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1. UVOD

Porastom svjetske populacije, raste i potraznja za zivotinjskim proteinima koji ¢ine vazan
dio ljudske prehrane. Medutim, proizvodnja proteina animalnog izvora, nosi sa sobom mnoge
negativne posljedice: emisiju staklenic¢kih plinova, devastaciju okolisa i one¢iS¢enje voda. Zbog
toga se sve vise istrazuju mogucénosti izolacije proteina iz alternativnih sirovina kao §to su zelena

lisnata biomasa, mikro alge i insekti.

List Secerne repe je otpad industrije Secera te ima velik potencijal kao sirovina za izolaciju
proteina. Proteini lis¢a, osim optimalnog sastava aminokiselina, imaju potencijalna funkcionalna
svojstva (emulgiranje, geliranje, pjenjenje). Osim toga bogat su izvor sekundarnih biljnih
metabolita koji imaju $irok spektar primjena u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (arome,
boje, parfemi, dodatci prehrani, herbicidi, fungicidi). Proizvodnja biljnih proteina za ljudsku
prehranu, predstavlja izazov mnogim tehnolozima i znanstvenicima zbog njihovih slozenih

strukturnih obiljezja i interakcije s drugim makromolekulama u biljnom matriksu.

Nadalje, manjak osvijeStenosti Sire populacije o alternativnim izvorima proteina, limitirane
funkcionalne karakteristike, loSa probavljivost, prisutnost alergena i anti-nutrijenata te manjak
esencijalnih aminokiselina u istima, ukazuju da je potrebno provesti daljnja istrazivanja, kako bi

se unaprijedila tehnologija te dobio kvalitetan prehrambeni proizvod.

Postoje razli¢ite metode za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljaka. Zbog brojnih nedostataka
tradicionalnih, konvencionalnih metoda, sve vecu primjenu dobivaju inovativne “zelene” tehnike
ekstrakcije koje su ekonomi¢ne i ekoloski prihvatljive. Jedna od njih je i visokonaponsko
elektricno praznjenje (engl. High voltage electrical discharge, HVED), ne toplinska tehnika
kojom se generira plazma, djelomic¢no ili potpuno ioniziraju¢i plin. Neke od prakti¢nih aplikacija
ove tehnologije su: proc¢iS¢avanje voda, inaktivacija mikroorganizama (bakterija, virusa, kvasaca),

elektro-hidrauli¢ko usitnjavanje i ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz biljaka.



Cilj ovog rada je ispitati utjecaj visokonaponskog elektri¢nog praznjenja na prinos ukupnih
fenola i ukupnih proteina iz lista Seerne repe te usporediti metodu s konvencionalnom, toplinskom
ekstrakcijom. Prinosi fenola i proteina odredivani su spektrofotometrijski, a rezultati su statisticki

obradeni kako bi se utvrdili optimalni uvjeti procesa ekstrakcije i statisticki znacajni parametri.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SECERNA REPA

Seéerna repa (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima) (slika 1) je dvogodisnja biljka
iz porodice Stirovki - Amaranthaceae. U prvoj godini rasta razvija zadebljali korijen i ruzu listova,
a u drugoj stabljiku, cvijet, plod i sjeme (Bradshaw, 2010). Na podrucju Mediterana uzgajala se
jos§ 1000 godina prije nove ere, a kasnije se prosirila Rimskim carstvom. Potkraj 16. stolje¢a, doslo
je do saznanja kako sto¢na repa sadrzi istu vrstu Secera kao i Secerna trska te je selekcijom
razvijena prva sorte Se¢erne repe “Weisse schlesische Rube” (bijela Sleska repa) (Kiple i Ornelas,
2000). U sjevernoj hemisferi, obi¢no se sije u kasnu zimu ili rano proljece. Ovisno o klimatskim
uvjetima i uvjetima tla, usjev se bere nakon 5-9 mjeseci rasta. Dozrjelo korijenje vadi se iz zemlje
mehanicki te se transportira u tvornicu ili slaze u skladisne hrpe. Peteljke i listovi se uklanjaju prije
prerade zbog niskog sadrzaj Seéera te visoke koncentracije necisto¢a. Korijen se preraduje u
komercijalni bijeli se¢er. Melasa, koja se dobiva kao nusprodukt prilikom proizvodnje, koristi se
za sto¢nu hranu te proizvodnju alkohola, glutamata i kvasca. Moze se i nadalje pro¢is¢avati do
Ciste saharoze molekularnim sitima i ionskom izmjenom (Bradshaw, 2010). Kao $to je vec
napomenuto, Secerna repa primarno se uzgaja zbog korijena koji je sirovina za proizvodnju bijelog
konzumnog Secera. Otprilike jedna Cetvrtina svjetske proizvodnje Secera dobiva se iz repe, a
ostatak se proizvodi od trske (Saccharum officinarum L.). Uz melasu i lis¢e, nusprodukti obrade
Secerne repe ukljucuje repine rezance (koriste se za sto¢nu hranu) te saturacijski mulj (koristi se
kao poboljsivac tla). Kod prinosa Se€erne repe od 50 t/ha Cistoga korijena, proizvede se 6,25 t
Secera, 2,7 t suhih repinih rezanaca, 2,1 t melase, 2,5 t saturacijskoga mulja i 30 t/ha svjezega
repina li$¢a, koje sluzi za sto¢nu hranu ili ostaje na polju kao organska masa za gnojenje (Hrvatska

enciklopedija 2021a).



. Korijen
Udubljenje

X Korijen&iéi

~ Vrh korijena

¢ Rep

Slika 1. Seéerna repa (prema Bradshaw, 2010)

2.1.1. List Se¢erne repe

Listovi ¢ine 20-34 % biljke. Pocinju nicati u obliku kotiledona, prvo se nalaze u paru, a
rastom se odvajaju. Svoju maksimalnu brojnost i veli¢inu dostizu u mjesecu kolovozu. List se
sastoji od peteljke i plojke. Peteljka ima trokutasti oblik dok je plojka ovalna ili srcolika. Stariji
listovi su smjesteni na rubovima biljke, dok mladi rastu na sredini glave (Balentovi¢, 2016). Bogati
su mineralnim tvarima (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Zn, Si), vitaminima (A, B, C, D, E, K),
fitokemijskim spojevima te sekundarnim biljnim metabolitima (Fragoso i sur., 1993). Lisce
Secerne repe u prosjeku sadrzi 88,5 £ 1,6 % vode. U suhoj tvari sadrzi oko 15,5 + 1,7 % proteina,
i 3,4 £ 1,0 % masti. Niski udio masti u listovima je tipi¢an odn. u li§¢u se ve¢inom akumuliraju
ugljikohidrati, koji pridonose strukturi i rastu biljke (Tamayo Tenorio, 2017). U nekim studijama
(Lammens i sur., 2012; Merodio i Sabater 1988) zabiljeZen je visi sadrzaj proteina (22,8 %) $to
bi znacilo prinos od 450-600 kg proteina po hektaru zasadene Secerne repe. Ova vrijednost je
usporediva s prinosom proteina soje (450-600 kg/he) i Zitarica (~ 570 kg/he) (van Krimpen i sur.,
2013). Na mokroj osnovi, sadrzaj proteina u lis¢u je nizak (3-5 %), no velika koli¢ina i dostupnost
lisnate biomase, motivirali su istrazivanja 0 potencijalu njihove upotrebe kao izvora proteina
(Tamayo Tenorio, 2017; Merodio i Sabater, 1988).



2.2. PROTEINI

Proteini su makromolekule koje grade sve Zive organizme. Imaju mnoge funkcionalne,
strukturne i regulatorne uloge. Proteine grade aminokiselinski ostatci, povezani peptidnim vezama
u lance. Bioloska funkcija proteina odredena je specificnom prostornom gradom (nativnom
konformacijom). Denaturacijom, odnosno gubitkom nativne konformacije, dolazi do gubitka
bioloske funkcije proteina (Hrvatska enciklopedija 2021b). Sve biljke sadrze proteine, a
koncentracija im varira ovisno o vrsti i stadiju zrelosti (sadrzaj proteina opada sazrijevanjem).
Udio proteina moze se promijeniti skladistenjem i preradom biljnog materijala (Wadhave i sur.,
2014). U lis¢u su prisutni brojni topivi i netopivi proteini koji imaju strukturne i funkcionalne
uloge (lipoproteini, strukturni proteini, fotoaktivni pigmenti vezani na proteine, enzimi). Netopljivi
proteini su uglavnom membranski proteini u membranama kloroplasta, gdje su vezani na klorofil,
karotenoide i lipide. Manji dio proteina lista nalazi se vezan na polisaharide citoskeleta gdje imaju
kataliticku ili regulatornu ulogu (Tamayo Tenorio, 2017). Proteini u zelenim listovima, mogu se
podijeliti na bijelu i zelenu proteinsku frakciju. Bijelu proteinsku frakciju uglavnom ¢ini enzim

RuBisCO, dok se zelena frakcija sastoji od proteina srodnih klorofilu (Nynés, 2018).

2.2.1. Funkcionalne karakteristike i primjena

Proteini su vaZan dio kemijskog i fizikalnog sastava hrane. Osim $§to ¢ine vaZan dio zdrave
1 uravnotezene prehrane, imaju i mnoge fizikalne i kemijske karakteristike, odnosno funkcionalna
svojstva. Znati svojstva proteina vrlo je vazno kako bi se mogle procijeniti njihove potencijalne
aplikacije u prehrambenim proizvodima. Nadalje, klju¢ni su jer utjecu na karakteristike kona¢nog

proizvoda i time opce prihvacenosti kod potrosaca (Gravel i Doyen, 2019).

Topljivost je temeljno funkcionalno svojstvo proteina, a utjeCe i na ostala funkcionalna svojstva
kao Sto su geliranje, emulgiranje, pjenjenje, svojstva vezanja vode i masti. Na topljivost proteina
utje¢u unutarnji (struktura, grada, veli¢ina proteina) i vanjski faktori (pH, temperatura, ionska
jakost) (di Stefano i sur., 2018).

Neke od uloga koje proteini imaju u prehrambenim proizvodima su: odrzavanje topljivosti te
sprjecavanje talozenja (npr. proteina u mlijeku i biljnim napitcima), emulgiranje masti i ulja (npr.

majoneza), odrzavanje polukrute teksture u jogurtima i mesnim alternativama te odrzavanje



mjehuric¢a plina (sladoledi, cappuccino). Takoder su prokursori za razne arome tipa pecenog mesa

i tostiranih orasastih plodova (Loveday, 2020).

Proteini su kemijski reaktivniji od ugljikohidrata, $to moze biti prednost i mana: reaktivnost
doprinosi funkcionalnosti, no reakcije proteina u visokoproteinskoj hrani mogu narusiti kvalitetu
proizvoda (Loveday, 2020). Na primjer, visokoproteinske hranjive plocice ¢esto postaju vrlo tvrde
kao rezultat agregacije proteina (Loveday i sur., 2010), a Cest je problem i geliranje ili
sedimentacije proteina u UHT mlijeku (Anema, 2019). Neki proteini zivotinjskog podrijetla imaju

funkcionalna svojstva koje je teSko zamijeniti proteinima biljnog podrijetla.

Na primjer, kazein u mlijeku prisutan je u obliku stabiliziranih mineralnih nano-kompleksa odn.
micela. lzuzetno je stabilan pri nativnom pH mlijeka, ali se talozi kiseljenjem i enzimskim
cijepanjem. Ovakva micelarna struktura je jedinstvena i ne pojavljuje se u proteinima biljnog
podrijetla. Nadalje, kada se zelatina (dobivena od zivotinjskog kolagena) otopi u vruéoj vodi i
zatim ohladi, formira se hidratizirana proteinska mreza s naslaganim strukturama trostruke spirale,
stvaraju¢i prozirne elastiéne gelove koji se tope u ustima. Modificirani $krob moze donekle
zamijeniti neke funkcionalne karakteristike Zelatine, ali niti jedan drugi proteinski sastojak biljnog
podrijetla ne moze se mjeriti s njihovom moguc¢nosti zeliranja, otapanja i elasti¢noséu (Loveday,
2020).

2.2.2. RuBisCO

Ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) je enzim Calvin—Benson—
Bassham (CBB) fotosintetskog ciklusa u kojem se CO> prevodi u prekursorske organske molekule.
Zivot na zemlji gotovo iskljuéivo ovisi o sposobnosti fotosintetskih organizama da prevedu
anorganski CO> iz atmosfere, u organski ugljik biosfere preko Calvin-Benson-Bassham ciklusa.
RuBisCO katalizira primarnu fotosintetsku reakciju redukcije CO2 (veze se na molekulu akceptora
ribuloza-1,5-bisfosfata, nastaju dvije molekule 3-fosfoglicerata) (Andersson i Backlund, 2008).
Cini 20-50 % proteina u lis¢u i 5-25 % proteina u algama i fotosintetskim prokariotima to ga &ini
najzastupljenijim proteinom na zemlji (Ellis, 1979). Nalazi se u stromi kloroplasta biljne stanice
(Andersson i Backlund, 2008). Cini gotovo polovicu proteina topive frakcije listova Seéerne repe.
Graden je od osam velikih (53 kDa) i osam malih podjedinica (14 kDa) koje zajedno ¢ine
kompleksnu molekulu (550 kDa) (Tamayo Tenorio, 2017). RuBisCO jo§ nema primjenu kao
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sastojak u ljudskoj prehrani zbog teSkoce ekstrakcije funkcionalnog koncentrata bez neugodnog
priokusa. Osim nutritivnog potencijala, ima i pozeljna funkcionalna svojstva: kapacitet za
stvaranje pjene slian proteinima bjelanjka, dobru topljivost pri pH vrijednosti hrane te mogucnost
tvorbe gelova (Ducrocq i sur., 2021). Prema istrazivanju di Stefano i sur. (2018) emulgirajuca
aktivnost RuBisCO-a je manja od seruma govedeg albumina i proteina soje, ali veca od proteina

bjelanjka.

2.2.2.1. Nutritivna vrijednost

RuBisCO kao najzastupljeniji protein na zemlji, posjeduje velik potencijal primjene u
ljudskoj prehrani zbog izvrsnog sastava esencijalnih aminokiselina. Proteini lis¢a, posebno
RuBisCO, primijeéeni su kao potencijalni izvor proteina za ljudsku prehranu ve¢ 1940-ih zbog
Siroke dostupnosti (Nynés, 2018). Izvor je treonina, valina, izoleucina, triptofana i leucina (Zengin
i sur., 2012) kao i bioaktivnih peptida (specifi¢nih proteinski fragmenata, izgradenih od 2-20
aminokiselinskih ostataka) (di Stefano i sur., 2018). Medutim, unato¢ tome S$to ima visoku
nutritivnu vrijednosti i ne uzrokuje alergije, neobradene biljno-proteinske frakcije RuBisCO-a,
Cesto sadrZe antinutrijente, proteaza inhibitore, hemaglutinine, fitate i polifenolne spojeve. Anti-
nutrijenti  mogu smanjiti bioraspolozivost i biodostupnost proteina i mikronutrijenata te

posljedi¢no naruSavaju kvalitetu prehrambenih proizvoda (di Stefano i sur., 2018).

2.3. SEKUNDARNI BILIJNI METABOLITI

Metaboliti su medu-produkti i produkti metabolizma. Ugljikohidrati, lipidi i proteini su
primarni metaboliti te su neophodni za rast i metabolizam (Tiwari i Rana, 2015). Sekundarni biljni
metaboliti ne sudjeluju izravno u rastu i razvoju biljke te njihov nedostatak nuzno ne rezultira
odumiranjem organizma, ali utjeCe na njenu dugovjecnost, plodnost i izgled (Zhaoa i sur., 2005).
Cine bitni dio u obrambenom mehanizmu biljke, tj. Stite ju od biljojeda i patogenih

mikroorganizama.

Sekundarni biljni metaboliti primjenjuju se u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao arome,
boje, parfemi, dodatci prehrani, herbicidi, fungicidi. Mogu se klasificirati u skupine prema
kemijskoj strukturi, topljivosti ili putevima sinteze, a najcesce se dijele u skupine (Tiwari i Rana,

2015): fenoli spojevi, alkaloidi i flavonoidi, terpeni i steroidi.



2.3.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su vrlo raznolika skupina sekundarnih biljnih metabolita ¢iju osnovnu
strukturu ¢ini aromatski prsten na koji moze biti vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina
(Gonzalez Mera i sur., 2019). Dijele se u skupine, najce$ée prema broju ugljikovih atoma u
molekuli. Prema tome razlikujemo: jednostavne fenole i benzokinone, fenolne Kiseline,
acetofenone, feniloctenu kiselinu, hidroksicimetnu kiselinu, fenilpropan i kumarin, naftokinon,
ksantone, stilbene, antrakinone, flavonoide, lignane, neolignane i lignine (Dai i Russell, 2010).
Prisutni su sjemenkama, listovima, cvjetovima, kori, pokozici, mezokarpu voca i povréa,
Zitaricama, zaCinskom i aromatskom bilju. Postoji viSe putova biosinteze fenolnih spojeva, a
najvazniji su put Sikiminske kiseline i put jabucne kiseline (Cheiner i sur., 2013). Fenolni spojevi

imaju brojne funkcije u biljkama, a izmedu ostalog djeluju kao antioksidansi i inhibitori rasta.

Sjemenke nakupljaju znacajne koli¢ine fenola koje sprjecavaju dotok kisika do embrija te tako
inhibiraju klijanje (Weidner i sur., 2014). Fenoli se takoder nakupljaju na povr$inama lista te tamo

zadrzavaju do 90 % UV zracenja (Gonzalez Mera i sur., 2019).

Seéerna repa pripada porodici Amaranthaceae u kojoj su od fenolnih spojeva najzastupljenije
fenolne kiseline i flavonoidi. Fenolne kiseline (npr. hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina),
zajedno s flavonoidnim podskupinama flavonola (npr. kvercetini) i flavona (npr. viteksini)
zabiljeZene su u korijenu i lis¢u Secerne repe (Gil i sur., 1998; Pyoi sur., 2004). Koli¢ina ukupnih
fenola u lis¢u varira ovisno o starosti SeCerne repe. Prema istrazivanju koje su proveli Vissers i
sur., (2017) , ukupni sadrzaj fenola u listovima Se¢erne repe je dvostruko veci U biljkama starim

osam mjeseci, u usporedbi s biljkama starim tri mjeseca.

2.4. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je laboratorijski i industrijski postupak izdvajanja tvari iz homogenih smjesa
na temelju njihove razli€ite topljivosti u dva otapala koja se medusobno ne mijesaju. Dva na¢ina
ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje dviju faza su ¢vrsto-tekuce 1 tekuce-tekuce. Ekstrakcija
organskim otapalima jedna je od najraSirenijih tehnika pripreme uzoraka, a podrazumijeva
otapanje uzorka odgovaraju¢im organskim otapalom (etanol, metanol, heksan, aceton i sl.) (Rapi¢,

2008). Tim postupkom dolazi do odjeljivanja smjese tvari na osnovu razliCite topljivosti u



otapalima koja se koriste u samom procesu ekstrakcije. Omjer koncentracija tvari u otapalima

opisuje se Nernstovim zakonom razdijeljenja [1]:

K=2 [1]

C2

pri ¢emu je K koeficijent razdijeljenja, c1 (mol/dm) i c2 (mol/dm) su ravnotezne koncentracije tvari

u otapalima.

Organsko otapalo koje se koristi za ekstrakciju mora ispunjavati odredene kriterije, kao Sto su
(Rapi¢, 2008): kemijska inertnost prema ostalim prisutnim tvarima, dobra topljivost zeljene tvari
u otapalu, velika razlika u gustoci i ne previsoko vreliste koriStenih otapala, nemoguénost stvaranja

emulzija tijekom ekstrakcije.

Kako bi se molekule iz ¢vrste faze mogle ekstrahirati, potrebno je posti¢i prodiranje otapala do
zeljenih molekula $to se postiZe zagrijavanjem i usitnjavanjem ¢vrstog supstrata (Rapi¢ 2008). Uz
odabir povoljne ekstrakcijske metode, izbor odgovarajuceg otapala je takoder od velike vaznosti.
Za odabir otapala primjenjuje se princip 'sli¢no otapa sli¢no'. Dakle, polarna otapala koriste se za

ekstrakciju polarnih tvari, a ne polarna onih ne polarnih (Rasul, 2018).

Tipi¢an proces ekstrakcije biljnog materijala sadrzava sljedece korake: prikupljanje i provjera
autentiCnosti uzoraka, susenje, usitnjavanje, ekstrakcija, filtriranje, koncentracija, susenje i

rekonstitucija.

Na kvalitetu ekstrakta utjece visSe ¢imbenika: dijelovi biljke koji se koriste kao polazni materijal,
otapalo koristeno za ekstrakciju, metoda ekstrakcije te omjer otapala i biljnog materijala (Gupta i
sur., 2012).

Postoji viSe metoda za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljaka, a dijelimo ih na konvencionalne
odn. tradicionalne metode i nove, alternativne tzv. zelene metode. Perkolacija, maceracija,
toplinska ekstrakcija, Soxhlet ekstrakcija i hidrodestilacija su konvencionalne metode ekstrakcije
koristene za dobivanje bioaktivnih spojeva iz biljaka. Siroko su primjenjivane metode zbog
jednostavne instrumentacije. Medutim, imaju mnoge nedostatke poput: dugotrajnosti procesa,
visoke potrosnje otapala i energije, niske selektivnosti ekstrakcije, nemogucnost automatizacije.

To rezultira niskim prinosom, pa se ove metode smatraju manje uc¢inkovitima (Gupta i sur., 2012).



2.4.1. Zelene metode ekstrakcije

Zbog brojnih nedostataka konvencionalnih metoda ekstrakcije, sve vecu primjenu dobivaju
inovativne tehnologije odn., nekonvencionalne, “zelene” tehnike ekstrakcije: ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija, ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom, enzimski potpomognuta
ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektriénim praznjenjem (HVED) te
pulsiraju¢im elektricnim poljem (Picot-Allain i sur., 2021). U usporedbi sa konvencionalnim
metodama, ove nove tehnologije su ekoloski prihvatljivije. Smanjena je potrosnja energije i
otapala, povecana ucinkovitost i selektivnost procesa, veci su prinosi te je moguc¢a automatizacija
procesa (Li i sur., 2019; Gupta i sur., 2012). Medutim, ove tehnike imaju i ogranic¢enja prilikom

implementacija i primjene (tablica 1).

Maravic i sur. (2022) usporedivali su alternativne ,,zelene“ i konvencionalne metode ekstrakcije
ukupnih fenola iz lista Secerne repe. Ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i mikrovalovima
pokazale su bolji prinos u usporedbi s ekstrakcijom kruto-tekuce, tekuc¢inskom ekstrakcijom pod
visokim tlakom i subkriticnom vodenom ekstrakcijom. Udio pojedinih fenolnih spojeva varirao je
s obzirom na primijenjenu tehniku, a viteksin se pokazao kao najzastupljeniji spoj kod svih

ispitivanih uzoraka.
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Tablica 1. Prednosti i mane novih, zelenih tehnologija ekstrakcije (prema Picot-Allain i sur., 2021)

kritiénim fluidom

Ekstrakcija visokim

primjena u
industrijskim razmjerima, super-kriti¢ni CO; se
mozZe ponovno upotrijebiti, ekoloski prihvatljiva

otapala

Metoda ekstrakcije Prednosti Mane
Visoka selektivnost, niska viskoznost i visoka . .
o - ] ) Visoka cijena, slozena
brzina difuzije superkriti¢nog fluida, poboljsan ] B .
B o . konfiguracija sustava, potrebna je
. prijenos mase i prinos, niska radna temperatura,
Ekstrakcija super-

obuka radnika, slaba selektivnost
prema polarnim spojevima zbog
niskog polariteta

super-kriticnog CO,

tlakom

Kratko vrijeme ekstrakcije, potrebna mala

koli¢ina otapala, poboljSan prinos

Cijena opreme, obuka radne snage

Mikrovalovima
potpomognuta

ekstrakcija

Ultrazvukom

Kratko vrijeme ekstrakcije, niska potro$nja
energije,

povecani prinos ekstrakcije, mali kapital potreban

za

opremu

Neravnomjerno zagrijavanje i
pregrijavanje uzorka koji

moze smanjiti u¢inkovitost
ekstrakcije ili uzrokovati

toplinsku razgradnja fenolnih

kiselina

potpomognuta

ekstrakcija

Niska potreba za energijom, krace vrijeme
ekstrakcije, smanjeno koristenje

otapala, poboljsan prinos ekstrakcije

Ne selektivna metoda,
proizvedena toplina moze ostetiti

toplinski labilan spoj

Pulsirajucée elektri¢no

polje

Energetski u¢inkovita metoda, ne destruktivna,
selektivna, ne toplinska, kontinuirana
tehnologija, niski troSkovi rada, jednostavno

skaliranje

Visoka cijena

Enzimski

potpomognuta

ekstrakcija

Visoka selektivnost, poboljsan prinos, ekoloska

metoda

Visoka cijena enzima, potrebna,

stalna kontrola
pH i temperature za optimalno

djelovanje enzima

HVED

Ucinkovita poracija stani¢ne strukture, smanjena

potro$nja otapala, ne termalna tehnika, povecava

antioksidativno djelovanje

Slobodnih radikali koji nastaju

ekstrahirane spojeve, smanjena
selektivnost, pilot postrojenja

zahtijevaju veci unos energije

tretmanom mogu oksidirati
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2.5. VISOKONAPONSKO ELEKTRICNO PRAZNJENJE

2.5.1. Mehanizam djelovanja

Visokonaponsko elektri¢no praznjenje je nisko energetska i ne toplinska tehnika koja sve
se viSe proucava zbog velikog potencijala primjene u biologiji, kemiji i elektrokemiji. Neke od
prakti¢nih aplikacija ove tehnologije su: prociS¢avanje voda, inaktivacija mikroorganizama
(bakterija, virusa, kvasaca), elektro-hidraulicko usitnjavanje i ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz
biljaka. Prilikom tretiranja biljnog materijala HVED tehnologijom, plin struji u reaktor te se
ionizira (odn. dolazi do formiranja plazme) (Nutrizio i sur., 2020). Plazma je jedno od Cetiri
agregatna stanja materije. Materija se pri niskoj temperaturi i energiji nalazi u krutom stanju.
Povecanjem ovih parametara, materija prolazi kroz tekuce i plinovito stanje, te na najveéim
temperaturama prelazi u stanje plazme. Dakle, plazma je plin u kojem se u ioniziranom stanju

nalazi barem jedan dio Cestica.

Razlikujemo termalnu i ne termalnu plazmu. Cestice (elektroni, ioni i neutroni) kod termalnih
plazmi nalaze se u termi¢koj ravnotezi, 0dnosno na istoj su temperaturi. Kod ne termalne plazme,
elektroni imaju razli¢itu elektronsku i ionsku temperaturu te nisu u lokalnoj termickoj ravnotezi s
ionima i neutronima (Kregar, 2008). Elektroni se mogu sudariti s drugim prisutnim molekulama
(N2, O2 i H20) ¢ime se u plazmi stvaraju sekundarni elektroni, fotoni, ioni i radikali (Jinag i sur.,

2013).

Ne termalna plazma, proizvedena koronskim i strujnim praznjenjima, podrazumijeva stvaranje
plazme bez zagrijavanja medija. lako bi temperatura unutar kanala za praznjenje mogla biti vrlo
visoka, mali volumen i lokalizirana priroda odvodnih kanala omogucuju odrZzavanje umjerene,
odnosno sobne temperature. Dakle, za razliku od termalne plazme, primjenom ne termalne plazme,
izbjegavaju se veliki toplinski gubici 1 sprjeCavaju se oSte¢enja povrsina kao $to su zidovi reaktora,
elektrode, dijelovi reaktora. Piroliza organskih spojeva je moguca, ali buduéi da su toplinske regije

karakterizirane vrlo malim volumenom, termicka je razgradnje minimalna (Gasanova, 2013).
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Dakle, visokonaponsko elektri¢no praznjenje (eng. High voltage electrical discharge -HVED) se
temelji na stvaranju elektri¢nih praznjenja (slika 2.b) izravno u vodi $to rezultira nizom kemijskih
i fizikalnih promjena. Stvara se vruca, lokalizirana plazma, koja emitira UV zrake visokog
intenziteta, proizvodi udarne valove i stvara hidroksilne radikale tijekom fotodisocijacije vode.
UV zracCenje (200-400 nm) mutageno je za stanice, udarni valovi oSte¢uju stani¢nu membranu, a
hidroksilni radikali dovode do oksidativnog oStecenje stanica (Boussetta i Vorobiev, 2014).
Elektri¢no praznjenje u vodi se odvija u dvije faze: fazi prije (koronsko praznjenje) i poslije
raspada (lu¢no praznjenje). Za koronski proces praznjenja Karakteristi¢ni su slabi udarni valovi,
mali broj mjehurica i aktivnih radikala te jako UV zracenje. Prijelazom u lu¢ni proces praznjenja,
povecava se broj mjehurica plazme, pojacavaju udarni valovi, turbulencija i koncentracija
slobodnih radikala kao i UV zra¢enja. Ovi udarni valovi i eksplozije kavitacijskih mjehuri¢a
rezultiraju fragmentacijom stani¢nih membrana te utjeCu na veli¢inu Cestica (Li i sur., 2019;
Barisi¢ i sur., 2020). Formiranje elektri¢nog luka izmedu dvije elektrode uronjene u vodu rezultira
stvaranje plazme, $to je inducirano brzim isparavanjem vode. Brzo Sirenje volumena plina u ne-
stlacivoj tekudini, stvara snazni kompresijski val ¢ija amplituda ovisi parametrima elektricnog
generatora i koli¢inu energije prisutne u vodi. Nastali val, $iri se nadzvu¢nom brzinom te stupa u

interakciju s okolnim strukturama (Claverie i sur., 2014).

generator visokenapanskog
impulsa

elektroda

suspenzija

uzorak

I ravna eleliroda

(a) ®)

Priprema uzorka HVED tretman Difuzija i
prikuclianie

[ Sjesngs suhog J [Dndavan]e otapala ]
po potrebi

materijala i otapala

=] =

Prosjiavanje

@

Slika 2. a) shematski prikaz Sarznog HVED sistema b) fotografija visokonaponskog elektricnog
praznjenja c) shematski prikaz Sarzne HVED ekstrakcije (prema Li i sur., 2019)
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2.5.2. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem

Posljednjih godina HVED tehnologija se primjenjuje u prehrambenoj industriji i to u svrhu
poboljsanja ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz razli€itih sirovina (Li i sur., 2019). U usporedbi
s kontrolom, pokazalo se da ekstrakcija HVED-om moze smanjiti potrebnu temperaturu i vrijeme
difuzije kao i sadrzaj etanola u difuzijskom otapalu (Boussetta i VVorobiev, 2014). Nadalje u
usporedbi s drugim fizikalnim tretmanima koji se primjenjuju (pulsiraju¢e elektricno polje,
mikrovalovi i ultrazvuk), visokonaponsko elektricno praznjenje pokazalo je bolju razinu
ekstrakcije polifenola komine grozda (Boussetta, 2010). Na ucinkovitost ekstrakcije
potpomognute HVED-om utje€u mnogi procesni ¢imbenici: intenzitet elektricnog polja, brzina
protoka, omjer tekucine i krutine, vrijeme tretmana te odabir otapala. Takoder, optimalne faktore

procesa treba optimirati ovisno o ciljanim spojevima ekstrakcije te polozaju tih spojeva u biljnom
tkivu. Ukupno trajanje HVED tretmana (tnvep) [2] i energetski unos HVEDa (Whvep) [3] su

parametri koje je potrebno pazljivo podesiti prilikom ekstrakcije HVED-om:

tuvep(s) =n Xt [2]

gdje je n broj izboja i ti trajanje izboja (s).

WhvED (:_;) = % [3]

gdje je Ep energija jednog impulsa (kJ), n broj praznjenja, a m masa suspenzije (kg) (Li i sur.,
2019).

Postoje tri izvedbe HVED ekstrakcijskih sistema Sarzni, kontinuirani i cirkulacijski. Ovi sustavi
rade po istom osnovnom mehanizmu, no na razli¢it na¢in koncentriraju lokalno elektri¢no polje.
Sustav za $arznu ekstrakciju (slika 2) ¢ini reaktor u kojemu su smjestene dvije elektrode razlicite
konfiguracije na odredenoj udaljenosti. Jedna elektroda je spojena na vanjski izvor napona ima
oblik igle te je pozitivno nabijena, a druga je u obliku diska. Kontinuirani sustav predviden je za
industrijsku primjenu HVED ekstrakcije. Razvijena su dva tipa kontinuiranog sustava:
konvergirani i prstenasti. Razlikuju se prema tipu elektroda: konvergirani sustav sastoji se od dvije
mrezaste elektrode od nehrdajuceg celika promjera 20 mm, a prstenasti sustav ¢ine dvije prstenaste

elektrode debljine 0,25 mm.
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Cirkulcijski sistem je dizajniran tako da veéi kapacitet zaprimanja uzoraka S$to povecava
efikasnosti te smanjuje potro$nju energije. U reaktoru je smjeStena prstenasta elektroda u ¢ijem je
srediStu vrh igle druge elektrode. Apliciranjem visokog napona na iglu, intenzitet lokalnog
elektri¢nog polja u centru prstena je vrlo visok te se generira visokonaponsko elektri¢no praznjenje
(Liisur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali
3.1.1. Uzorak

U ovom istrazivanju koriSteni su osuseni listovi Se¢erne repe (Beta vulgaris subsp. Vulgaris

var. Altissima) dobavljeni iz Turske. Listovi su usitnjeni u mlincu radi lakSeg provodenja

ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektricnim praznjenjem. Uzorci su pripremljeni tako

Sto se 1,0000 g suhog lista Secerne repe pomijesao s 50 mL deionizirane vode.

3.1.2. Aparatura i pribor

3.1.2.1. Aparatura:

Analiticka vaga NBL-254i Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)

Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

pH-EC metar HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska) H15522

mlinac za mljevenje, Grindomix GM 300 — RETSCH, Retsch GmbH, Haan, Njemacka
generator hladne plazme, IMP-SSPG-1200, Impel grupa, Zagreb, Hrvatska

UV-VIS Spektrofotometar UV-2600i s opcijskom ISR2600Plus integriraju¢om sferom i
programskom podr§kom LabSolutions UV-Vis (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Vakuum pumpa Rocker 300 (Witeg, Wertheim, Njemacka)

Vortex uredaj MX-S (Dlab, Peking, Kina)

Ultrazvuéna kupelj DT 100 H s grijanjem (Bandelin, Berlin, Njemacka)

3.1.2.2. Pribor

kvarcne kivete

mikropipete, volumena 200 pL i 1000 pL, 5 mL
falkonice od 50 mL

menzura volumena 100 mL

staklene ¢aSe (100 mL)

termometar
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e plasti¢na ladica za vaganje
e stalak za epruvete

e staklene epruvete

e staklene pipete (115 mL)
e propipeta

e stakleni lijevak

e Stoperica

e Bichnerov lijevak

e odsisna boca

o filter papir

3.1.3. Kemikalije i reagensi

Sve koristene kemikalije i reagensi bili su visoke analiticke Cistoce.
Otapalo:
e deionizirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)
Za odredivanje ukupnih fenola:
e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Priprema: Komercijalni Folin-Ciocalteau reagens potrebno je razrijediti deioniziranom vodom u

omjeru 1:2.
e otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

Priprema: u 160 mL vruce destilirane vode otopi se 40 g bezvodnog natrijeva karbonata, a potom
ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva karbonata, nadopuni u

odmjernoj tikvici od 200 mL i nakon 24 h filtrira.

e standard galne kiseline (Acros Organics, New Jersey, USA)
Za odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowry-u:

e 0,1 M otopina natrijeva hidroksida (NaOH)
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Priprema: odvagati 0,8000 g natrijeva hidroksida i kvantitativno, uz pomo¢ lijevka, prenijeti u
odmjernu tikvicu od 200 mL. Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake deioniziranom vodom i
promijesati.

e Reagens A: 2 % Na.COs u 0,1 M NaOH

Priprema: odvagati 4,0000 g bezvodnog natrijeva karbonata, kvantitativno prenijeti u odmjernu
tikvicu od 200 mL te nadopuniti tikvicu do oznake prethodno pripremljenom 0,1 M otopinom

natrijeva hidroksida i promijesati.
e 1 9%-tna otopina K-Na-tartarata

Priprema: odvagati 0,0800 g K-Na-tartarata i kvantitativno prenijeti u odmjernu tikvicu od 10 mL.

Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake deioniziranom vodom i promijesati.
e Reagens B: 0,5 % CuSO4 x 5 H20 u 1 % K-Na-tartaratu

Priprema: odvagati 0,0400 g bakrova (I1) sulfata pentrahidrata, kvantitativno prenijeti u odmjernu
tikvicu od 200 mL te nadopuniti tikvicu do oznake prethodno pripremljenom otopinom K-Na-

tartarata i promijesati.
e ReagensC

Priprema: reagens C se dobiva mijeSanjem reagensa B i reagensa A u omjeru 1:50. U staklenu

laboratorijsku bocu od 500 mL otpipetirati 350 mL reagensa A i 7 mL reagensa B te promijeSati.

e Standard govedeg serumskog albumina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

3.2. Metode rada

Eksperimentalni dio proveden je u Cetiri djela:

1. Ekstrakcija sekundarnih biljnih metabolita i proteina lista SeCerne repe, potpomognuta

visokonaponskim elektricnim praznjenjem
2. Toplinska ekstrakcija sekundarnih biljnih metabolita i proteina lista Secerne repe

3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih fenola, proteina, pH i elektri¢ne

vodljivosti ekstrakata
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4. Statisticka obrada podataka u ra¢unalnom programima STATGRAPHICS Centurion i Microsoft
Excel 365

3.2.1. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem

Ekstrakcija ukupnih fenola i proteina iz suhog lista Secerne repe provedena je primjenom
hladne plazme argona i duSika na uredaju za visokonaponsko elektri¢no praznjenje-plazma (IMP-
SSPG-1200; Impel grupa, Zagreb, Hrvatska). Kao otapalo pri ekstrakciji koriStena je deionizirana
voda. Tretman je proveden pri razliitim vrijednostima napona (20 kV i 25 kV) i vremenima

tretiranja od 3, 6 i 9 min uz frekvenciju 100 Hz (tablica 2 i 3).

Oznacavanje uzoraka:

Za tretman suhog lista plazmom argona, pripremljeno je 6 uzoraka oznacenih kraticom
LHA te im je pridodana broj¢ana oznaka (1-6) prema redu tretiranja (tablica 2). Za tretman lista
plazmom dusika, pripremljeno je takoder 6 uzoraka, ozna¢enih kraticom LHN te im je pridodana

broj¢ana oznaka (1-6) (tablica 3).

Konvencionalna toplinska ekstrakcija koriStena je kao kontrolna metoda te je provedena kako bi
se usporedila u¢inkovitost HVED ekstrakcije. Provedena je u istom otapalu (deionizirana voda) te
istom vremenu tretiranja (3, 6, 9 min). Uzorci koji su tretirani toplinskom ekstrakcijom u kupelji
pri 60 °C oznaceni su kraticom LDO te im je pridodana broj¢ana oznaka /3, /6, ili /9 s obzirom na

vrijeme toplinskog tretmana u minutama.
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Tablica 2. Prikaz parametara tretiranja uzoraka lista Se¢erne repe hladnom plazmom argona

UZORAK NAPON (kV) VRIJEME _ MASA (g)
TRETIRANJA (min)
LHAL 25 6 1,0006
LHA2 20 6 1,0004
LHA3 20 9 1,0009
LHA4 25 9 1,0008
LHA5 20 3 1,0001
LHAG6 25 3 1,0002

Tablica 3. Prikaz parametara tretiranja uzoraka lista Se¢erne repe hladnom plazmom dusika

UZORAK NAPON (kV) VRIJEME _ MAGSA (g)
TRETIRANJA (min)
LHN1 25 6 1,0005
LHN2 20 6 0,9994
LHN3 20 9 1,0009
LHN4 25 9 1,0002
LHN5 20 3 1,0009
LHN6 25 3 1,001
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Postupak ekstrakcije:

U plasticnu ladicu izvagano je 1 g (= 0,001 g) samljevenog suhog uzorka lista Se¢erne repe
te su uzorci preneseni u stakleni reaktor volumena 100 mL, u koju je menzurom dodano 50 mL
deionizirane vode. HVED ekstrakcija izvedena je Sarzno pomocu generatora IMP-SSPG-1200
(slika 3) koji stvara visoki napon, a ionizacijom plina (argona ili duSika) nastaje hladna
atmosferska plazma u uzorku. Reaktor za provedbu ekstrakcije, ima otvore, nacinjene od
silikonskog materijala koji omoguc¢uju jednostavnu montazu elektrode na vrhu i igle na dnu
reaktora. Kroz iglu je u sustav upuhivan plin protokom od 0,75 L/min koji je ioniziran pri naponu
od 20 ili 25 kV.

Tehnicki parametri plazma generatora (Slika 3) IMP-SSPG-1200:

e podesivost napona istosmjerne struje u podruc¢ju od 1 kV do 30 kV

e podesivost maksimalne istosmjerne struje 40 mA (30 kV)

e generiranje pravokutnih impulsa (Evrsto stanje) iz visokog napona istosmjerne struje
(max. 100 kHz)

¢ industrijski komunikacijski standardi RS485 MODBUS za proSirivost prema vanjskim
uredajima (analogni i digitalni I/O modul, senzori, pretvaraci)

e TCP/IP s web serverom za daljinsko upravljanje i parametriziranje

e napajanje 230 V, 50 Hz — gradska mreza

e ambijentalna temperatura od 5 °C do 40 °C, ambijentalna vlaznost od 10 % do 90 %

e forsirano zra¢no hladenje

Ekstrakti dobiveni HVED tretmanom, filtrirani su preko Blichnerovog lijevka u odsisnu bocu te
je sakupljeni filtrat prebacen u falcon epruvete za daljnje analize spektrofotometrijskog

odredivanja ukupnih proteina i ukupnih fenola.
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Slika 3. HVED i plazma generator IMP-SSPG-1200 (Impel grupa, Zagreb, Hrvatska)

3.2.2 Toplinska ekstrakcija

Toplinska ekstrakcija proteina i sekundarnih biljnih metabolita suhog lista Se¢erne repe,
provedena je upotrebom ultrazvuéne kupelji DT 100 H (35 kHz). U laboratorijske ¢ase od 250 mL
odvagano je 2 + 0,1000 g uzorka suhog lista $ecerne repe te je dodano 100 mL deionizirane vode.
Case su postavljene u kupelj te je nakon dostignute temperature od 60 °C mjereno vrijeme. Uzorci
su na zadanoj temperaturi ekstrahirani 3, 6 i 9 minuta nakon ¢ega su filtrirani preko Biichnerovog

lijevka. Sakupljeni filtrat prebacen je u falcon epruvete za daljnju analizu.

3.2.3. Odredivanje udjela ukupnih fenola

Metoda odredivanja ukupnih fenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji. Folin-
Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline. Ovaj reagens oksidira
fenoksid ion iz uzorka te se pritom reducira do plavo obojenih molibdenovih i volframovih oksida.
Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski, na 765 nm, dva sata nakon pocetka
reakcije. Intenzitet plavog obojenja direktno je proporcionalan udjelu polifenola u uzorku
(Singleton i Rossi, 1965).
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3.2.3.1. Postupak odredivanja ukupnih fenola

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 7,9 mL deionizirane vode, 0,1 mL uzorka, 0,5
mL Folin — Ciocaliteau reagensa (razrijedenog s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20 %-tne otopine
Na.COs. Tako pripremljeni uzorci pomijesani su vortex uredajem te ostavljeni 2 sata na sobnoj
temperaturi bez prisustva svjetlosti nakon ¢ega im je izmjerena apsorbancija plavog obojenja na
765 nm.

Slijepa proba je pripremljena na isti na¢in kao i uzorci, jedino je umjesto uzorka u epruvetu dodano

0,1 mL deionizirane vode.

3.2.3.2. Izrada bazdarenog dijagrama za odredivanje ukupnih fenola

Za bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije uzoraka o koncentraciji, treba iz osnovne
otopine standarda galne kiseline koncentracije 1000 mg/L pripremiti razrjedenja od 30, 50, 100,
150, 180 mg/L. Prethodno opisani postupak pripreme uzorka se ponavlja s razlikom da se u
reakcijsku smjesu dodaje 0,1 mL pripremljenih razrijedenih otopina galne kiseline. Apsorbancija
uzoraka izmjerena je spektofotometrijski na valnoj duljini od 765 nm. Bazdarni dijagram
konstruiran je pomocu programa LabSolutions UV-Vis (slika 4) pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije galne Kkiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije.

Koncentracija ukupnih fenola izracunata je dobivenom jednadZbom pravca:
y = 0,00107826x + 0,111618 (R? = 0,99929) [4]

gdje y predstavlja apsorbanciju pri 765 nm, x koncentraciju galne kiseline (mg/L) i R? koeficijent
determinacije. Koncentracija ukupnih fenola (mg/L GAE) u konacnici je izrazena s obzirom na

udio suhe tvari (mg /gs+v.) u listovima Secerne repe.
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Slika 4. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline

3.2.4. Odredivanje ukupnih proteina metodom po Lowry-u
Metoda po Lowry-u je kolorimetijska metoda kojom se odreduje koncentracija proteina u

otopini.
Temelji se na dvije reakcije:

1. tvorbi kompleksa iona bakra s peptidnim vezama (u alkalnim uvjetima Cu?* formira kompleks

s peptidnim vezama i pritom se reducira u Cu®)

2. redukciji Folin-Ciocalteau reagensa koji u reakciji sa aminokiselinskim ostatcima tirozina,

triptofana i cisteina tvori nestabilni produkt koji se zatim reducira do volfram i molibden okside.

Reakcijama se razvija plavo obojenje otopine koje je proporcionalno apsorbanciji te se mjeri na
valnoj duljini od 740 nm. (Waterborg i Matthews, 1984).

3.2.4.1. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih proteina
Pije postavljanja reakcije potrebno je pripremiti uzorke. Filtrati uzoraka su stavljeni u
centrifugu 20 minuta na 7830 o/min nakon ¢ega su razrijedeni s vodom 10 puta. Razrijedenije je

nuzno kako bi apsorbancija bila u linearnom podruc¢ju od 0-1. U staklene epruvete otpipetirano je
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0,8 mL uzorka i 4 ml reagensa C te su komponente pomijeSane vortexom. Nakon 10-15 minuta u
epruvete je naglo, uz mijesanje, dodano 0,4 mL prethodno razrijedenog Folin-Ciocalteau reagensa.
Slijepa proba je pripremljena na isti nacin s razlikom da je umjesto uzorka, u epruvetu dodana ista
koli¢ina deionizirane vode. Pripremljeni uzorci postavljeni su 40-60 minuta u zamracéeni prostor
kako bi doSlo do kolorimetrijske reakcije, odnosno razvitka plavog obojenja. Apsorbancija
uzoraka, pri valnoj duljini 740 nm, mjerena je na UV-VIS spektrofotometru UV-2600i, uz

programskom podrsku LabSolutions UV-Vis software-a.

3.2.4.2. Izrada bazdarenog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih proteina
Za odredivanje nepoznate koncentracije ukupnih proteina u uzorku treba konstruirati
bazdarni dijagram ovisnosti izmjerene apsorbancije o poznatoj koncentraciji standarda govedeg

serumskog albumina (engl. Bovine serum albumin, BSA).

3.2.4.3. 1zrada bazdarenog dijagrama za odredivanje ukupnih proteina

Za bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije uzoraka o koncentraciji ukupnih proteina,
treba iz osnovne otopine standarda govedeg serumskog albumina (engl. Bovine serum albumin,
BSA) koncentracije 200 mg/L pripremiti otopine poznate koncentracije: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08;
0,10 i 0,12 mg/mL. Prethodno opisani postupak pripreme uzorka se ponavlja s razlikom da se u
reakcijsku smjesu dodaje 0,8 mL pripremljenih otopina poznatih koncentracija BSA. Apsorbancija
uzoraka izmjerena je spektofotometrijski na valnoj duljini od 740 nm. Bazdarni dijagram
konstruiran je u programu LabSolutions UV-Vis (slika 5) pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije BSA(mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije. Koncentracija

ukupnih proteina izracunata je dobivenom jednadzbom pravca:
y = 2,87376x + 0,110804 (R? = 0,99235) [5]

gdje y predstavlja apsorbanciju pri 740 nm, x koncentraciju proteina (mg/L) i R? koeficijent
determinacije. Koncentracija ukupnih proteina (mg/L) u kona¢nici je izraZzena s obzirom na udio

suhe tvari (mg /gstv.) u listovima Secerne repe.
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Slika 5. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA

3.2.5. Odredivanje pH vrijednosti
Mjerenje pH vrijednosti u uzorcima provedeno je o¢itavanjem vrijednosti na pH — EC
metru HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska). Elektroda je uronjena u uzorak te

se pH-vrijednost ocitala nakon stabilizacije na ekranu uredaja.

3.2.6. Odredivanje elektricne vodljivosti
Elektri¢na vodljivost (mS/cm) uzorka mjerena je pH — EC metrom HI5521-02 (Hanna
Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska). Elektroda je uronjena u uzorak te je vrijednost na ekranu

o¢itana nakon stabilizacije.
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3.2.7. Odredivanje suhe tvari susenjem do konstantne mase

Suha tvar odredena je suSenjem uzorka u testnoj komori na 105 °C, do konstantne mase.
Odredivanje suhe tvari susenjem do konstantne mase temelji Se na uklanjanju vode iz uzorka
evaporacijom te se razlikom u masi uzorka prije i nakon susenja uzorka, izracunava udio suhe

tvari, prema jednadzbi:

suha tvar [%] = 22 x 100 [6]

mp—mg

*mo-masa prazne posudice, mi-masa posudice s uzorkom prije suSenja, my-masa posudice s uzorkom nakon susenja.

3.2.7.1. Postupak odredivanja suhe tvari susenjem do konstantne mase

Staklene posudice treba osusiti u testnoj komori na 105 °C te ohladiti u eksikatoru.
Osusenim i ohladenim posudicama odredi se masa s to¢nos$¢u od + 0,0002 g. U posudice izvaze se
2,5 g uzorka i stavi u testnu komoru na 105°C £ 0,5 °C sat vremena. Posudice s uzorkom potrebno
je nakon zavrSenog susenja, ohladiti u eksikatoru te izvagati. Postupak susenja, hladenja i vaganja
posudica s uzorcima, ponavlja se sve dok razlika dva uzastopna susenja, U razmaku od pola sata,
nije manja od 0,001 g. Udio suhe tvari uzorka suhog lista Secerne repe je 94,49 % (izracunato
prema jednadzbi [6]; mo= 37,1782 g, m1= 39,6784 g, mo= 39,5407 g).

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Za obradu podataka, dizajn eksperimenta i optimizaciju parametara HVED ekstrakcije,
koriSten je program STATGRAPHICS Centurion. Za utvrdivanje potencijalnih utjecaja ulaznih
(nezavisnih varijabli) na izlazne (zavisne varijable), primijenjen je faktorijalni dizajn s vise razina
utjecaja (Multilevel Factorial Design). Ulazne varijable eksperimenta su: napon (20 i 25 kV) i
vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 minuta). Izlazne varijable su udjeli ukupnih proteina (mg /gs.v.), udjeli
ukupnih fenola (mg/gsw.), pH 1 elektri¢na vodljivost (mS/cm). Obradom podataka u programu,
napravljeni su Pareto dijagrami koji grafi¢ki prikazuju statisticku znacajnost napona i vremena
tretiranja (ulaznih parametra) na ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektri¢nu vodljivost.
Takoder, provedene su analize varijanci za ukupne proteine, ukupne fenole, pH 1 elektricnu
vodljivost, a parametri imaju statisticki znacajan utjecaj ako je p < 0,05 (znacajno se razlikuju od

nule u intervalu pouzdanosti od 95,0 %). Odredene su i jednadzba regresije za izlazne varijable
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koje opisuju ponasanje polinoma dobivenog obradom rezultata ovisno o naponu i vremenu
tretiranja. Dijagram odzivne povrSine omogucuje zapazanje odgovora uslijed promjena u
eksperimentalnim parametrima te daje predvidanja za buduca istrazivanja. Optimizacijom uvjeta
odreden je napon i vrijeme tretiranja za postizanje maksimalnih izlaznih vrijednosti ukupnih

proteina i fenola, pH i elektricne vodljivosti.

Za obradu rezultata toplinskih ekstrakcija koriSten je program Microsoft Excel 365. Pomocu
ANOVA testa analize varijance, odredena je statisticka znacajnost utjecaja vremena tretiranja (3,
6 1 9 min) na izlazne vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH 1 elektri¢ne vodljivosti, uz

interval pouzdanosti od 95,0 %.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju, ispitivan je utjecaj visokonaponskog elektri¢nog praznjenja (HVED
ekstrakcije) na prinos ukupnih proteina i ukupnih fenola iz suhog lista Se¢erne repe. HVED-om je
tretirano ukupno 12 uzoraka (6 plazmom dusSika i 6 plazmom argona) u vremenskom periodu od
3, 6 1 9 minuta, a plazma je generirana pri 20 i 25 kV. Tijekom ove ekstrakcije ne dolazi do
povisenja temperature U sustavu, ¢ime je izbjegnuta degradacija termolabilnih spojeva. Provedena
je i toplinska ekstrakcija u trajanju 3, 6 i 9 minuta pri 60 °C kako bi se usporedila u¢inkovitost
HVED ekstrakcije.

Koncentracije ukupnih proteina i ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima, odredivane su
spektrofotometrijski, pri ¢emu su apsorbancije mjerene na 740 nm (za ukupne proteine) i 765 nm
(za ukupne fenole). Rezultati dobivenih koncentracija, izraZeni su s obzirom na suhu tvar uzorka
lista Secerne repe te su prikazani u tablicama kao srednja vrijednost dva paralelna mjerenja s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. U tablicama su takoder navedene pH vrijednosti i

elektri¢ne vodljivosti ekstrakata.

Za rezultate HVED-ekstrakcija, provedena je statisticka analiza u programu STATGRAPHIC
Centurion. Za utvrdivanje potencijalnih utjecaja ulaznih varijabli (napon i vrijeme tretiranja) na
izlazne (prinos ukupnih fenola i ukupnih proteina, pH i elektri¢na vodljivost), primijenjen je
faktorijalni dizajn s vise razina utjecaja. Rezultati statisticke analize prikazani su u obliku Pareto
dijagrama, MANOVA tablica, jednadzbe regresije, dijagrama odzivne povrSine i tablice
optimalnih vrijednosti.

Za statistiCku obradu rezultata toplinskih ekstrakcija koriSten je program Microsoft Excel 365 u
kojem je ANOVA testom odredena statisticka znaCajnost utjecaja vremena tretiranja na izlazne

vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH i elektri¢ne vodljivosti.
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4.1. Rezultati parametara dobivenih nakon HVED ekstrakcije

U tablici 4 prikazani su rezultati mjerenja ukupnih proteina i fenola, pH vrijednosti i

elektricna vodljivosti uzoraka LHN nakon provedene HVED ekstrakcije. pH vrijednost uzorka

prije tretmana je 6,678. Nakon tretmana, vrijednosti pH su u rasponu 6,602 (LHN1) do 6,678

(LHNS). Izmjerena vrijednost elektri¢éne vodljivost uzorka prije tretmana iznosila je 5,146 mS/cm
dok su vrijednosti nakon tretmana u rasponu od 3,593 mS/cm (LHN3) do 3,738 mS/cm (LHN2).

Izmjerene vrijednosti ukupnih proteina, izrazene s obzirom na suhu tvar lista, su u rasponu od

76,7277 £1,22 do 85,6704 + 2,38 mg/gs.tv.. Izmjereni udio ukupnih fenola u uzorcima je u rasponu

od 12,1159 + 0,52 do 14,0052 + 0,00 mg/g s1.. Najvisi prinosi ukupnih fenola i proteina izmjereni

su kod uzorka LHN4 koji je tretiran 9 minuta pri naponu od 25 kV.

Tablica 4. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i fenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti za

uzorke LHN
UZORAK | t(min) | U(kV) | pH | G(mS/cm) | UP (mg/gswv.) | UF(mg/gstv.)
LHN1 6 25 6,602 3,678 81, 1462 + 0,66 | 13,1219+ 0,15
LHN2 6 20 6,625 3,738 81,0404 +1,30 | 12,6311 + 0,15
LHN3 9 20 |6,632 3,593 81,2256 + 2,22 | 12,4839 + 0,39
LHN4 9 25 6,612 3,694 85,6704 + 2,38 | 14,0052 + 0,00
LHNS 3 20 6,678 3,657 77,5479 £0,56 | 12,1159 + 0,52
LHNG6 3 25 6,636 3,607 76,7277 £ 1,22 | 12,5330 + 0,05

* t-vrijeme tretmana; U- napon; G-elektri¢na vodljivost; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli

*Rezultati UP I UF izraZeni su kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, a udio suhe tvari uzorka

je 94,49 %
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U tablici 5 prikazani su rezultati mjerenja ukupnih proteina i fenola, pH vrijednosti i

elektricna vodljivosti uzoraka LHA nakon provedene HVED ekstrakcije. Izmjerena pH vrijednost

uzorka prije tretmana iznosila je 6,678. Nakon tretmana, vrijednosti pH su u rasponu 6,603 do

6,658. Izmjerena vrijednost elektricne vodljivost uzorka prije tretmana iznosila je 5,146 mS/cm

dok su vrijednosti nakon tretmana u rasponu od 3,533 mS/cm do 3,738 mS/cm. Izmjerene

vrijednosti ukupnih proteina izrazene s obzirom na suhu tvar lista, su u rasponu od 73,6851 + 0,19

do 85,2736 + 0,56 mg/gs.tv.. Izmjereni udio ukupnih fenola u uzorcima je u rasponu od 12,0667 +

0,27 do 13,7108 + 0,1 mg/gstv.. Najvisi prinos ukupnih proteina, izmjerena je kod uzorka LHA1,

koji je podvrgnut tretmanu HVED-om u trajanju 6 minuta i naponu od 25 KV. Najvisi prinos

ukupnih fenola izmjerena je kod uzorka LHAA4 Koji je tretiran 9 min pri naponu 25 kV.

Tablica 5. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i fenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti za

uzorak LHA
UZORAK | t(min) | U(kV) | pH |G (mS/cm) | UP(mg/gst.) | UF(MQ/gsty.)
LHA1 6 25 6,658 3,678 85,2736 + 0,56 | 13,3182 + 0,15
LHA2 6 20 |6,625 3,738 81,0890 + 1,71 | 12,6387 + 0,09
LHA3 9 20 6,571 3,710 82,7336 + 0,19 | 13,4408 + 0,12
LHA4 9 25 |6,611 3,690 85,0090 + 0,29 | 13,7108 + 0,10
LHAS 3 20 6,621 3,633 79,3206 + 1,01 | 12,8274 + 0,39
LHAG 3 25 |6,603 3,533 73,6851 + 0,19 | 12,0667 + 0,27

* t-vrijeme tretmana; U- napon; G-elektri¢na vodljivost; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli

*Rezultati UP I UF izrazeni su kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, a udio suhe tvari uzorka

je 94,49 %
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4.2. Rezultati ispitivanih svojstava nakon toplinske ekstrakcije

U tablici 6 prikazani su rezultati mjerenja ukupnih proteina i fenola, pH vrijednosti i
elektricna vodljivosti uzoraka LDO nakon provedene toplinske ekstrakcije. lzmjerena pH
vrijednost uzorka prije tretmana iznosila je 6,707. Nakon tretmana, vrijednosti pH su u rasponu
6,870 do 6,898. Izmjerena vrijednost elektricne vodljivost uzorka prije tretmana iznosila je 5,160
mS/cm dok su vrijednosti nakon tretmana u rasponu od 4,104 mS/cm do 5,113 mS/cm. Izmjerene
vrijednosti ukupnih proteina izrazen s obzirom na suhu tvar listova Se¢erne repe su u rasponu od
65,5096+ 1,01 do 74,1613 + 1,56 mg/gs.+v. lzmjereni udio ukupnih fenola u uzorcima je u rasponu
od 11,8435 £ 0,1 do 14,1036 + 0,15 mg/gs.v..

Prinosi ukupnih proteina i fenola se smanjuju u korelaciji s produljenjem trajanja tretmana, pa se
tako najviSe vrijednosti ukupnih proteina zabiljeZzene kod uzorka LDO0/3, a najnize kod uzorka
LDO/9. pH vrijednost uzoraka je neovisna o duljini toplinskog tretmana dok vrijednost izmjerene

elektri¢ne provodnosti blago opadaju u korelaciji s produljenjem trajanja toplinskog tretmana.

Tablica 6. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektricne vodljivosti

za uzorak LDO

UZORAK | t(min) | pH | G (mS/cm) | UP (mg/gst.) | UF (mg /gstv.)

LDO0/3 3 6,870 5,113 74,1613 +£1,56 | 14,1036 + 0,15
LDO/6 6 6,898 5,073 73,9496 + 1,93 | 13,9071 +0,1
LDO0/9 9 6,880 4,104 65,5096 + 1,01 | 11,8435+0,1

* t-vrijeme tretmana; U- napon; G-elektri¢na vodljivost; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli

*Rezultati UP I UF izrazeni su kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, a udio suhe tvari uzorka
je 94,49 %
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4.3. Usporedba rezultata provedenih ekstrakcija

4.3.1. Ukupni proteini

Ekstrakti tretiranim HVED-om, imaju veéi prinos ukupnih proteina u odnosu na uzorke
podvrgnute toplinskim tretmanu. Produljenje trajanja toplinskog tretmana rezultira padom prinosa
proteina; uzorku tretiranom na 60 °C 3 min (LDO0/3), izmjeren veéi udio proteina u usporedbi s
uzorkom tretiranim 9 minuta (LDO0/9). Proteini su termolabilni te na povisenim temperaturama
podlijezu agregaciji i denaturaciji. Posljedi¢no, dolazi do pada prinosa i negativnog utjecaja na

njihove funkcionalne karakteristike (Kiskini i sur., 2017).

Najvisi prinos proteina izmjeren je kod uzorka LHN4 (85,6704 + 2,38 mg/gs.v; uvjeti tretmana: 9
min i 25 kV). Ovakav rezultat je posljedica elektroporacije biljnog materijala (Boussetta i
Vorobiev, 2014), sto je dovelo do bolje ekstrakcije proteina u usporedbi s uzorcima koji su tretirani
krace vrijeme i s manjim naponom. Uzorku LHAA4, tretiranom pod istim uvjetima kao LHN4, uz

razliku radnog plina (argon), izmjeren je nesto manji prinos proteina.

Najveci prinos proteina, uzimajuci u obzir samo uzorke tretirane strujom argona, imao je uzorak
LHAL (uvjeti tretmana 6 min i 25 kV). Usporedbom ostalih rezultata prinosa UP u tablicama 4 i
5, ne mozZe se sa sigurno$c¢u zakljuciti koji je radni plin pokazao bolji performans u ekstrakciji
proteina iz lista SeCerne repe te je iz tog razloga, potrebno provodenje daljnjih istrazivanja

problematike.

Prema literaturnim podatcima, list Sec¢erne repe u suhoj tvari sadrzi 24,02 = 0.18 % proteina (Akytlz
i Ersus, 2022) a, prema istrazivanjima Tenorio i sur. (2017), sadrzi 15,5 + 1,7 %. Nadalje Lammens
i sur. (2012) utvrdili su udio proteina od 22,8 %. Ovakva varijacija udjela proteina u provedenim
studijama rezultat je razlike u fitokemijskoj kompoziciji uzoraka koja varira ovisno o sorti,
vremenu berbe, geografskom podrijetlu, klimi, karakteristikama tla, uvjetima rasta (plastenik,
polje) te primijenjenim gnojivima (Kiskini i sur. 2016). Takoder u studijama su koristene razlicite
metode za odredivanje proteina Sto dovodi do razlike u rezultatima. Ekstrakciju proteina moze
otezati ¢vrsta stani¢na stijenka (Rommi i sur., 2014) te u njoj prisutni pektini te fenolni spojevi
(Prigent i sur., 2007). Nadalje, kinoni nastali djelovanjem polifenol oksidaze, mogu kovalentnim

vezanjem na proteine nepogodno utjecati na njihovu ekstrakciju (Prigent i sur., 2007).
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Usporedbom dobivenih rezultata (prinos proteina ~8 % u suhoj tvari) s literaturnim podacima
mozeme Se zakljuc€iti da je HVED-om potpomognuta ekstrakcija nije najuéinkovitija metoda za
ekstrakciju proteina iz suhog lis¢a Secerne repe, no isto tako pokazuje bolje rezultate u odnosu na

konvencionalnu toplinsku ekstrakciju.

4.3.2. Ukupni fenoli

Najvisi izmjereni prinos ukupnih fenola (UF) zabiljezen je kod uzorka LDO/3 koji je
toplinski tretiran 3 minute na 60 °C. Uzorak tretiran pri istoj temperaturi 6 minuta, imao je nesto
manji prinos fenola dok je kod uzorka tretiranog 9 minuta izmjeren najnizi prinos fenola s obzirom
na sve tretirane uzorke. Fenolni spojevi su termolabilni (Antony i Farid, 2022). Stupanj njihove
termalne degradacije ovisi o vise faktora: primijenjenom ekstrakcijskom tretmanu, koristenom
otapalu, vremenu trajanja zagrijavanja, ekstrakcijskom okolisu, tipu uzorka, uvjetima cuvanja koji
prethode ekstrakciji i izlozenosti kisiku (Antony i Farid, 2022). Millard i Berset (1995) proucavali
Su ponasanje polifenola na visokim temperaturama te su utvrdili da se ne topljivi fenolni spojevi
oslobadaju kidanjem veza izmedu lignina i fenolnih kiselina. Nadalje, lignini se razgraduju pri
visokim temperaturama te dolazi do porasta prinosa fenolnih kiselina. Slijedi pad prinosa
polifenola tijekom ekstrakcije na visokoj temperaturi zbog njihove degradacije. Primjenom
konvencionalnih metoda ekstrakcije (ekstrakcija otapalima, Soxhlet ekstrakcija, maceracija),
najvisi prinosi UF zabiljezeni su na temperaturama od 60-80 °C. Na temperaturama iznad 80 °C,
prinos UF se smanjuje zbog degradacije uzrokovane povisenom temperaturom (Antony i Farid,
2022).

Prinos UF u svim HVED tretiranim uzorcima, nizi je u usporedbi s toplinski tretiranim uzorcima
LDO0/3 i LDO/6.

Najveci prinos UF kod HVED tretiranih uzoraka, izmjeren je kod LHN4 koji je tretiran 9 minuta
pri naponu od 25 kV. Uzorak tretiran pod istim uvjetima strujom argona, imao je za 0,2944 mg
gsv. (2,1 %) manji prinos UF. Dakle, pri navedenim uvjetima, dusik se pokazao kao neznatno
bolji radni plin. Medutim, na temelju dobivenih rezultata prikazanih u tablicama 4 i 5, ne mozemo

odrediti koji je radni plin pokazao bolji performans u ekstrakciji UF iz uzoraka.
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Dulje vrijeme i veéi primijenjeni napon HVED tretmana, pozitivno utjeCu na prinos UF u
ekstraktima, $to je posljedica elektroporacije tretiranog uzorka (Li i sur., 2019) (Bari$i¢ i sur.,
2020). Nutrizio i sur. (2020) proveli su istrazivanje u kojem su usporedivali komercijalnu i HVED
ekstrakciju UF na listu ruzmarina. Uzorci tretirani HVED-om pokazali su veci prinos UF. Struja

dusika, duZe vrijeme tretiranja i vis$i napon, rezultirali su boljim prinosom UF.

U usporedbi s proteinima, prinos fenola je nizi Sto je posljedica ne topljivosti odredenih fenolnih
spojeva u koriStenom otapalu vodi (Wink, 1997). Babbar i sur. (2014) proveli su istrazivanje u
kojem je usporedivana topivost UF vegetabilnog otpada u razli¢itim otapalima (metanolu, etil-
acetatu, kloroformu i n-heksanu). Zakljucili su da izbor ekstrakcijskog otapala, odnosno njegova

polarnost, uvelike utje¢u na udio UF u ekstraktima.

4.3.3.pH

HVED tretman doveo je do neznatnog pada pH vrijednosti ekstrakata. U nekoliko studija
ispitivan je utjecaj tretmana plazmom na pH hrane. Promjene pH pripisuju se interakciji plinova
(argona i dusika) s prisutnom vodom. Kod teku¢ih namjernica, plazma ima veéi utjecaj na
promjenu pH nego §to je to slucaj kod krutih namjernica gdje plazma utjeCe samo na povrSinski
prisutnu vodu te je formiranje kiselih spojeva ograni¢eno samo na povrSinski dio namjernice
(Pankaj i sur., 2018). Medutim, provedene su i studije u kojima nije zamijecen utjecaj tretmana
plazme na pH namirnice. Ovakvi kontradiktorni rezultati ukazuju na to da ucinci tretmana
plazmom na pH ovise o viSe faktora (puferski kapacitet, fizioloska aktivnost tkiva, razina oStec¢enja
membrane) (Pankaj i1 sur., 2018). Tijekom HVED tretmana, dolazi do oStecenja stanicne
membrane lista, djelovanjem udarnih valova. Posljedi¢no dolazi do ekstrakcije stani¢nog sadrzaja
te promjene pH. U istrazivanju kojeg su proveli Pankaj 1 sur. (2017) sok bijelog grozda nije
statisticki znacajno promijenio pH (p > 0,05) uslijed tretmana HVED-om u trajanju od 4 min. Pri
80 kV (pH smanjen za 0,08 jedinica). Promjena pH je, prema autoru, posljedica stvaranja
hidroksilnih radikala nastalih uslijed elektriénog praznjenja. U istrazivanju kojega su proveli
Dasan i Boyaci (2018) nisu zabiljezene znacajnije promjene pH vrijednosti u sokovima jabuke,

narance, viSnje 1 raj¢ice nakon obrade plazmom uslijed HVED tretmana.

Toplinski tretman rezultirao je neznatno ve¢om promjenom pH uzoraka u odnosu na HVED
(povecanje za 0,2 jedinice). Nije uocena promjena pH s produljenjem trajanja toplinskog tretmana.
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4.3.4. Elektri¢na vodljivost

Svi ekstrakti (LHA, LHN 1 LDO) pokazuju manju elektricnu vodljivost s obzirom na
kontrolu. Elektri¢na vodljivost otopine ovisi o viSe faktora: koncentraciji i prirodi iona,
temperaturi, prisutnosti necisto¢a, pH vrijednost i karakteristikama otapala (viskoznost,
dielektricna konstanta). Postoji viSe razloga zasto se vrijednost elektricne vodljivosti mijenja
nakon tretmana visokonaponskim elektricnim praznjenjem (Minea, 2019). Visokonaponsko
elektri¢no praznjenje moze izazvati razgradnju necistoc¢a, §to moze smanjiti koncentraciju ionskih
vrsta 1 smanjiti vodljivost otopine. Takoder dolazi do promjena pH vrijednost otopine, $to moze

utjecati na vodljivost (Akiyama i Akiyama 2021).

Kod uzoraka tretiranih HVED-om doslo je do veéeg smanjenja elektricne vodljivosti u odnosu na
toplinski tretirane uzorke. Povecanje voltaze s 20 na 25 kV, rezultiralo je neznatnim smanjenjem
vodljivosti veéine uzoraka tretiranih u istom vremenskom razdoblju. Do najveéeg smanjenja
elektricne vodljivosti doSlo je kod uzorka LHA6 (3 min, 25 kV) i to za 1,6 za mS/cm. Kod uzorka
LHN2 (6 min, 20 kV) doslo je do najmanje promjene elektricne vodljivosti (1,4 mS/cm s obzirom

na kontroluy).

Pankaj i sur. (2017) tretirali su sok bijelog grozda HVED-om pri ¢emu je takoder doslo do

neznatnog smanjenja elektri¢ne vodljivosti uzoraka tretiranih pri 80 kV u trajanju od 2 do 4 minute.

Uzorci koji su toplinski tretirani, imaju vecu elektri¢énu vodljivost u odnosu na HVED- tretirane

uzorke.
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4.4, Rezultati statisticke obrade podataka

4.4.1. Rezultati statisticke obrade i1 optimiranja parametra za uzorak LHN

4.4.1.1. Statisticka analiza ukupnih proteina
Iz Pareto dijagrama u prilogu 1, zakljucuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na prinos

ukupnih proteina LHN uzoraka.

U prilogu 2 tabli¢no su prikazani rezultati analize varijance za LHN uzorke. Primjenom ovakve
analize moguce je odrediti varijabilnost prinosa ukupnih proteina s obzirom na svaki parametar.
Takoder se testira statisticka znacajnost svakog parametra usporedbom srednjeg kvadrata s
procijenim eksperimentalne pogreske. Niti jedan od parametara (napon, vrijeme tretiranja,
interakcija napona i vremena tretiranja te kvadratna interakcija vremena tretiranja), nema p-
vrijednost manju od 0,05 $to zna¢i da nisu statisti¢ki znacajni. Koeficijent determinacije R?

pokazuje da ovakav model objasnjava 97,8613 % varijabilnosti ukupnih proteina.

R? statistika, prilagodena za stupnjeve slobode, pogodnija je za usporedbu vise nezavisnih varijabli
iznosi 89,3065 %. Standardna pogreska procjene pokazuje standardnu devijaciju odstupanja koja
iznosi 1,05091. Srednja apsolutna pogreska iznosi 0,404495 i predstavlja srednju vrijednost

odstupanja.

Durbin-Watson (DW) statistika utvrduje postoji li znacajna korelacija redoslijeda kojim se

pojavljuju odstupanja te iznosi 3,08333.

Iz obradenih rezultata dobivena je jednadzba regresije za ukupne proteine LHN uzoraka (prilog 3)
te je pomocu iste moguce predvidjeti izlazne vrijednosti proteina tijekom dizajniranja

eksperimenta.

Dijagram odzivne povrSine (prilog 4) omogucuje zapazanje odgovora uslijed promjena u

eksperimentalnim parametrima te omogucava predvidanje za buduca istrazivanja.

Optimalna vrijednost napona za postizanje maksimalnog prinosa ukupnih proteina je 25 kV, a
optimalno vrijeme trajanja tretiranja je 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih proteina za
LHA uzorke iznosi 85,3499 mg/gs.v..
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4.4.1.2. Statisticka analiza ukupnih fenola
Iz Pareto dijagrama u prilogu 1, zakljucuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na prinos

ukupnih fenola kod LHN uzoraka.

Rezultati analize varijance (prilog 2) LHN uzoraka za ukupne fenole, pokazuju da ulazni
parametri, napon i vrijeme tretiranja kao i njihove medusobne interakcije, nemaju statisticki

znacajan utjecaj na prinos (p > 0,05).

Optimalna vrijednost napona za postizanje maksimalnog prinosa ukupnih fenola je 25 kV, a
optimalno vrijeme tretiranja je 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih fenola za LHA

uzorke iznosi 13,9197 mg/gs.v.

4.4.1.3. Statisticka analiza pH vrijednosti
Iz Pareto dijagrama u prilogu 1, zakljucuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na pH

uzoraka LHN.

Rezultati analize varijance, pokazuju da ulazni parametri, napon i vrijeme tretiranja kao i njihove

interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj na prinos (p > 0,05).

Optimalna vrijednost pH je 6,67667, a postizu se kod napona od 25 kV i u vremenu tretiranja od

9 minuta.

4.4.1.4 Statisticka analiza elektricne vodljivosti
Iz Pareto dijagrama u prilogu 1., zakljuuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na

elektri¢nu vodljivost LHN uzoraka.

Rezultati analize varijance, LHN uzoraka za elektri¢nu vodljivost, pokazuju kako ulazni parametri,

napon i vrijeme tretiranja kao i njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj (p > 0,05).
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Optimalna vrijednost elektri¢ne vodljivosti je 3,71314 mS/cm . Rezultati optimizacije pokazali su
da je optimalna vrijednost napona, za postizanje maksimalne elektri¢ne vodljivosti, 20 kV i

vrijeme tretiranja od 5,31596 min.

4.4.2. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorak LHA

4.4.2.1. Statisticka analiza ukupnih proteina

Iz Pareto dijagrama u prilogu 6, zakljucuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na prinos
ukupnih proteina kod LHA uzoraka. U prilogu 7 tabli¢no su prikazani rezultati analize varijance
za LHA uzorke. Niti jedan parametara (napon, vrijeme tretiranja, interakcija napona i vremena
tretiranja te kvadratna interakcija vremena tretiranja), nema p-vrijednost manju od 0,05 $to znaci

da se znacajno ne razlikuju od 0 na razini pouzdanosti od 95,0 %.

Koeficijent determinacije, R? pokazuje da ovakav model objasnjava 65,4712 % varijabilnosti

ukupnih proteina.

Standardna pogreSka procjene pokazuje standardnu devijaciju odstupanja koja iznosi 6,29467.

Srednja apsolutna pogreska iznosi 2,42282 i predstavlja srednju vrijednost odstupanja.

Durbin-Watson (DW) statistika utvrduje postoji li znacajna korelacija redoslijeda kojim se

pojavljuju odstupanja te je njena vrijednost 3,08333.

Iz obradenih rezultata dobivena je jednadZzba regresije za ukupne proteine kod LHA uzoraka
(prilog 8) te je pomocu iste moguce predvidjeti izlazne vrijednosti proteina tijekom dizajniranja

eksperimenta.

Dijagram odzivne povrSine (prilog 9) omogucuje zapazanje odgovora uslijed promjena u
eksperimentalnim parametrima te omogucava predvidanje za buduca istrazivanja. Unatoc¢ tome §to
napon i vrijeme tretiranja nisu statisticki znacajni, na dijagramu se uo¢ava njihov utjecaj na porast
prinosa ukupnih proteina. Polinom optimizacije dobiven obradom rezultata za ukupne proteine

kod LHA uzoraka nalazi se u prilogu 9.
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Optimalna vrijednost napona za postizanje maksimalnog prinosa ukupnih proteina je 25 kV, a
optimalno vrijeme trajanja tretiranja je 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih proteina za
LHA uzorke iznosi 86,7582 mg/gs.v..

4.4.2.2. Statisticka analiza ukupnih fenola

Iz Pareto dijagrama u prilogu 6, zakljucuje se kako napon i vrijeme tretiranja, njihove interakcije
te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na prinos ukupnih
fenola kod LHA uzoraka (p > 0,05). Unato¢ tome $to napon i vrijeme tretiranja nisu statisticki
znacajni, na dijagramu odzivne povrSine, uocava Sse njihov utjecaj na porast prinosa ukupnih
fenola. Polinom optimizacije dobiven obradom rezultata za ukupne proteine LHA uzoraka nalazi

se u prilogu 9.

Optimalna vrijednost napona za postizanje maksimalnog prinosa ukupnih fenola je 25 kV, a
optimalno vrijeme trajanja tretiranja je 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih fenola za
LHA uzorke iznosi 13,7924 mg/gs.v..

4.4.2.3. Statisticka analiza pH vrijednosti

Iz Pareto dijagrama u prilogu 6, zakljucuje se kako napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znacajan utjecaj na pH
LHA uzoraka. Rezultati analize varijance takoder pokazuju da ulazni parametri, napon i vrijeme

tretiranja kao i njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj na pH (p > 0,05).

Optimalna vrijednost pH iznosi 6,64248, a postize se pri naponu od 25 kV i u vremenu tretiranja
od 6,21884 minuta.

4.4.2.4. Statisticka analiza elektricne vodljivosti
Iz Pareto dijagrama u prilogu 6, zakljucuje se da napon i vrijeme tretiranja, njihove
interakcije te kvadratna interakcija vremena tretiranja, nemaju statisticki znaCajan utjecaj na

elektri¢nu vodljivost LHA uzoraka.
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Rezultati analize varijance, LHA uzoraka za elektri¢nu vodljivost, pokazuju kako ulazni parametri,

napon i vrijeme tretiranja kao i njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj (p > 0,05).

Optimalna vrijednost elektri¢ne vodljivosti je 3,713 mS/cm . Rezultati optimizacije pokazali su da

je optimalna vrijednost napona 25 kV i vrijeme tretiranja od 9 min.
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4.5. Rezultati statisticke obrade podataka toplinskih ekstrakcija

Za obradu rezultata toplinskih ekstrakcija koriSten je program Microsoft Excel 365.
Pomo¢u ANOVA testa analize varijance, odredena je statisticka znacajnosSt utjecaja vremena
tretiranja (3, 6 1 9 min) na izlazne vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH i elektri¢ne

vodljivosti, uz interval pouzdanosti od 95,0 %.

ANOVA analiza LDO uzoraka, pokazala je statisticku znacajnost vremena tretiranja na prinos
ukupnih proteina i ukupnih fenola u ekstraktu (p < 0,05) (tablica 7). ANOVA analizom pH
vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti, dobivene p-vrijednosti su vece od 0,05 $to znaci da vrijeme

tretiranja nema statisticki znac¢ajan utjecaj na pH i elektri¢énu vodljivost LDO uzoraka.

Tablica 7. Statisticka znac¢ajnost vremena tretiranja za UP, UF, pH i G LDO uzoraka

p-vrijednost

UP | 0,000040105

UF [ 0,017828
pH | 0,637159
G |0,521724

*UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli, G-elektri¢na vodljivost

*Utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05, statisti¢ki znacajne vrijednosti su oznacene crveno
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5. ZAKLJUCCI

Obrada rezultata istrazivanja dovela je do slijedecih zakljucaka:

1. Ekstrakcija proteina i sekundarnih biljnih metabolita iz suhog lis¢a Secerne repe, uspjesno
je provedena visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem.

2. HVED potpomognutom ekstrakcijom, dobiven je 13,6 % veci prinos ukupnih proteina u
odnosu na konvencionalnu metodu ekstrakcije. Najve¢i prinos ukupnih proteina od
85,6704 + 2,38 mg/gs.v.. Zabiljezen je u uzorku LHN4 (radni plin dusik, uvjeti: 9 min, 25
kV).

3. HVED potpomognutom ekstrakcijom postignuti su 8,5 % manji prinosi ukupnih fenola u
odnosu na konvencionalnu metodu ekstrakciju. Najveéi prinos ukupnih fenola od 14,1036
+ 0,15 mg /gs1v. zabiljezen je u LDO/3 uzorku (uvjeti: 60 °C, 3 min).

4. HVED tretman doveo je do vecih promjena elektri¢ne vodljivosti i pH vrijednosti uzoraka,
u odnosu na konvencionalnu metodu ekstrakciju.

5. Statistickom obradom podataka, utvrdeno je kako napon i vrijeme tretiranja nemaju
statistiCki znacajan utjecaj (p > 0,05) na prinos ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH i
elektri¢nu vodljivost HVED tretiranih uzoraka.

6. Statistickom obradom podataka, utvrden je statisti¢ki znacajan utjecaj (p < 0,05) vremena

tretiranja na prinos ukupnih proteina i ukupnih fenola u toplinski tretiranim uzorcima.
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PRILOZI

Prilog 1.

Standardizirani Pareto dijagrami za uzorak LHN. Prikazuju statisticku zna¢ajnost napona i
vremena tretiranja (ulazni parametri) na ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektricnu

vodljivost. Plava linija predstavlja krajnju vrijednost statisticke znacajnosti utjecaja.
AB- interakcija napona i vremena tretiranja

BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za ukupne proteine

B:Vrijeme tretiranja E +
AB
A: Napon
BB l

0 3 6 9 12 15
Standardizirani u¢inak



A: Napon
B: Vrijeme tretiranja
AB

BB

B: Vrijeme tretiranja

A: Napon

BB

AB

Standardizirani Pareto dijagram za ukupne fenole

Standardizirani u¢inak

0 3 6 9 12 15
Standardizirani uc€inak
Standardizirani Pareto dijagram za pH
0 3 6 9 12 15



Standardizirani Pareto dijagram za elektri¢nu vodljivost

1+
o8 . -

AB

B: Vrijeme tretiranja :|

A: Napon

0 3 6 9 12 15
Standardizirani u¢inak



Prilog 2.

Tablice analize varijanci za ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektricnu vodljivost uzorka

LHN
Analiza varijance za ukupne proteine
: o Srednja
Izvor Zbroj Stupnjevi vrijednost F-omjer P-vrijednost
kvadrata slobode
kvadrata
A:Napon 2,26976 1 2,26976 2,06 0,3878
B:Vrijeme 40,174 1 40,174 36,38 0,1046
tretiranja
AB 7,09672 1 7,09672 6,43 0,2392
BB 0,994261 1 0,994261 0,90 0,5167
Ukupna 1,10441 1 1,10441 - -
pogreska
Ukupno 51,6392 5 : : :
(korelacija)

R?= 97,8613 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 89,3065 %
Standardna pogreska procjene = 1,05091
Srednja apsolutna pogreska= 0,404495
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,75

Analiza varijance za ukupne fenole

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja : .
Izvor vrijednost F-omjer P-vrijednost
kvadrata slobode
kvadrata
A:Napon 0,977589 1 0,977589 11,92 0,1795
B:Vrijeme | g55357 1 0,855357 1043 0,1912
tretmana
AB 0,310387 1 0,310387 3,78 0,3023
BB 0,0138419 1 0,0138419 0,17 0,7518
Ukupna 0,0820135 1 0,0820135 i i
pogreska
Ukupno
(korelacija) 2,23919 5 i i i

R? = 96,3374 %




R? (prilagodeno za stupnnjeve slobode) = 81,6868 %

Standardna pogreska procjene = 0,28638
Srednja apsolutna pogreska = 0,110228
Durbin-Watson statatistika = 3,08333
Lag 1 residualna autokorelacija= -0,75

Analiza varijance za pH

Stupnevi Srednja
Izvor Zbroj kvadrata D vrijednost F-omjer P-vrijednost
slobode
kvadrata
A:Napon 0,00120417 1 0,00120417 56,45 0,0842
B:Vrijeme | 501225 1 0,001225 57,42 0,0835
tretiranja
AB 0,000121 1 0,000121 5,67 0,2531
BB 0,000901333 1 0,000901333 42,25 0,0972
ukupna | 4 5000213333 1 0,0000213333 . .
pogreska
Ukupno(korela) - 50347283 5 . . :
cija)
R?=99,3857 %
R? (prilagoden za stupnjeve slobode) = 96,9285 %
Standardna pogreska procjene= 0,0046188
Srednja apsolutna pogreska= 0,00177778
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorekcija = -0,75
Analiza varijanci za elektri¢nu vodljivost
Stupnjevi Srednja
Izvor Zbroj kvadrata pnJ vrijednost F-omjer P-vrijednost
slobode
kvadrata
A:Napon 0,0000135 1 0,0000135 0,01 0,9527
B:Vrijeme 14 10013225 1 0,00013225 0,05 0,8543
tretiranja
AB 0,00570025 1 0,00570025 2,34 0,3686
BB 0,00658008 1 0,00658008 2,70 0,3480
Jkupna | 4 50243675 1 0,00243675 . .
pogreska
kupno 1 0148628 5 . . :

(korelacija)




R? = 83,6051%

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 18,0254%
Standardna pogreska procijene= 0,0493634
Srednja apsolutna pogreska= 0,019
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,75



Prilog 3.

Jednadzbe regresije za ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektri¢nu vodljivost uzorka LHN;

UP-ukupni proteini; UF- ukupni fenoli; G-¢elektri¢na vodljivost; U-napon; T-vrijeme tretiranja.

JednadZba regresije za ukupne proteine
UP = 89,745 — 0,819565-U — 1,78819-T + 0,177598-U T — 0,0959485 - T2

JednadZba regresije za ukupne fenole
UF = 12,9258 — 0,0613904-U — 0,54569-T + 0,0371416-U-T — 0,011321 - T*?

JednadZzba regresije za pH
pH = 6,979 — 0,0100667-U — 0,057 -T + 0,000733333-U-T + 0,00288889 - T'>

JednadZba regresije za elektri¢nu vodljivost
G = 4,1085 — 0,0308-U — 0,0176667 - T + 0,00503333-U - T — 0,00780556 - T?



Prilog 4.

Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrSine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH 1 elektricnu
vodljivost uzorka LHN. UP-ukupni proteini; UF- ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; U-

napon; t-vrijeme tretiranja.

Odzivna povrsina

86
UP (m tve
(mg/gsw.) 84 2

82 77 ///_/ /
80
78
76

56
20 21 22 23 34 T (min)

U (kV)

25

Odzivna povrsina

14 =
13,6
13,2
12,8
12,4

UF (mg/gs.v)




Odzivna povrsina

pH

Odzivna povrsina

3,74

3,7

3,66

G (mS/cm) 3,62
3,58

3,54

3,5

U (kV)



Prilog 5.

Optimizacija ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih

fenola, pH i elektri¢ne vodljivosti za uzorak LHN.

Cilj: maksimizirati vrijednosti izlaznih parametara

Rezultati optimizacije za UP

Optimalna vrijednost = 85,3499 mg/g sv.

Eaktor Ng_jmanja 1\_7_ajvi§a Op_pmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 30 90 90
tretiranja ' ' '
Rezultati optimizacije za UF
Optimalna vrijednost = 13,9197 mg/g s
Eaktor Ng_jmanja quveca Op_pmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 30 9.0 9.0
tretiranja ' ' '
Rezultati optimizacije za pH
Optimalna vrijednost = 6,67667
Eaktor Ng_jmanja ]\{c_zjveca Oppmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 20,0
Vrijeme 30 90 30
tretiranja ' ' '




Rezultati optimizacije za elektri¢nu vodljivost

Optimalna vrijednost = 3,71314 mS/cm

Eaktor Nq_jman ja quveca Opgmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 20,0
Vrijeme 3,0 9,0 5,31596
tretiranja




Prilog 6.

Standardizirani Pareto dijagrami za uzorak LHA. Prikazuju statisticku znacajnost napona i
vremena tretiranja (ulazni parametri) na ukupne proteine, ukupne fenole, pH 1 elektricnu

vodljivost. Plava linija predstavlja krajnju vrijednost statistiCke znacajnosti utjecaja.
AB- interakcija napona i vremena tretiranja

BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za ukupne proteine

B:Vrijeme tretiranja E +
AB :|
A:Napon :|
BB
0 3 6 o 12 15
Standardizirani ucinak
Standardizirani Pareto dijagram za ukupne fenole
B: vrijeme tretmana 1+
-
AB
BB I
A: Napon I
0 3 6 o 12 15

Standardizirani u¢inak



Standardizirani Pareto dijagram za elektri¢nu vodljivost

B:Vrijeme trtiranja E +
AB :|
A:Napon I
BB ﬂ
0 3 6 9 12 15
Standardizirani u¢inak
Standardizirani Pareto dijagram za pH
I+
A:Napon
P D -
B:Vrijeme tretiranja I
0 3 6 9 12 15

Standardiziran ucéinak



Prilog 7.

Tablice analize varijanci (MANOVA) za ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektri¢nu

vodljivost uzorka LHA

Analiza varijance za ukupne proteine

Stupnjevi Srednja
Izvor Zbroj kvadrata vrijednost F-omjer P-vrijednost
slobode
kvadrata
A:Napon 5,72705 1 5,72705 0,14 0,7687
B:Vrijeme 53,4166 1 53,4166 1,35 0,4526
tretiranja
AB 15,698 1 15,698 0,40 0,6424
BB 0,288816 1 0,288816 0,01 0,9458
Ukupna 39,6229 1 39,6229
pogreska
Ukupno
(korelacija) 114,753 S

R? = 65,4712 %
R%(prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %
Standardna pogreska procjene = 6,29467
Srednja apsolutna pogreska = 2,42282
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,75

Analiza varijance za ukupne fenole

Stupani Srednja
Izvor Zbroj kvadrata pan vrijednost F-omjer P-vrijednost
slobode
kvadrata
A:Napon 0,00543597 1 0,00543597 0,05 0,8562
B:Vrijeme 1,25229 1 1,25229 12,17 0,1777
tretiranja
AB 0,26669 1 0,26669 2,59 0,3538
BB 0,0301373 1 0,0301373 0,29 0,6842
Ukupna 0,102872 1 0,102872
pogreska
Ukupno
(korelacija) 1,65742 >




R?=93,7932 %
R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 68,9661 %
Standardna pogreska procjene = 0,320737
Srednja apsolutna pogreska = 0,123452
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija= -0,75

Analiza varijance za pH

. Stupnjevi S_r_ednja . "
Izvor Zbroj kvadrata vrijednost F-omjer P-vrijednost
slobode
kvadrata
A:Napon 0,00106667 1 0,00106667 1,45 0,4413
B:vrijeme 14 400441 1 0,000441 0,60 0,5807
tretiranja
AB 0,000841 1 0,000841 1,14 0,4789
BB 0,00100833 1 0,00100833 1,37 0,4502
Ukupna | 4 500736333 1 0,000736333
pogreska
Ukupno 1 50409333 5
(korelacija)
R?=182,0114 %
R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 10,057 %
Standardna pogreska procijene = 0,0271355
Srednja apsolutna pogreska = 0,0104444
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,75
Analiza varijance za elektri¢nu vodljivost
o Srednja
Izvor Zbroj kvadrata Stupnjevi vrijednjost F-omjer ..P'
slobode K vrrijednost
vadrata
A:Napon 0,000294 1 0,000294 0,05 0,8651
B:Vrijeme tretiranja 0,013689 1 0,013689 2,16 0,3806
AB 0,0016 1 0,0016 0,25 0,7038
BB 0,00000833333 1 0,00000833333| 0,00 0,9769
Ukupna pogreska 0,006348 1 0,006348
Ukupno (korelacija) 0,0219393 5

R? = 71,0657 %




R%(prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %
Standardna pogreska procijene= 0,0796743
Srednja apsolutna pogreska = 0,0306667
Durbin-Watson statistika = 3,08333
Lag 1 rezidualna autokorelacija= -0,75

Prilog 8.

JednadZzbe regresije za ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektri¢nu vodljivost uzorka LHA,
UP-ukupni proteini; UF- ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; U-napon; T-vrijeme tretiranja.
JednadZba regresije za ukupne proteine

UP = 98,3066 — 1,19403-U — 4,10443-T + 0,264138-U-T — 0,0517129 -T2

JednadZba regresije za ukupne fenole
UF = 16,3533 — 0,218608-U — 0,387665 T + 0,0344281-U-T — 0,0167048 - T?

JednadZzba regresije za pH
pH = 6,681 — 0,00626667-U — 0,0103333-T + 0,00193333-V -T — 0,00305556
-T2

JednadZba regresije za elektri¢nu vodljivost
G = 3,955 — 0,0188-U — 0,0438333-T + 0,00266667-U-T + 0,000277778 - T?



Prilog 9.

Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrSine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH i elektricnu
vodljivost uzorka LHA. UP-ukupni proteini; UF- ukupni fenoli; G-elektri¢éna vodljivost; U-

napon; t-vrijeme tretiranja.

Odzivna povrsina

13,8 =
13,5
13,2
12,9
12,6
12,3

UF (mg/g s.tv.)

Odzivna povrsina

87
UP(mg/g su.) 85
83
81
79
77
75

U (kV)



Odzivna povrsina

6.66 4 ;

6,64 | )

. TR

6,6 I '

6,58 | 789
6,56 ] 26!

20 21 34 t (min)

22 23 24
25
U (kV)

Odzivna povrsina

G(mS/cm)
3,74

3,7
3,66
3,62
3,58
3,54

3,5

2




Prilog 10.

Optimizacija ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih

fenola, pH 1 elektri¢ne vodljivosti za uzorak LHN.
Cilj: maksimizirati vrijednosti izlaznih parametara.

Rezultati optimizacije za UP
Optimalna vrijednost = 86,7582 mg/g s.v.

Eaktor Nq_jmanja Nc_zjveca Oppmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 30 90 90
tretiranja ' ' '

Rezultati optimizacije za UF

Optimalna vrijednost = 13,7924 mg/g sv.

Eaktor Ng_jmanja quveca Op_pmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 3,0 9,0 9,0
tretiranja
Rezultati optimizacije za pH
Optimalna vrijednost = 6,64248
Eaktor Ng_jmanja quveca Op_pmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 3,0 9,0 6,21884
tretiranja

Rezultati optimizacije za elektricnu vodljivost

Optimalna vrijednost= 3,713 mS/cm

Eaktor Nr?qmanja N_c_ljveca Oppmalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Napon 20,0 25,0 25,0
Vrijeme 30 90 90
tretiranja ’ ’ ’




IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja EMA RITOSA izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruéni potpis



