehnologies Inc., Virginia, SAD). Program
je, osim toga, koriSten i za optimizaciju parametara ultrazvucne ekstrakcije kao i sam dizajn
eksperimenta. Kako bi se odredio mogu¢ utjecaj nezavisnih, odnosno ulaznih varijabli na zavisne,
odnosno izlazne varijable, koriSten je faktorijalni dizajn s viSe razina utjecaja (engl. Multilevel
Factorial Design). Nezavisne varijable eksperimenta su otapalo (0 %, 25 % i1 50 % etanola),
amplituda (50, 751 100 %) te vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 minuta). Zavisne, odnosno izlazne varijable
su postotak ukupnih prehrambenih vlakana (%), srednja postignuta temperatura i ukupna promjena
energije (Nutrizio i sur., 2020). Eksperiment je obuhvac¢ao ukupno 27 uzoraka, odnosno 3 serije
(razli¢itog udjela etanola kao otapala) od 9 uzoraka s pripadaju¢im vrijednostima amplitude i

vremena tretiranja, kao $to je navedeno u tablici 6.

33



Metoda odzivne povrsine (eng. Response Surface Methodology, RSM) koriStena je za
odredivanje optimalnih parametara procesa ekstrakcije, a kroz odzivnu funkciju prikazuje utjecaj
nezavisnih varijabli na zavisne. Tako su njome odredene optimalne vrijednosti udjela etanola u
otapalu, vremena tretiranja uzorka i amplitude koje rezultiraju maksimalnim izlaznim

vrijednostima ukupnih prehrambenih vlakana.

Takoder, napravljena je i analiza varijance (MANOVA, eng. Multivariate Analysis of
Variance) za vrijednosti ukupnih prehrambenih vlakana. Analiza varijance u obzir uzima
interakcije izmedu ulaznih (nezavisnih) parametara te kvadratne interakcije pojedinog ulaznog
parametra, kao i S$to provjerava imaju li spomenute interakcije utjecaj na izlaznu vrijednost
ukupnih prehrambenih vlakana. Ukoliko je vrijednost p<0,05 parametri imaju statisticki znacajan

utjecaj, odnosno znacajno se razlikuju od nule u intervalu pouzdanosti od 95,0%.

3.2.6.2. Statisticka obrada podataka dobivenih klasicnom ekstrakcijom

Utjecaj vremena tretiranja i udjela etanola u otapalu na ukupna prehrambena vlakna takoder
je statisticki obraden u STATGRAPHICS Centurion programu. Provedena je analiza varijance
(MANOVA) kojom se ustvrdilo imaju li vrijednosti vremena tretiranja 1 otapala statisticki
znacajan utjecaj (p<0,05) na vrijednosti izlazne varijable, odnosno ukupnih prehrambenih vlakana

u intervalu pouzdanosti od 95,0%.
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4. RASPRAVAIREZULTATI

Na samom pocetku istrazivanja, nakon obrade cikle PEP-om i odvajanja kore od pulpe,
ustvrdio se sadrzaj vlakana u samoj kori cikle s malim zaostatcima pulpe, u samoj pulpi te u cijeloj
cikli, a kora cikle podvrgnuta je ultrazvu¢noj ekstrakciji s ciljem ispitivanja ekstrakcijskog ostatka
na sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana (UPV). Ultrazvuéna ekstrakcija odabrana je zbog blazih
potrebnih procesnih parametara koji u konac¢nici doprinose ocuvanju kvalitete uzorka podvrgnutog
ekstrakciji. Jedan od njih je i temperatura, koja uz hladenje sustava nije prelazila 45 °C. Odabrana
su tri razli¢ita otapala (deionizirana voda, 25 %-tna otopina etanola i 50 %-tna otopina etanola)
kako bi se ustvrdilo ima li izbor otapala znacajan utjecaj na prinos UPV. Prilikom trajanja procesa
svakih su 15 sekundi biljezene vrijednosti temperature, energije i snage. Prikupljeni podaci
obradeni su u programu Microsoft Excel 365 gdje su izracunate vrijednosti ukupne snage, ukupne
energije, ukupne promjene energije, promjene temperature i gustoée snage. Usporedo s
ultrazvuénom ekstrakcijom provedena je i klasi¢na toplinska ekstrakcija uzoraka pri istim
parametrima (udjela otapala — 0, 25 1 50 % EtOH i vremena tretiranja — 3, 6 1 9 min) kako bi se

usporedio sadrzaj UPV obzirom na odabranu tehniku ekstrakcije.

Sadrzaj ukupnih prehrambenih vlakana odredivao se enzimsko-gravimetrijskom metodom
prema metodi AOAC 991.43, koja se temelji na mjerenju ostatka materije nakon enzimske
razgradnje svih komponenti stanice koje nisu vlakna. Dobiveni rezultati sistematizirani su u
programu Microsoft Excel 365, gdje su izraCunate vrijednosti faktora gubitka mase, udjela pepela,
udjela zaostalih proteina i slijepih proba kako bi se u konacnici dobile vrijednosti ukupnih
prehrambenih vlakana dobivenih ultrazvu¢nom i klasicnom ekstrakcijom. U konaénici su izradene

tablice s najvaznijim podacima kao i graficki prikazi za pregled i usporedbu dobivenih podataka.

Podaci dobiveni objema tehnikama ekstrakcija statisticki su obradeni u programu
STATGRAPHICS Centurion. Ulazne varijable su udio etanola u otapalu (0, 25, 50 %), vrijeme
tretiranja (3, 6, 9 min) i amplituda (50, 75 1 100 %) za ultrazvu¢nu ekstrakciju, odnosno udio
etanola u otapalu (0, 25, 50 %) i vrijeme tretiranja (3, 6, 9 min) za klasi¢nu toplinsku ekstrakciju.
Dobiveni rezultati za prinos prehrambenih vlakana prikazani su Pareto dijagramom, tablicom

analize varijance (MANOVA), tablicom optimalnih vrijednosti za maksimalni prinos, jednadzbom
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regresije i dijagramom odzivne povrsine. Obradeni su i podaci s ciljem utvrdivanja utjecaja ulaznih
parametara na srednju postignutu temperaturu procesa i ukupnu promjenu energije, prikazani

Pareto dijagramom, MANOVA tablicom, jednadzbom regresije i dijagramom odzivne povrsine.

4.1. REZULTATI FIZIKALNIH PARAMETARA DOBIVENIH TIJEKOM
ULTRAZVUCNE EKSTRAKCIJE

Tablica 8. Srednje vrijednosti podataka dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz deioniziranu

vodu kao otapalo

Deionizirana voda (0 % EtOH)

%

VZORAK | iy c0) W) O O Gy Wew  Wemd
CcUl 3 75 21 877,5 92.806,50 0,48 37,0695 0,3707 3277,66
cuU2 9 100 30 2787 834.392,00 0,51 72,2144 0,7221 6386,16
CU4 3 50 21,9 735 78.002,00 0,79 52,7097 0,5271 4660,56
CcUs5 3 100 26,5 918 111.571,00 1,08 79,0000 0,7900 6985,14
cU6 9 50 30 2289 655.410,50 0,57 75,5415 0,7554 6679,34

CcUl1 6 50 26,2 1461 286.052,50 0,71 61,6157 0,6162 5448,03
cul7 6 75 30,4 1868 389.026,00 0,79 182,6140 1,8261 16.146,63
CcU22 6 100 32,7 1986,5 415.902,00 0,90 92,1596 0,9216 8148,70
CU26 9 75 334 2790 817.467,50 0,58 87,5480 0,8755 7740,94

* za izraGun [1] koriSteno: m = 105 g; ¢, (uzorak) = 3,6885J g'! °C"!

t-vrijeme tretiranja; A - amplituda; T - temperatura; P - snaga; E - energija; dT - promjena temperature; Puk - ukupna
promjena energije; Py - gustoca snage s obzirom na volumen (100 ml), P, - gustoca snage s obzirom na povrsinu vrha
sonde (promjer 12 mm)

Najmanja srednja vrijednost ukupne snage, kao 1 energije, postignuta je prilikom tretiranja
uzorka CU4, koji je ujedno tretiran pri najblazim uvjetima (3 min, amplituda 50 %). Sukladno
tome, najvec¢e spomenute vrijednosti o€ituju se u uzorku CU2, tretiranom pri najintenzivnijim
uvjetima (9 min, amplituda 100 %). Snaga ultrazvuka ovisna je o amplitudi, a to je takoder veca
Sto je vrijeme tretiranja dulje, stoga su ovakvi rezultati ocekivani. Medutim, najveca vrijednost
ukupne promjene energije ipak je uocena kod uzorka CU17. Ukupna promjena energije oznacava

energiju utroSenu za odrzavanje sonde u centralnom polozaju prilikom ultrazvuénog procesiranja.

1z tog je razloga moguce kako je prilikom obrade uzorka CU17 doslo do pojacanog stvaranja i
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implozije kavitacijskih mjehuri¢a popracenih intenzivnim kemijskim reakcijama, koje su

posljedi¢no utjecale na potrebu

Tablica 9. Srednje vrijednosti podataka dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz 25%-tni etanol
kao otapalo

25 % EtOH
vrorak | A T P E dT Py * P, P,
(min) (%) (°C) (W) J) (°C) (W) (Wem ™) (Wem™)
cu7 3100 304 1171,5 12798500 1,38 944632 09446 835238
cU9 350 2525 7085 7470600 0,83 49,0742 04907  4339,11
cuU10 9 100 37 31555 937.419,50 0,65 97,0479 009705  8580,92
CUI3 6 50 29,50 1498,5 295.033,00 0,67 68,7504 06875  6078,87
CUl4 375 30,5 1012 108.106,50 121 75,7889  0,7579 670121
CuUi6 9 75 379 2962,5 87575400 0,74 102,2013  1,0220  9036,58
Cuis8 9 50 2935 2879,5 654.931,50 0,54 61,3555 06136  5425,02
CU20 6 100 33 23365 481.530,50 0,65 742655 07427  6566,51
cu2l 6 75 302 1775 365360,00 0,58 64,2983  0,6430 568522

* za izraGun [1] koriSteno: m = 99,625 g; ¢, (uzorak) = 3,6885J g! °C"!

t-vrijeme tretiranja; A - amplituda; T - temperatura; P - snaga; E - energija; dT - promjena temperature; Puk - ukupna
promjena energije; Py - gustoca snage s obzirom na volumen (100 ml), P, - gustoca snage s obzirom na povrsinu vrha
sonde (promjer 12 mm)

Sukladno rezultatima ekstrakcije uz deioniziranu vodu kao otapalo, ekstrakcija 25%-tnom
otopinom etanola kao otapalom takoder pokazuje najmanje srednje vrijednosti ukupne snage i
energije za uzorak tretiran pri najblazim uvjetima (CU9, pri 3 min i A 50). Shodno tome, najvece
se spomenute srednje vrijednosti javljaju tretiranjem uzorka pri najintenzivnijim uvjetima (CU10,
9 min i 100 % amplitude). Najveca se vrijednost ukupne promjene energije o€ituje kod uzorka

CU16, tretiranog 9 min pri 75 % amplitude.
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Tablica 10. Srednje vrijednosti podataka dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom uz 50%-tni
etanol kao otapalo

50 % EtOH
t A T P E dT RS P, P,
UZORAK
(min) (%) (°C) (W) ) O (W)  (Wem?) (Wem?)
CU3 6 100 36 2404  481.602,0 0,91 98,104 09810 867430

cus 3 100 29 1474 151.013,5 2,00 213,9707  2,1397 18919,17
cui2 9 100 38,5 4125,5 1.181.910,0 0,77 175,4749 1,7547 15515,39
CUl5 9 50 35 2718 760.984,5 0,65 143,0844 1,4308 12651,44
cul9 6 50 30,7 1955,5 370.092,0 1,04 1924734 1,9247 17018,39
cu23 3 50 29 951,5 94.076,0 1,31 177,9683 1,7797 15735,86
cu24 3 75 31,8 1271 131.559,0 1,54 194,6707 1,9467 17212,67
CcuU25 9 75 40 3648 1.066.211,0 0,80 187,0664 1,8707 16540,30
cu27 6 75 3577 2526 501.324,0 1,04 188,9903 1,8899 16710,41

* 7a izradun [1] koristeno: m = 94,25 g; ¢p (uzorak) = 3,6885J g! °C*!

t-vrijeme tretiranja; A - amplituda; T - temperatura; P - snaga; E - energija; dT - promjena temperature; Puk - ukupna
promjena energije; Py - gusto¢a snage s obzirom na volumen (100 ml), P,- gusto¢a snage s obzirom na povrsinu
vrha sonde (promjer 12 mm)

Kao i kod tretmana prethodnim dvama otapalima, i prilikom tretmana 50%-tnim etanolom
kao otapalom najmanje su srednje vrijednosti ukupne snage i energije ocitovane kod uzorka
tretiranog pri najblazim uvjetima, CU23 (3 min 1 50 % amplitude), a najvece kod uzorka tretiranog
pri najintenzivnijim uvjetima, CU12 (9 min i 100 % amplitude). Uzorak CUS, tretiran 3 min pri
amplitudi 100 % pak pokazuje najvece vrijednosti ukupne promjene energije. To se moze objasniti
naglim povecanjem temperature u pocetku procesa obzirom na primijenjenu amplitudu koja je

maksimalna i otapalo koje se brzo zagrijava.
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4.2. REZULTATI SADRZAJA PREHRAMBENIH VLAKANA CIKLE I NJEZINIH
DIJELOVA PRIJE PODVRGAVANJA ULTRAZVUCNOJ EKSTRAKCIJI

Tablica 11. Vrijednosti topljivih, netopljivih i ukupnih prehrambenih vlakana u cikli 1

njezinim dijelovima

Cijela cikla Pulpa cikle Kora cikle*
TPV (g/100 g) 3,30 2,93 5,74
NPV (g/100g) 8,70 7,58 14,90
UPV (g/100g) 12,00 10,51 20,64

*efikasnost odvajanja i ¢is¢enja pulpe od kore nije bila 100 % stoga se ocekuju maleni udjeli pulpe na kori

TPV — topljiva prehrambena vlakna, NPV — netopljiva prehrambena vlakna, UPV — ukupna prehrambena vlakna

Iz tablice 11 jasno se moze zakljuciti kako kora cikle sadrzi viSe prehrambenih vlakana
nego pulpa cikle, kao i cijela cikla, $to je u skladu s rezultatima istrazivanja Abdo i sur. (2020).
Ujedno se ocituje i znatno povecanje udjela vlakana u kori cikle opéenito nakon obrade PEP-om,

Sto je vidljivo u usporedbi rezultata s onima iz tablice 4 (inicijalne analize kore cikle).

4.3. REZULTATI I USPOREDBA UKUPNIH PREHRAMBENIH VLAKANA
DOBIVENIH ULTRAZVUCNOM I KLASICNOM TOPLINSKOM
EKSTRAKCIJOM

Tablica 12. Vrijednosti ukupnih prehrambenih vlakana dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom

Uzorak A (%) t (min)  EtOH (%)  Ukupna prehrambena viakna (%) *

CUl 75 3 0 25,55
cu2 100 9 0 32,93
CU3 100 6 50 36,23
CU4 50 3 0 24,65
CUs 100 3 0 25,58
CU6 50 9 0 27,17
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Tablica 12. Vrijednosti ukupnih prehrambenih vlakana dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom -

nastavak
cU7 100 3 25 26,49
cus 100 3 50 41,05
CUY 50 3 25 25,57
CU10 100 9 25 32,11
cull 50 6 0 26,85
cuI2 100 9 50 32,85
CUI3 50 6 25 40,02
cuUl4 75 3 25 32,79
CUlS 50 9 50 32,66
CuUl6 75 9 25 35,25
cul7 75 6 0 63,55
CuUiS 50 9 25 32,96
CU19 50 6 50 29,57
CU20 100 6 25 27,55
cU21 75 6 25 32,47
CU22 100 6 0 26,22
CU23 50 3 50 34,58
CU24 75 3 50 35,09
CU25 75 9 50 51,51
CU26 75 9 0 25,17
cu27 75 6 50 37,96

*mjerna jedinica (%) jednoznacna je mjernoj jedinici (g / 100 g uzorka)
A — amplituda; t — vrijeme tretiranja; EtOH — udio etanola u otapalu
Promatranjem rezultata iz tablice 12 ocituje se kako udio prehrambenih vlakana ekstrahiranih
ultrazvukom varira od 25 % do 40 % (§to odgovara istraZivanju koje su proveli Seremet i sur., gdje
je po zavrSetku UZV obrade dobiveno 33,6 % UPV), uz iznimku uzoraka CU17 i CU25 s
rezultatima od (redoslijedom) 63,55 % i 51,51 %. Ovako odudarajuci i neobi¢no visoki rezultati
mogu biti posljedica nepravilnog homogeniziranja uzorka ili prilikom pripreme za ekstrakciju ili

pripreme za odredivanja PV, kao i posljedica ljudske greske ili greSke uredaja prilikom
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odredivanja PV (primjerice prenizak rezultat zaostalih proteina ili pepela, koji za uzrok ima visu
vrijednost PV). Izuzimajuéi spomenuta dva rezultata, uocava se uglavnom pravilan trend porasta
udjela UPV u ekstrakcijskom ostatku povecanjem vremena tretiranja, amplitude i udjela etanola u
otapalu. To bi, zapravo, znacilo da je poveanjem vrijednosti navedenih parametara prinos
ekstrakcije (prelazak vlakana u otapalo) manji. Uz pretpostavku da ekstrakcijski ostatak Cine
vecinski netopljiva vlakna, moze se zakljuciti sljedece:

e U slucaju kad je otapalo deionizirana voda, dulje trajanje ultrazvu¢ne obrade i povecanje
amplitude potencijalno poti¢u bubrenje netopljivih vlakana, odnosno vezanje vode u
velikoj koli¢ini. U svojoj strukturi prilikom bubrenja tako mogu zahvatiti, primjerice,
pektin kao i druge molekule ne-polisaharidne prirode i s njima tvoriti kompleks koji
otezano prelazi u otapalo.

e U slucaju kad je otapalo 50 %-tna otopina etanola, u vodi topljiva prehrambena vlakna
precipitiraju i1 potencijalno ¢epe pore stvorene ultrazvu¢nim ucinkom, ¢ime je ekstrakcija
u otapalo otezana.

Ujedno se moze primijetiti 1 porast sadrzaja UPV u kori cikle u odnosu na sadrzaj u uzorku prije
tretmana ultrazvukom visoke snage koji je iznosio 20,64 %. Razlog povecanja udjela vlakana u
tretiranim uzorcima potencijalno lezi u €injenici kako je kora cikle prije ultrazvu¢nog tretmana
sadrzavala odredene (iako male) udjele pulpe, koja prirodno sadrzi manje vlakana od kore.
Moguénost da se pulpa prilikom procesa ekstrakcije u potpunosti otopila i presla u ekstrakt i da je
u ekstrakcijskom ostatku zaostala samo Cista kora cikle objaSnjava porast sadrzaja prehrambenih
vlakana kada govorimo o gramu Ccistih prehrambenih vlakana na 100 grama uzorka. Takoder,
dosadasnja znanstvena literatura koja se bavila problematikom utjecaja ultrazvuka na fizikalno-
kemijska svojstva vlakana donosi spoznaje kako je tretman ultrazvukom doveo do povecanja
udjela topljivih prehrambenih vlakana u tretiranim uzorcima (Spotti i Campanella, 2017). Najvece
povecanje o€ituje kod uzoraka tretiranima s otapalima koji sadrze etanol, koji je potencijalno
uzrokovao precipitaciju topljivih prehrambenih vlakana i njihovo zadrzavanje u ekstrakcijskom
ostatku, $to moze objasniti znacajno povecanje udjela UPV u ekstrakcijskom ostatku tako

tretiranih uzoraka.
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Tablica 13. Vrijednosti ukupnih prehrambenih vlakana dobivenih klasi¢nom toplinskom

ekstrakcijom

Uzorak t (min) EtOH (%) Ukupna prehrambena viakna
(%0)*
CUI 3 0 20,92
Ccu2 9 0 37,00
CU3 6 50 21,38
CU4 3 0 24,55
CU5 3 0 27,51
CU6 9 0 13,44
Ccu7 3 25 30,93
CU8 3 50 26,74
CcuU9 3 25 28,61
Ccul0 9 25 26,01
CUIl 6 0 35,11
Cui2 9 50 22,26
CUI3 6 25 7,03
CUl4 3 25 26,99
Cculs 9 50 26,11
CUI6 9 25 29,06
cul7 6 0 26,69
CUIl8 9 25 27,61
Ccul19 6 50 28,61
CU20 6 25 21,31
Ccu21 6 25 21,48
CU22 6 0 45,12
CuU23 3 50 27,9
CU24 3 50 25,67
Ccu2s5 9 50 26,23
CU26 9 0 19,46
cu27 6 50 24,8

*mjerna jedinica (%) jednoznacéna je mjernoj jedinici (g / 100 g uzorka)
t — vrijeme tretiranja; EtOH — udio etanola u otapalu



Usporedba UPV dobivenih klasi¢nom 1 ultrazvu¢nom
ekstrakcijom
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Slika 3. Graficki prikaz usporedbe ukupnih prehrambenih vlakana dobivenih klasicnom
(toplinskom) 1 ultrazvu¢nom (netoplinskom) ekstrakcijom (C1-27 — uzorci kore cikle tretirani
objema metodama; UPV — K.E. — ukupna prehrambena vlakna dobivena klasi¢cnom

ekstrakcijom; UPV — U.E. — ukupna prehrambena vlakna dobivena ultrazvu¢nom ekstrakcijom)

Promatrajuéi usporedbu ukupnih prehrambenih vlakana dobivenih klasi¢nom i ultrazvu¢nom
ekstrakcijom (slika 3) moze se zakljuciti kako se veéi postotak vlakana nalazi u ostatku kore
tretirane ultrazvu¢nom ekstrakcijom. Iako bi bilo logi¢no da se ultrazvu¢nom ekstrakcijom, konto
fizikalno-kemijskih uc¢inaka koje ima na tretirani medij, u otapalo ekstrahira vise prehrambenih
vlakana — shodno ¢ime bi postotak u ostatku kore bio nizi, paznja se mora obratiti na temperaturne
uvjete procesa. Naime, najvise prosjecne temperature ultrazvucne ekstrakcije iznose 33,4; 37,9 i
40 °C (0 %, 25 % 150 % EtOH, redoslijedom), dok su klasi¢ne ekstrakcije vrSene pod konstantnom
temperaturom od 60 °C, dakle najmanje 1,5 puta ve¢om od ultrazvuénih. Visa temperatura
reakcijskog sustava prirodno pospjesuje proces ekstrakcije uslijed povecanja kineticke energije
molekula sustava, a samim time i ubrzava ekstrakciju. To rezultira ve¢im prinosom vlakana u

ekstrakt klasicnom ekstrakcijom u istom vremenskom periodu u odnosu na ultrazvu¢nu. Nadalje,
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ulogu u ekstrakciji imaju i enzimi prisutni u kori cikle, kao §to je B-glukozidaza. B-glukozidaza
katalizira hidrolizu oligosaharida, najcesce celuloze, do B-D-glukoze, a time utjece na konverziju
pojedinih netopljivih vlakana u topljiva, koja se potom mogu ekstrahirati u reakcijsko otapalo. Ona
je aktivna pri temperaturi od 40 do 80 °C, s najve¢om aktivnoscu pri 65 — 70 °C, te joj temperatura
izvodenja klasi¢ne ekstrakcije vise pogoduje nego one postignute ultrazvuénom ekstrakcijom. lako
1 blaga-do-srednja ultrazvucna iradijacija povecava aktivnost ovog enzima (dekonstrukcijom
sekundarne strukture enzima i izlaganjem odnosno ekspozicijom viSe aktivnih mjesta, ¢ime se
povecava njihov kontakt sa supstratom), temperatura reakcijske smjese naizgled ima dominantniji
ucinak (Fan 1 sur., 2018). Ve¢i postotak vlakana dobivenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom nego
klasicnom u ostatku jest, zapravo, pozeljan. Naime, kao $to je ve¢ spomenuto, kora cikle postaje
sve popularniji izvor bioaktivnih spojeva poput betalaina, koji se ultrazvukom ekstrahiraju u puno
vecoj kolicini i antioksidativna svojstva im ostaju viSe ocuvana nego klasicnom ekstrakcijom.
Ostatak te ultrazvucne ekstrakcije, odnosno ostatak tretirane kore cikle, bogatiji je na
prehrambenim vlaknima (kao §to je i opisano) nego ostatak od klasi¢ne ekstrakcije i iz tog razloga
predstavlja bolju sirovinu za koristenje u svrhe poboljSanja tehnoloskih i funkcionalnih svojstava
hrane — a koriStenje i dobivenog ekstrakta i ostatka ekstrakcije umnogome podrzava zero waste

production koncept.
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4.4. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA ULTRAZVUCNE
EKSTRAKCIJE

Standardizirani Pareto dijagram za prehramibena vlakna

AA

C:EtOH

BB
B¥Vrijeme tretiranja
CcC

AC

A: Amplituda

AB

BC

/ +
| -

"DDHHI

0,4 0,8 1,2 1,6 2 24

o

Standardizirani u¢inak

Slika 4. Standardizirani Pareto dijagram za ukupna prehrambena vlakna

Tablica 14. Rezultati analize varijance (MANOVA) za ukupna prehrambena vlakna dobivena

ultrazvuénom ekstrakcijom

Izvor Zbroj kvadrata ‘SZ;JOIZZJ;:’ Sred’l?v ‘;;:Z;dno“ F-omjer | P-vrijednost
A: Amplituda 2,70669 1 2,70669 0,03 0,8540
B: Vrijeme 54,2882 1 54,2882 0,70 0.4144
tretiranja
C: % EtOH 160,982 1 160,982 2,08 0,1678
AA 283,09 1 283,09 3,65 0,0731
AB 0,864033 1 0,864033 0,01 0,9172
AC 4,3923 1 4,3923 0,06 0,8147
BB 82,8321 1 82,8321 1,07 0,3159
BC 0,848008 1 0,848008 0,01 0,9179
CC 27,8067 1 27,8067 0,36 0,5572
Ukupna pogreska 1318,42 17 77,554
Ukupno
(korelgcija) 1936,23 26

R?=31,9079 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %
Standardna pogreska procijene = 8,80648
Srednja apsolutna pogreska = 4,85685
Durbin-Watson statistika = 2,03349 (P=0,5316)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,0468001

45




Promatrajuc¢i sliku 4 i tablicu 14, o€ituje se kako niti jedna ulazna varijabla (amplituda,
vrijeme tretiranja, udio etanola u otapalu) nema statisticki znacajan utjecaj na izlaznu varijablu,
odnosno udio ukupnih prehrambenih vlakana, u ultrazvucno tretiranim uzorcima. Beznacajan
statistiCki utjecaj udjela etanola u otapalu na prinos ekstrakcije svakako odudara uvrijezene
¢injenice kako je udio etanola jedan od najvaznijih ¢imbenika ultrazvu¢ne ekstrakcije (Kumar 1
sur., 2021). Ovdje je, medutim, situaciju (odnosno, rezultate) potrebno sagledati iz drugacije
perspektive. Udio prehrambenih vlakana se odredivao na ekstrakcijskom ostatku, a ne u ekstraktu.
Netopljiva PV ionako nisu topiva u vodi (a vecinski ni etanolu), i udio etanola u kombinaciji s
ostalim blagim uvjetima procesiranja niti ne stvara uvijete kojima se ona mogu vise ili manje
uspjesno ekstrahirati. S druge strane, etanol uzrokuje precipitaciju topljivih prehrambenih vlakana
(mnogo je manje polarno otapalo od vode), Sto onemogucava njihov prelazak iz biljne materije u
ekstrakt otezavajuéi propusnost (Prosky i sur., 1994). S tog se glediSta nedostatak statisticki
znadajnog utjecaja udjela etanola u otapalu moZe nazvati i logi¢kim. Sto se ti¢e vremena tretiranja,
bitno je naglasiti kako je, u usporedbi s dosadasnjim istrazivanjima i optimizacijom parametra
vremena tretiranja, uoceno da je raspon vremenskog intervala mnogo manji. Naime, veéina
istrazivanja navodi kako se pozitivna korelacija izmedu produljenog vremena tretiranja i prinosa
ekstrakcije ocituje kad vrijeme tretiranja premasuje 10 minuta (Kumar i sur., 2021; Begum i Deka,
2019), sto je dulje vrijeme tretiranja i od onog najduljeg primijenjenog u ovom istrazivanju. Kumar
i sur. (2021) ujedno napominju kako je pregledom dosadasnjih radova ustanovljeno kako se
optimalni prinosi biljnih metabolita, pa tako i1 vlakana, postizu u vremenskim rasponima 10 — 60
min, nakon ¢ega ucinkovitost opada. Stoga postoji mogucénost kako je u€inak vremena tretiranja
koji nije statisti¢ki znacajan uvjetovan premalim vremenskim rasponom tretiranja. Iste navedene
nesukladnosti mogu biti i pojasnjenje za nedostatak statistickog znacaja utjecaja amplitude na
prinos ekstrakcije, buduci da su trend porasta prinosa u ovisnosti o vremenu trajanja procesa i
primijenjene snage ultrazvuka u skladu jedno s drugim (Martinez-Solano i sur., 2020). PoZeljno je
provesti istrazivanje koje ¢e obuhvacati vremenski raspon od 10 do 60 minuta tretiranja, kako bi
se moglo ustvrditi kakav to¢no utjecaj ekstenzivno povecanje vremena tretiranja ima na udio

vlakana, kao 1 koji je maksimalan vremenski period unutar kojeg je odrzivo vrsiti proces.

Optimizacijom ultrazvu¢ne ekstrakcije uzorka kore cikle dobivene su optimalne ulazne

vrijednosti amplitude, vremena tretiranja te udjela etanola za maksimalnu izlaznu vrijednost
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ukupnih prehrambenih vlakana. Za maksimalnu izlaznu vrijednost od 44,0673 % optimalni

parametri su 76,7141 % amplitude, 6,5867 minuta i 50 %-tna otopina etanola kao otpala.

Tablica 15. Optimizacija parametara za maksimalnu izlaznu vrijednost ukupnih prehrambenih

vlakana
Faktor Minimum | Maksimum | Optimum
Amplituda (%) 50,0 100,0 76,7141
Vrijeme tretiranja (min) 3,0 9,0 6,5867
EtOH (%) 0,0 50,0 50,0
é\;oa)ksimalna vrijednost viakana 44,0673

Uz navedeno, provedena je analiza statisticCkog utjecaja ulaznih varijabli na izlazne
vrijednosti srednje temperature i ukupne promijene energije prilikom ultrazvu¢nog tretiranja kore
cikle. Dobiveni rezultati, iskazani u prilozima 2 i 3 (standardizirani Pareto dijagrami te analize
varijance), jasno pokazuju kako vrijeme tretiranja ima statisticki znacajan utjecaj na postignutu
srednju vrijednost temperature procesa, kao $to ima i otapalo, odnosno udio etanola u istom.
Rezultati su ocekivani i logi¢ni, buduci da je (i) porast temperature produljenim vremenom trajanja
tretmana neminovan, i (ii) specifi¢ni toplinski kapacitet etanola skoro dvostruko manji nego
specifi¢ni toplinski kapacitet Ciste vode (¢, (H20,) = 4,184 J g'! K!, ¢, (EtOH,1) = 2,46 J g! K1),
11z tog se razloga zagrije na viSu temperaturu od vode u istom vremenu tretiranja (NIST Chemistry
WebBook). Statisticki znacajan utjecaj na ukupnu promjenu energije, s druge strane, ima samo
udio etanola u otapalu. To se moZe objasniti ¢injenicom da, kako ukupna promjena energije ovisi
o promjeni temperature u zadanom vremenskom intervalu, a etanol je podlozan znatnijem
povecanju temperature od Ciste vode u istom, znacajnije promjene temperature ujedno znace i
statistiCki znacajniji utjecaj otapala na ukupnu promjenu energije. Jednadzbe regresije za srednju
postignutu temperaturu procesa i ukupnu promjenu energije iz priloga 5 opisuju kako se ponasaju
polinomi dobiveni iz obradenih rezultata u ovisnosti o vrijednostima amplitude i vremena

tretiranja.

1z rezultata prikazanih u tablicama 14 i 15 te prilogu 3, s osvrtom na tablice i graficke prikaze

iz poglavlja 4.2., moze se zakljuciti sljedece:
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Iako stvarne razlike u udjelu ukupnih prehrambenih vlakana dobivenima ultrazvu¢nom
ekstrakcijom kore cikle pri razli¢itim uvjetima amplitude i vremena tretiranja postoje, one
nisu statisti¢ki znacajne. Uzimajuci u obzir pojedinacne rezultate ukupnih prehrambenih
vlakana (UPV) i statisticku znacajnost vrijednosti amplitude i vremena tretiranja na iste,
optimalna vrijednost parametra amplitude iznosi 75%, a optimalno vrijeme tretiranja iznosi
6 minuta. To je potvrdeno i rezultatima optimizacije parametara za maksimalnu izlaznu
vrijednost UPV 1 stoga bi ultrazvucna obrada uzoraka pri tim uvjetima bila i ekonomski i
energetski opravdana.

Optimizacija parametara takoder je pokazala kako je optimalan udio etanola u otapalu za
maksimalnu izlaznu vrijednost UPV 50 %. Toliki je udio etanola i pozeljan ukoliko se
istovremeno iz kore ekstrahiraju fenolne komponente, obzirom na njegov spomenuti
afinitet za fenole. Kako se radi o vlaknima, medutim, a udio etanola u otapalu zapravo
nema statisticki znacajnu vrijednost, ekonomski i ekoloski mnogo je prihvatljivije kao
otapalo prilikom ultrazvu¢ne ekstrakcije koristiti deioniziranu vodu. Na taj nacin u
potpunosti se izbjegava koristenje toksi¢nih organskih otapala Stetnih po okolis, Sto 1 jest
cilj zelenih tehnika ekstrakcije. Nadalje, koriStenje vode kao otapala je i ekonomski
opravdano. Osim $§to je manje cijene nego organska otapala, obrada uzorka vodom
iskljucuje potrebu za naknadnim otparivanjem etanola iz ostatka ekstrahiranog uzorka $to
je izrazito pozeljno ukoliko je cilj ostatak iskoristiti u svrhu obogacivanja, ali i poboljSanje
tehnoloSko-funkcionalnih svojstava prehrambenih proizvoda. Promatrani se ucinak
svakako moze shvatiti kao korak naprijed prema eliminaciji organskih otapala prilikom
ultrazvucne ekstrakcije §to i jest jedan od ciljeva zelenih tehnika ekstrakcije, kao $to je veé

spomenuto.
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4.5. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA KLASICNE TOPLINSKE
EKSTRAKCIJE

Tablica 16. Rezultati analize varijance (MANOVA) za ukupna prehrambena vlakna dobivena

klasi¢nom toplinskom ekstrakcijom

Stupnjevi | Srednja vrijednost
Izvor Zbroj kvadrata F-Omjer | P-Vrijednost
slobode kvadrata
A: Vrijeme tretiranja 7,28347 1 7,28347 0,11 0,7481
B: % EtOH 34,4727 1 34,4727 0,50 0,4869
AA 0,0808907 1 0,0808907 0,00 0,9730
AB 1,22241 1 1,22241 0,02 0,8952
BB 39,6465 1 39,6465 0,58 0,4564
Ukupna pogreska 1302,82 19 68,5694
Ukupno (korelacija) 1405,98 26

R?=31,9079 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %
Standardna pogreska procijene = 8,80648
Srednja apsolutna pogreska = 4,85685
Durbin-Watson statistika = 2,03349 (P=0,5316)
Lag 1 rezidualna autokorelacija= -0,0468001

Rezultati iz tablice 16 pokazuju kako ni vrijeme tretiranja niti udio etanola u otapalu nemaju
statistiCki znacajan utjecaj na izlazne vrijednosti ukupnih prehrambenih vlakana za uzorke tretirane
klasi¢nom toplinskom ekstrakcijom. Razlog nesukladnosti svakako bi mogao biti u primijenjenom
vremenu tretiranja, buduci da je ono u vecini dosad provedenih istrazivanja premasivao i 60 min
(Martinez-Solano i sur., 2020). Stoga treba uvaziti mogucnost kako niti kratko vrijeme tretiranja
(poput onih primijenjenih u ovom eksperimentu), niti udio etanola u spomenutom vremenu ne
doprinose znacajno ucinkovitosti, odnosno prinosu ultrazvuéne ekstrakcije kad se radi o

prehrambenim vlaknima kore cikle.
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S.

ZAKLJUCCI

Ultrazvuénom su ekstrakcijom zaostali ve¢i udjeli ukupnih prehrambenih vlakana u
ekstrakcijskom ostatku nego klasicnom toplinskom ekstrakcijom. Ta se pojava moze
pripisati precipitaciji topljivih PV uzrokovanoj koristenjem ve¢ih udjela etanola u otapalu
prilikom ultrazvuéne ekstrakcije. U toplinskoj je ekstrakciji poviSena temperatura imala
dominantniji u¢inak na ekstrakciju vlakana od koriStenog udjela etanola.

Za maksimalan udio UPV u ekstrakcijskom ostatku (~ 44 %) parametri procesa moraju biti
prilagodeni na amplitudu od 75 %, vrijeme tretiranja od 6 minuta i 50 %-tnu otopinu
etanola kao otapala. Takvi uvjeti mogu odlicno nadopunjavati proces ultrazvucne
ekstrakcije, primjerice, fenolnih komponenti kore cikle. Medutim, prije ikakve druge
uporabe PV dobivenih u ostatku, prvo je potrebno otpariti etanol, Sto povecava energetsku
potrosnju.

Udio etanola u otapalu nema statisticki znacajan utjecaj na rezultate UPV. 1z tog se razloga
umjesto njega, prilikom ultrazvucne ekstrakcije, moze koristiti deionizirana voda. Prinosi
statisticki nisu znac¢ajno razliciti, a voda predstavlja zelenije 1 jeftinije otapalo koje je lakse
zbrinuti.

Vrijednost amplitude nema statisticki znacajan utjecaj na udio UPV u ostatku, a nema ni
vrijeme tretiranja — no vremenski okvir tretmana bio je relativno malen.

Ultrazvucna ekstrakcija metabolita kore cikle u ispitanim uvjetima (3-9 min, 50-100 %
amplitude 1 0-50 % otopine EtOH kao otapala) pogodna je za velike prinose prehrambenih
vlakana u ekstrakcijskom ostatku. Tako obradeni nusproizvod pogodan je za koristenje u
prehrambenim namirnicama ¢ime se pocetna sirovina potpuno iskoriStava (zero waste
production koncept).

Ultrazvuk predstavlja u¢inkovitu metodu kojom se moze posti¢i smanjenje gubitaka i

rasipanja hrane unutar cjelokupnog sustava hrane.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Tablica srednjih postignutih temperatura prilikom ultrazvuénog tretmana uzoraka CU1

- CU27
Uzorak A (%) t (min) EtOH (%) T (°C)
CUl 75 3 0 21,00
cu2 100 9 0 30,00
CU3 100 6 50 36,00
cu4 50 3 0 21,90
CUs 100 3 0 26,50
cu6 50 9 0 30,00
cu7 100 3 25 30,40
cUs 100 3 50 29,00
cu9 50 3 25 25,25
culo 100 9 25 37,00
CUIlI 50 6 0 26,20
cui2 100 9 50 38,50
cuUli3 50 6 25 29,50
cuUl4 75 3 25 30,50
culs5 50 9 50 35,00
cule 75 9 25 37,90
cul7 75 6 0 30,40
cuUl8 50 9 25 29,35
cul9 50 6 50 30,70
cU20 100 6 25 33,00
CcU21 75 6 25 30,20
cu22 100 6 0 32,70
cuU23 50 3 50 29,00
cU24 75 3 50 31,80
cuU25 75 9 50 40,00
cU26 75 9 0 33,40
cuz27 75 6 50 35,70




Prilog 2. Graficki prikazi statisticke znacajnosti utjecaja ulaznih parametara i njihovih interakcija

na vrijednosti srednje temperature i ukupne promjene energije ultrazvuéno tretiranih uzoraka

Standardizirani Pareto dijagram za srednju postignutu temperaturu
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Prilog 3. Tablice analize varijanci za utjecaj ulaznih varijabli na srednju temperaturu procesa i

ukupnu promjenu energije u uzorcima tretiranima ultrazvukom

Analiza varijance za srednju temperature procesa

Zbroj Stupnjevi Srednja vrijednost . ..
Lzvor kvadrata slobode kvadrata F-Omjer | P-Vrijednost
A: Amplituda 16,0556 1 16,0556 1,14 0,3006
B: Vrijeme tretiranja| 213,556 1 213,556 15,16 0,0012
C: EtOH 304,222 1 304,222 21,60 0,0002
AA 3,12963 1 3,12963 0,22 0,6434
AB 48,0 1 48,0 3,41 0,0824
AC 2,08333 1 2,08333 0,15 0,7053
BB 29,6296 1 29,6296 2,10 0,1651
BC 3,0 1 3,0 0,21 0,6503
CcC 118,519 1 118,519 8,41 0,0099
Ukupna pogreska 239,435 17 14,0844
Ukupno (korelacija) 977,63 26
R2=75,5086 %
R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 62,5426 %
Standardna pogreska procijene = 3,75292
Srednja apsolutna pogreska = 2,48011
Durbin-Watson statistika = 1,93832 (P=0,4263)
Lag 1 rezidualna autokorelacija =-0,0411176
Analiza varijance za ukupnu promjenu energije ultrazvuka
Zbroj Stupnjevi Srednja vrijednost . ..
Tzvor kvadrata slobode kvadrata F-Omjer| P-Vrijednost
A: Amplituda 0,00385735 1 0,00385735 0,00 0,9989
B: Vrijeme tretiranja| 94,5425 1 94,5425 0,05 0,8222
C: EtOH 38395,0 1 38395,0 21,15 0,0003
AA 884,043 1 884,043 0,49 0,4948
AB 153,553 1 153,553 0,08 0,7747
AC 526,47 1 526,47 0,29 0,5972




BB 1807,91 1 1807,91 1,00 0,3323
BC 1813,23 1 1813,23 1,00 0,3317
CcC 10111,3 1 10111,3 5,57 0,0305
Ukupna pogreska 30866,7 17 1815,69
Ukupno (korelacija) | 84652,7 26

R2=63,5373 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 44,2336 %
Standardna pogreska procijene = 42,6109

Srednja apsolutna pogreska = 24,8576
Durbin-Watson statistika = 1,94857 (P=0,4375)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = 0,00769409

Prilog 4. Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrSine za ukupna prehrambena vlakna, srednju

postignutu temperaturu i ukupnu promjenu energije (s 25%-tnom otopinom etanola kao otapala)

Odzivna povrsina
EtOH=25,0

Ukupna prehrambena vlakna

Amplituda



Srednja temperatura

Ukupna promjena energije
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Prilog 5. Jednadzbe regresije za ukupna prehrambena vlakna, srednju postignutu temperaturu i
ukupnu promjenu energije za uzorke tretirane ultrazvukom. A — amplituda; B — vrijeme tretiranja;
C —udio etanola; UPV — ukupna prehrambena vlakna; Ts: — srednja postignuta temperatura; Pux—

ukupna promjena energije (uz vrijednosti varijabli u njihovim izvornim mjernim jedinicama).

UPV = -43,737 + 1,66131*A + 5,88991*B - 0,103933*C - 0,0109902*A? -
0,00357778*A*B+ 0,000968*A*C - 0,41284*B? - 0,00354444*B*C+ 0,00344444*C?

Tse=-20,7315 + 0,387778*A+ 6,27778*B - 0,101111*C - 0,001 15556*A? -
0,0266667* A*B - 0,000666667*A*C- 0,246914*B? - 0,00666667*B*C+ 0,00711111*C?

Puc = -147,286 + 3,46492*A + 31,5833*B + 0,341519*C - 0,0194214*A>-
0,0476954*A*B - 0,0105978*A*C - 1,92873*B? - 0,163899*B*C + 0,0656822*C?>
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