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1. UVOD

Raj¢ica spada medu povrée koje se najces¢e uzgaja i konzumira na svjetskoj razini.
Tijekom njene prerade u razli¢ite prehrambene proizvode dolazi do nastanka znac¢ajne koli¢ine
nusproizvoda koji se zajednickim imenom nazivaju komina rajc¢ice (Abbassi i sur., 2021).
Komina rajcice sastoji se od kore i sjemenki te predstavlja izniman problem za industriju zbog
nedovoljno u¢inkovitih na¢ina upravljanja otpadom. Kako bi se smanjilo onecis¢enje okolisa,
potaknulo recikliranje 1 povecao prihod industrije, potrebno je usvojiti nove nacine
iskoriStavanja nusproizvoda (Fernando i sur., 2021). Stoga se razvija inovativni koncept odrzive
proizvodnje koja se temelji na ekoloski prihvatljivoj upotrebi prehrambenog otpada kao

sirovine za nove proizvode (Farcas i sur., 2022).

Kora raj¢ice predstavlja potencijal za prehrambenu industriju jer sadrzi mnoge
bioaktivne komponente koje imaju povoljan utjecaj na zdravlje Covjeka poput karotenoida,
vitamina, vlakana, proteina i fenolnih spojeva (Kumar i sur., 2021). Iako se bioloski znacaj
rajcice najvise vezuje uz prisustvo karotenoida, danas se sve vise istrazuju fenolni spojevi zbog
njihovih antioksidativnih, antimutagenih i citotoksi¢nih svojstava (Perea-Dominguez i sur.,

2018).

Prinos fenolnih komponenti iz kore rajéice moze se poboljsati pravilnim izborom
ekstrakcijskog postupka. Pritom je vazno da ekstrakcijski postupak ne naruSava stabilnost
fenolnih spojeva te da se upotrebljavaju otapala sigurna za ljudsku potrosnju (Arrudaa i sur.,
2019). Toplinskim tretiranjem moze se produljiti rok valjanosti proizvoda od rajéice, ali tada
postoji opasnost od naruSavanja njihove nutritivne i senzorske kvalitete tijekom skladiStenja
(Jadhav i sur., 2021; Vallverdu-Queralt i sur., 2011b). Smanjenje toplinske degradacije postize
se upotrebom netoplinskih postupaka, a kao odrziva alternativa predlaze se ekstrakcija

potpomognuta ultrazvukom (Medina-Torres i sur., 2017).

Cilj ovog diplomskog rada je usporediti utjecaj netoplinskog tretmana ultrazvukom
visokog intenziteta i konvencionalnog tretmana (pomocu ultrazvuéne kupelji) na prinos
ukupnih fenola iz suhe kore raj¢ice uz utvrdivanje ukupne snage za vrijeme netoplinskog
tretmana. Takoder je pracena i stabilnost fenolnih spojeva tijekom skladiStenja kako bi se
ustanovila promjena u kvaliteti proizvoda. Optimizacija ekstrakcijskih parametara provedena

je za oba postupka s ciljem povecanja prinosa i smanjenja troSkova analize.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.  ODRZIVO UPRAVLJANJE OTPADOM

Porast broja stanovnika, konkurentnost na trziStu i klimatske promjene u danasnje su
vrijeme glavni razlozi koji dovode do neodrzive upotrebe prirodnih resursa i na taj nacin utjecu
na promjene u proizvodnji hrane (Imbert, 2017). Prema podacima Organizacije za prehranu i
poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAQ)
procijenjeno je da se jedna trecina hrane proizvedene na svijetu (1,3 milijardi tona) godisSnje
odbacuje tijekom proizvodnog postupka ili zavrSava kao otpad. Od toga se 14 % jestivih
dijelova hrane gubi u fazama od berbe do distribucije u maloprodajne centre, a 17 % otpada

nastaje na razini maloprodaje i kuc¢anstva (FAO, 2023).

Najzastupljenija kategorija je otpad nastao iz industrije voca i povréa koji obuhvaca
jestive ili nejestive dijelove voca i povréa odbacene tijekom prerade, distribucije i konzumacije.
U zemljama u razvoju najviSe otpada voca 1 povréa nastaje zbog nedovoljnog kapaciteta
skladiStenja i transporta. S druge strane, u industrijaliziranim zemljama najveca koli¢ina otpada
voca i povréa stvara se u maloprodaji radi postavljenih standarda kvalitete i u kué¢anstvu kao
posljedica ponasanja potrosaca (Esparza i sur., 2020; Coman i sur., 2019). U industriji voca i
povrca tijekom prerade se stvara priblizno 25 — 30 % otpada sastavljenog od lis¢a, korijenja,
gomolja, kore i1 sjemenki. Razgradnja otpada na odlagaliStima dovodi do otpuStanja Stetnih
staklenickih plinova, zagadenja podzemnih voda i1 promjene kvalitete tla zbog cega
nusproizvodi predstavljaju znacajan ekoloski problem. Uz to, tijekom industrijske prerade voca
1 povréa osim krutog otpada nastaje i velika koli¢ina otpadnih voda koje takoder zahtijevaju

prikladno upravljanje (Nayak i sur., 2019; Sagar i sur., 2018).

Prema sadaSnjoj hijerarhiji upravljanja otpadom najpoZzeljnija opcija je sprjeCavanje
nastajanja otpada zbog povoljnog utjecaja na okolis, ali se takoder smatra i najviSe izazovnom
opcijom zbog ekonomskih i tehnoloskih ogranicenja. Nakon toga slijede aktivnosti ponovne
upotrebe hrane u obliku donacije i aktivnosti recikliranja poput proizvodnje hrane za Zivotinje
ili kompostiranja. Kada nije moguce primijeniti navedene aktivnosti, upravljanje otpadom dijeli

se na metode valorizacije i metode odlaganja koje su prikazane u tablici 1 (Imbert, 2017).



Tablica 1. Metode upravljanja otpadom (prema Esparza i sur., 2020; Imbert, 2017)

Metode oporavka (valorizacija) Metode odlaganja (konvencionalne metode)
Biorafinerija Pretvorba otpada u Spaljivanje bez Kontrolirano izgaranje
biomaterijale (npr. oporavka energije | otpada radi smanjenja

bioplastika) krute tvari

Anaerobna | Proizvodnja obnovljive | Odlagalista otpada | Postrojenja dizajnirana
digestija energije u odsustvu za odlaganje otpada

kisika (npr. metan)

Spaljivanje Kontrolirano izgaranje | Obrada otpadnih | Ispiranje ostataka hrane
otpada radi dobivanja voda u kanalizaciju iliu
energije postrojenje namijenjeno

za tretiranje otpadne

vode
Ekstrakcija | Valorizacija bioaktivnih Odbacivanje Otpad se odbacuje na
komponenti kopnu ili u more

Otpad voca i povréa predstavlja potencijal za valorizaciju jer sadrzi vrijedne bioaktivne
komponente koje se mogu oporabiti pomo¢u postupka ekstrakcije. Konvencionalna ekstrakcija
otapalima najcesce se upotrebljava zbog jednostavnosti i niskih troskova, no ima i nekoliko
nedostataka kao $to su dugo vrijeme tretiranja, niska selektivnost i potreba za velikim
volumenima otapala. Kako bi se poboljSao prinos ciljane komponente i sprijecio gubitak
funkcionalnih svojstava krajnjeg proizvoda, danas se uvode nove tehnologije poput ultrazvu¢ne
ekstrakcije ili ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (Esparza i sur., 2020; Coman i sur.,
2019).

2.2. RAJCICA

2.2.1. Osnovne znacajke biljke 1 kemijski sastav

Rajc¢ica je plod biljke Solanum lycopersicum L. iz obitelji Solanaceae i uzgaja se u
podruc¢ju umjerene klime diljem svijeta (Madia i sur., 2021). Prema podacima iz FAOSTATA,
u 2021. godini je na svijetu proizvedeno 189 133 955 tona raj¢icana 5 167 388 hektara povrSine
(FAOSTAT, 2023).



Plodovi rajcice razlikuju se po boji (crvena, Zuta, ljubicasta, zelena), obliku (ovalan ili
sferican) i veli¢ini (1,5 — 7,5 cm) (Laranjeira i sur., 2022). Boja ploda mijenja se pod utjecajem
razli¢itih karotenoida ovisno o fazi zrelosti. U ranoj fazi plod je zelene boje nastale od klorofila,
a sazrijevanjem mijenja boju od Zute prema narancéastoj zbog prisutnosti beta-karotena. U fazi
potpune zrelosti plod rajéice crvene je boje zbog utjecaja likopena (Ademosun i sur., 2021).

Prosjecan kemijski sastav rajCice prikazan je u tablici 2 (Ali i sur., 2021).

Tablica 2. Prosjecan kemijski sastav raj¢ice (prema Ali i sur., 2021)

Parametar Vrijednost
Energija (kcal/100 g) 34,67 + 18,74
Pepeo (%) 8,75+ 1,69
Vlaga (g/100 g) 91,18 + 6,83
Ukupni proteini (g/100 g) 17,71 £5,40
Masti (g/100 g) 4,96 +1,19
Ugljikohidrati (g/100 g) 5,96 + 1,37
Ukupni seceri (g/100 g) 50,60 =+ 3,69
pH 3,83+ 0,21
Kiselost (%) 0,48 + 0,07
Reduciraju¢i seceri (%) 35,84 + 4,57
Fruktoza (%) 2,88 + 0,49
Glukoza (%) 2,45 + 0,48
Saharoza (%) 0,02 +0,05
Ukupna vlakna (g/100 g) 11,44 £9,31

Osim navedenog, raj¢ica predstavlja i dobar izvor minerala koji su vazni za mnoge
tjelesne funkcije. U rajici je identificirano 23 minerala, a od toga su najzastupljeniji
makrominerali kalij (403,02 + 254,41 mg/100 g), fosfor (300,99 + 32,12 mg/100 g) i magnezij
(172,58 + 58,92 mg/100 g). Od ostalih minerala zastupljeni su krom (193,80 + 133,80 ug/100
g), aluminij (1241,38 + 0,00 ng/100 g) i fluor (413,79 + 0,00 ng/100 g). Bogat vitaminski sastav
takoder obiljezava rajCicu, a najprisutniji su vitamin C (36,16 = 29,64 mg/100 g). B9 (14,00 +
1,00 mg/100 g), vitamin A (614,44 + 248,18 1U/100 g), vitamin E (15,08 = 1,06 ng/100 g) i
vitamin K (98,28 + 0,00 png/100 g). Najzastupljenije masne kiseline su polinezasi¢ene masne

kiseline (57,55 + 23,51 g/100 g), a od esencijalnih masnih kiselina naj¢es¢a je linolna kiselina



(49,40 £ 4,16 g/100 g). U rajcici je identificirano 17 aminokiselina, a od toga je najvisa razina
glutamata (10,13 + 4,44 g/100 g proteina). Esencijalne aminokiseline u prosjeku ¢ine 39,75 %
ukupnih proteina u raj¢ici i medu njima je naj¢esca aminokiselina leucin (2,80 + 2,28 g/100 g
proteina). Vazno je napomenuti da raj¢ica sadrzi i znacajne koli¢ine karotenoida koji imaju
funkciju antioksidansa. Medu njima su najzastupljeniji likopen (8002,50 + 243.54 ug/100 g) i
B-karoten (9942,16 + 264,74 ug/100 g). Antioksidativna aktivnost pripisuje se i sterolima ¢ija
ukupna koli¢ina u raj¢ici iznosi 1283,25 + 239.39 mg/kg, a glavni identificirani steroli su -

sitosterol (720.00 = 175.64 mg/kg) i stigmasterol (387,50 & 88,71 mg/kg) (Ali i sur., 2021).

2.2.2. Obrada nusproizvoda rajcice

Rajcice se mogu konzumirati u svjezem obliku ili se preraduju u umake, konzervirane
raj¢ice, sokove i ketchup. Industrijskom obradom rajéice posljedi¢no dolazi do gubitka 5 — 30
% materijala koji se naziva komina rajc¢ice (Abbassi 1 sur., 2021; Kumar 1 sur., 2021). Na
svjetskoj razini godiSnje nastaje izmedu 5,4 1 9,0 milijuna tona komine raj¢ice koja se sastoji
od priblizno 33 % sjemenki, 27 % kore i 40 % pulpe (Abbassi i sur., 2021; Madia i sur., 2021,
Coman i sur., 2019).

Glavni problem industrije prerade raj¢ice je prihvatljivo upravljanje otpadom zbog
negativnog utjecaja na okoli§ (Coman 1 sur., 2019). Iako se nusproizvodi rajéice uglavnom
upotrebljavaju u obliku hrane za Zivotinje ili komposta, u novije vrijeme razmatra se njihova
primjena kao sirovina u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Trombino i sur., 2021; Perea-
Dominguez 1 sur., 2018). Naime, komina rajice je izvor bioaktivnih komponenti poput
polifenola, karotenoida, vlakana, proteina i pigmenata pa stoga predstavlja potencijal za
stvaranje ekonomske dobiti (Abbassi i sur., 2021, Madia i sur., 2021). Nusproizvodi rajcice
mogu se podvrgnuti postupku ekstrakcije bioaktivnih komponenti koje se upotrebljavaju u

proizvodnji funkcionalne hrane (Socas-Rodriguez i sur., 2021; Perea-Dominguez i sur., 2018).

Prilikom valorizacije otpada vazno je odrediti udio vlage koji sluzi kao parametar za
procjenu stabilnosti i mikrobioloske sigurnosti ekstrakata ili krajnjih proizvoda. Prehrambeni
otpad sklon je degradaciji zbog visokog udjela vlage pa se u valorizaciji ¢esto primjenjuje korak
susenja (Socas-Rodriguez i sur., 2021). Cilj takvog predtretmana je smanjiti sadrzaj vode i
enzimsku aktivnost u biljnom matriksu (Coman 1 sur., 2019). Susenje poboljsava u¢inkovitost
ekstrakcijskog postupka jer dovodi do bubrenja i hidratacije biljnog materijala u kontaktu s
otapalom. Posljedi¢no se povecavaju pore stani¢ne stijenke i kontaktna povrSina izmedu otapala

i biljnog materijala, a to moze povoljno utjecati na prinos fenolnih spojeva (Medina-Torres i
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sur., 2017). Osim toga, susenjem se produljuje rok valjanosti proizvoda i smanjuju se troSkovi
transporta zbog manje mase. Nakon postupka suSenja komina rajéice sastoji se od priblizno 44
% sjemenki i1 56 % kore i pulpe zajedno (Abbassi i sur., 2021). lako ima mnogo prednosti,
postupak suSenja moze se negativno odraziti na senzorsku kvalitetu nusproizvoda rajcice kao

Sto su izgled, okus i tekstura (Jadhav i sur., 2021).

2.2.3. Fenolni sastav kore rajCice

Fenolne komponente su sekundarni biljni metaboliti koji se sintetiziraju prilikom
normalnih metabolickih procesa ili tijekom oSteCenja prouzroCenog mikroorganizmima,
temperaturom i UV zracenjem. U biljkama djeluju kao antioksidansi jer doniraju vodikove
atome reaktivnim kisikovim vrstama i na taj nacin sprjeavaju ostecenja stanica uzrokovana
slobodnim radikalima. Zbog navedenih antioksidativnih svojstava smatra se da fenolne
komponente u prehrani imaju ulogu u prevenciji razli¢itih Kkardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti. Osim obrambene uloge, fenolni spojevi utjecu i na senzorska
svojstva hrane poput mirisa, okusa i boje (Alara i sur., 2021; Albuquerque i sur., 2021; Ali i
sur., 2021). Stupanj zrelosti biljke, klima, tlo, geografska lokacija i uvjeti skladistenja neki su

od vaznih ¢imbenika koji utjeu na njihov udio u biljkama (Sharmin i sur., 2016).

Fenolne komponente sadrZze barem jedan aromatski prsten 1 hidroksilnu grupu i po
kemijskoj strukturi dijele se u dvije osnovne skupine na flavonoide i neflavonoide. Flavonoidi
u strukturi imaju 15 atoma ugljika, odnosno dva aromatska prstena A i B povezana s
heterociklickim piranskim prstenom C. Prema vezi izmedu B 1 C prstena i supstituciji C prstena
flavonoidi se dijele u Sest podskupina na flavone, flavanone, flavane, flavonole, izoflavone i

antocijanidine (Albuquerque i sur., 2021).

Neflavonoidi su skupina koja se sastoji od fenolnih kiselina, stilbena, tanina, neolignana
i kumarina. Medu njima su najjednostavnija grupa fenolne kiseline koje sadrze jedan aromatski
prsten vezan s karboksilnom kiselinom i dijele se na hidroksibenzojeve kiseline i

hidroksicinaminske kiseline (Albuquerque i sur., 2021; Pattnaik i sur., 2021; Khan i sur., 2018).

Valdez-Morales i sur. (2014) su istrazivali fenolne komponente iz kore Cetiri vrsta
raj¢ica (Grape, Cherry, Bola i Saladette). Nakon provedene Folin-Ciocalteu analize zakljuéili
su da je prinos ukupnih fenola u metanolnim ekstraktima kore raj¢ice bio u rasponu od 71,6 do
351,6 mg EGK/100 g brasna kore raj¢ice (engl. Gallic acid equivalents, EGK). Tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid chromatography,



HPLC) su identificirali 8 vrsta fenolnih kiselina i 8 vrsta flavonoida te su ustanovili da se

priblizno 60 % prinosa ukupnih fenola odnosi na flavonoide i 30 % na fenolne kiseline. U

tablici 3. prikazane su vrste fenolnih komponenti identificirane u uzorcima kore rajcice.

Tablica 3. Fenolne komponente u uzorcima kore rajéice (prema Valdez-Morales i sur., 2014)

Fenolne komponente Vrsta Koncentracija
(mg/100 gs1v.)
Najniza Najvisa

Fenolne | Hidroksicinaminske Kafeinska kiselina 5,11 £1,24 | 22,06+3,24
kiseline Kiseline Vanilinska kiselina 1,57+0,11 | 11,27 £0,50
Ferulinska kiselina 1,36 £ 0,05 | 4,56+0,22

Sinapska kiselina 2,66 0,80 | 422+0,17

Klorogenska kiselina 0,41+0,10 | 3,24+0,72

p-kumarna kiselina 0,64+0,04 | 1,57+0,15

Transcimetna kiselina 0,22 +0,06 | 2,42+0,28

Hidroksibenzojeve Galna kiselina 0,00 £0,00 | 0,95+0,13

Kiseline

Flavonoidi Flavonoli Kvercetin-3-O-p-glukozid | 15,12 +2,04 | 47,99 2,71
Rutin 4,56+ 0,49 | 20,09 £0,13

Izohamnetin 1,03+0,03 | 3,17+0,12

Kamferol 1,06 £0,20 | 3,74+0,58

Kvercetin 0,19+0,01 | 2,58+0,18

Miricetin 0,16 £0,00 | 0,66=+0,05

Flavanoni Naringenin 0,00 +£ 0,00 | 4,86=+0,39

Flavoni Apigenin 0,82+0,04 | 1,55+0,23




2.3.  SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

Sadrzaj ukupnih fenola u biljnim materijalima naj¢eS¢ée se odreduje putem
kolorimetrijske Folin-Ciocalteu metode koja se bazira na reakcijama prijenosa elektrona
izmedu Folin-Ciocalteu reagensa i fenolnih spojeva (Lamuela-Raventos i sur., 2018; Sanchez-
Rangel i sur., 2013). Tocan sastav Folin-Ciocalteu reagensa nije poznat, ali se smatra da sadrzi

smjesu fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline (Platzer i sur., 2021).

Reakcija izmedu fenolnih spojeva i Folin-Ciocalteu reagensa odvija se pri pH = 10 koji
se postize dodatkom natrijevog karbonata. U alkalnim uvjetima dolazi do stvaranja fenoksid-
iona koji ulazi u reakciju s Folin-Ciocalteu reagensom, pritom se fenoksid-ion oksidira, a Folin-
Ciocalteu reagens se reducira do volframovih oksida i molibdenovih oksida plavog obojenja
(Platzer i sur, 2021). Plavi kompleks moze se kvantificirati spektrofotometrijski na valnim
duljinama od 750 nm do 765 nm, a intenzitet apsorpcije povecava se linearno s koncentracijom
fenolnih komponenti (Gulcin, 2020; Hudz i sur., 2019). Rezultati prinosa ukupnih fenola
ve¢inom se izrazavaju kao ekvivalenti galne kiseline koja se uobicajeno upotrebljava kao

referentni standard (Gulcin, 2020).

Folin-Ciocalteu metoda je brza, jednostavna i jeftina i stoga se primjenjuje kao rutinska
laboratorijska analiza (Blainski i sur, 2013). Nedostatci metode ukljucuju osjetljivost na pH,
reakcijsko vrijeme i temperaturu te nespecifi¢énost Folin-Ciocalteu reagensa. Uz to, metoda se
provodi u vodenom mediju pa je primjena za lipofilne komponente ograni¢ena (Munteanu i

Apetrei, 2021).

24. ULTRAZVUK
2.4.1. Definicija ultrazvuka i podjela

Ultrazvu¢ni valovi su zvuéni valovi koji se nalaze u rasponu frekvencija od 20 kHz do
10 MHz i nastaju u nizu ciklusa Sirenja i skupljanja (Medina-Torres i sur., 2017). Prema
Medina-Torres i sur. (2017) glavne znacajke ultrazvuénih valova su:
1. duljina: udaljenost izmedu dvije tocke Sirenja ili skupljanja
2. amplituda: najveca visina vala
3. frekvencija (Hz): broj ciklusa po jedinici vremena
4

brzina (m/s): umnozak frekvencije i valne duljine



5. snaga (W): omjer izmedu prenesene energije i vremena tretiranja

6. intenzitet (W/cm?): omjer jedinice snage po jedinici povrsine

Ultrazvuk se prema intenzitetu dijeli na ultrazvuk niskog intenziteta i ultrazvuk visokog
intenziteta. Znacajke ultrazvuka niskog intenziteta su visoke frekvencije u rasponu od 2 MHz
do 10 MHz i intenzitet manji od 1 W/cm?, Takva vrsta ultrazvuka nema razoran u¢inak na medij
koji se tretira jer stvara slabiji fenomen kavitacije. Zbog navedenih obiljezja koristi se u
analizama hrane za odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava materijala. Ultrazvuk visokog
intenziteta obiljezavaju niska frekvencija i ultrazvuéni intenzitet visi od 1 W/cm?. U ovoj vrsti
ultrazvuka stvara se snazniji kavitacijski u€inak pa se stoga upotrebljava u raznolikim
postupcima poput ekstrakcije, emulzifikacije, homogenizacije, inaktivacije enzima, kontrole
kristalizacije, suSenja i smrzavanja (Chavan i sur., 2022; Khadhraoui i sur., 2021; Nowacka i
sur., 2021; Sedem Dzah i sur., 2020).

Ultrazvuk se moZe upotrebljavati samostalno ili u kombinaciji s drugim tretmanima.
Naziv ultrasonikacija koristi se kada se ultrazvuk primjenjuje na niskim temperaturama kako bi
se ocuvale komponente osjetljive na toplinu. Termosonikacija je naziv za istovremenu primjenu
ultrazvuka i poviSene temperature s ciljem poboljSane inaktivacije mikroorganizama. Upotreba
povisenog tlaka zajedno s ultrazvukom pri niskim temperaturama naziva se manosonikacija.
Manotermosonikacija je naziv za istovremenu primjenu ultrazvuka, povisenog tlaka i

temperature Ciji je cilj poboljSati u€inkovitost fenomena kavitacije 1 povecati inaktivaciju

mikroorganizama (Chavan i sur., 2022).

2.4.2. Sustavi za proizvodnju ultrazvuka

Sustavi za proizvodnju ultrazvuénih valova sastoje se od generatora, pretvornika i
sustava za isporuku ultrazvuka. Generator pretvara elektriénu energiju u izmjeni¢nu struju na
odredenoj frekvenciji, a nakon toga ju pretvornik pretvara u mehanicke vibracije. Pritom
pretvornik moZe biti magnetostrikcijski, piezoelektriéni ili pokrenut teku¢inom 1 smatra se
kljuénim uredajem u ultrazvu¢nom sustavu. Sustav isporuke nalazi se na kraju ultrazvu¢nog

sustava i ima svrhu prijenosa mehanickih vibracija do ultrazvu¢nog reaktora (Tao i Sun, 2015).

Dvije osnovne vrste sustava za proizvodnju ultrazvuka su ultrazvucna kupelj i
ultrazvucna sonda. Sustav s ultrazvu¢nom kupelji upotrebljava se u rasponu frekvencija izmedu
40 kHz i 100 kHz, a snaga ultrazvucne kupelji ovisi o vrsti i broju pretvornika koji se nalaze u

podnozju kupelji ili s vanjske strane (Paniwnyk i sur., 2017). Prilikom izvodenja tretmana u



kupelji, ultrazvuc¢ni valovi prvo prolaze kroz otapalo u kupelji i zid spremnika, a tek nakon toga
dolaze u ekstrakcijski medij. Takav tretman stoga se naziva neizravnom sonikacijom i rezultira
nizom brzinom ekstrakcije i slabijim uc¢inkom kavitacije od onih dobivenih primjenom sustava
sa sondom. Prednost upotrebe ultrazvu¢ne kupelji je jednostavno rukovanje i ekonomicnost, a
mogucnost kontaminacije je manja u odnosu na izravni tretman. Nedostaci primjene su niska
reproducibilnost i niski prinosi bioaktivnih komponenti (Sedem Dzah i sur., 2020; Wen i sur.,
2018).

Ultrazvucni sustav sa sondom napravljen je od materijala poput nehrdajuceg celika i
aluminija i obiljezava ga izravno djelovanje ultrazvuka na uzorak (Patel i sur., 2021). Prednost
upotrebe ultrazvuéne sonde je vecéa brzina reakcije i masenog prijenosa zbog odsustva prepreka
tijekom Sirenja ultrazvucnog vala. Neposredni kontakt ultrazvu¢nog vala 1 medija dovodi do
snaznijeg kavitacijskog uéinka i posljedi¢no do poboljsanja ekstrakcijskog prinosa. Nedostatak
ove vrste sustava je kontaminacija sonde ostacima ekstrakcijskog medija, moguéa korozija

sonde i gubitak hlapljivih komponenti (Sedem Dzah i sur., 2020; Wen i sur., 2018).

2.4.3. Kavitacija

Ultrazvuéni valovi osciliraju kroz fizicki medij i pritom se stvaraju podruéja s
varijacijama viSeg i1 nizeg tlaka koja se nazivaju ciklusima Sirenja i skupljanja. Tijekom
negativnog tlatnog ciklusa dolazi do razdvajanja molekula tekuc€ine 1 stvaranja praznina koje
se nazivaju kavitacijski mjehuri¢i. Ciklusi Sirenja i skupljanja potom dovode do difuzije plina
iz teku¢ine u kavitacijske mjehuri¢e. Plin se nakuplja u mjehuri¢ima koji zbog toga
kontinuirano rastu putem mehanizma rektifikacijske difuzije. Mjehuri¢i rastu dok ne dostignu
kritiénu rezonantnu veli¢inu koja ovisi 0 primijenjenoj frekvenciji. Kada se primjenjuje
ultrazvuk niskog intenziteta, nastali mjehuri¢i nazivaju se stabilnim kavitacijskim mjehuri¢ima.
Prijelazni kavitacijski mjehuriéi oblikuju se pri akusti¢nim intenzitetima ve¢im od 10 W/cm? i
njihova znacajka je da se Sire do polumjera dvostruko veéeg od polaznog. Na kraju ciklusa
skupljanja dolazi do njihovog nasilnog urusavanja (Chavan i sur., 2022; Pattnaik i sur., 2021).
Prilikom implozije mjehuri¢a oslobada se velika koli¢ina energije i nastaju mjesta s visokim
temperaturama od 5000 K i tlakom ve¢im od 50 MPa. Implozija nema utjecaj na cjelokupni
sustav jer djeluje lokalizirano i kratkotrajno (Jadhav i sur., 2021; Khadhraoui i sur., 2021; Mohd
Basri i sur., 2021). Zbog kontinuiranog stvaranja i kolapsa kavitacija u sustavu dolazi do

stvaranja mikromlaznica usmjerenih prema povrsini ¢vrstog matriksa (Khadhraoui i sur., 2021).
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2.4.4. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcijski postupak mozZe se opisati kao prijenos ciljanih komponenti od sirovina do
otapala (Tao i Sun, 2015). Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji se na principu
kavitacije 1 smatra se u¢inkovitijom u odnosu na konvencionalne ekstrakcijske postupke zbog
kraceg vremena tretiranja, jednostavnosti, ustede energije i povecanog prinosa (Sharayei i sur.,
2019). Osim toga, ultrazvucni tretman pogodan je za ekstrakciju komponenti osjetljivih na
toplinu jer se odvija pri relativno niskim temperaturama. Na taj nacin sprjeCava se toplinska
degradacija komponenti, a posljedi¢no se smanjuje i isparavanje otapala (Mohd Basri i sur.,

2021; Tao i Sun, 2015).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom zasniva se na vise razli¢itih mehanizama.
Fragmentacija je prvi mehanizam ukljuéen u ekstrakcijski proces koji nastaje kada se Cestice
matriksa sudaraju s ultrazvuénim valovima. Zbog nastalog sudara Cestice se smanjuju pa se tako
olakSava maseni prijenos. Erozija nastaje kada kavitacijski mjehuri¢i implodiraju na povrSini
biljnog matriksa 1 posljediéno se povecava raspolozivost otapala. Sonokapilarnost i
sonoporacija djeluju na nain da poboljSavaju prodiranje otapala kroz kanale nastale
implozijom kavitacijskih mjehuri¢a i mijenjaju propusnost staniéne membrane. Mehanizam
naprezanja dovodi do urusavanja kavitacijskog mjehuri¢a u otapalo zbog pojave oscilacije
(Medina-Torres i sur., 2017). Posljedica nastalih oSte¢enja stani¢ne stijenke je da bioaktivne

komponente unutar stanice postaju pristupacnije za ekstrakciju (Khadhraoui i sur., 2021).

2.4.5. Parametri koji utjecu na uéinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

2.45.1. Otapalo

Prilikom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom potrebno je odabrati otapalo ovisno o
afinitetu za ciljanu komponentu, viskoznosti, toc¢ki vrelista, specifi¢noj gustoéi i polarnosti.
Najcesca otapala koja se odabiru za ekstrakciju bioaktivnih komponenti su voda 1 organska
otapala poput etanola, metanola, acetona i izopropanola (Sedem Dzah i sur., 2020). No,
upotreba cistih organskih otapala moze dovesti do dehidratacije, razaranja biljnih stanica i
denaturacije proteina stanicne stijenke te se tako otezava ekstrakcija. Kako bi se poboljsao
prinos fenolnih spojeva, Cesto se koriste mjeSavine vodene faze i organske faze u razli¢itim
omjerima ovisno o polarnosti ciljane komponente (Medina-Torres i sur., 2017). Za ekstrakciju
fenolnih spojeva preporuca se primjena etanola jer je opéenito priznat kao sigurno otapalo (engl.

Generally recognised as safe, GRAS) pa je i krajnji proizvod siguran za ljudsku upotrebu. Uz
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navedeno, obiljezava ga visok afinitet prema fenolnim spojevima i podrijetlo iz obnovljivih

izvora (Kumar i sur., 2021).

2.45.2. Omjer otapala i otopljene tvari

Vazan ¢imbenik koji utjeCe na maseni prijenos tijekom ekstrakcijskog postupka je omjer
otapala i otopljene tvari. Izbor optimalnog omjera otapala i otopljene tvari moze poboljsati
ekstrakcijski prinos zbog visokog koncentracijskog gradijenta. Povecanje razine otopljene tvari
iznad optimalne dovodi do smanjenja ekstrakcijskog prinosa jer je volumen otapala nedovoljan
za ostvarivanje masenog prijenosa iz krute tvari u otapalo 1 sprijeCen je prijenos ultrazvucne
energije u otapalo (Tao i Sun, 2015). S druge strane, primjena volumena otapala veceg od
optimalnog dovodi do ubrzanja postupka difuzije i povecanja prinosa, no moze dovesti i do
ekstrakcije nezeljenih spojeva. Tada se povecava trosak ekstrakcijskog postupka zbog daljnjih

postupaka obrade i nastaje veca koli¢ina otpada (Medina-Torres i sur., 2017).

2453, Temperatura

Temperatura je jedan od glavnih parametara koji utjece na ekstrakcijsku u¢inkovitost, a
njen odabir ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima biljnog materijala i prisutnim vrstama
fenolnih spojeva (Sedem Dzah i sur., 2020). Provodenje ekstrakcije na viSim temperaturama
moze pozitivno utjecati na ekstrakcijski prinos jer dolazi do opadanja viskoznosti 1 povrSinske
napetosti otapala. Visoke temperature uz to pogoduju nastanku veceg broja kavitacijskih
mjehuri¢a 1 povecavaju kontaktnu povrSinu izmedu otapala 1 krute tvari. Otapalo zbog toga
bolje prodire u matriks i posljedi¢no se poboljSava topljivost ciljane komponente i maseni
prijenos (Kumar i sur., 2021; Medina-Torres i sur., 2017). No, uslijed primjene povisenih
temperatura dolazi i do porasta tlaka pare otapala te u Supljine kavitacijskih mjehuri¢a ulazi
vise pare otapala. Intenzitet implozije se smanjuje zbog poviSenog tlaka pare i niZze povrsinske
napetosti pri éemu nastaju manja o$tecenja stanica, a to negativno utjece na ekstrakcijski prinos
(Kumar i sur., 2021; Chemat i sur., 2017). Unato¢ prednostima upotrebe povisene temperature,
prilikom ultrazvucne ekstrakcije fenolnih spojeva uobicajena je primjena niZih temperatura
kako bi se sprijecila njihova hidroliza i oksidacijska degradacija te poboljSala stabilnost (Sedem
Dzah i sur., 2020).
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2454, Frekvencija

Ultrazvucna frekvencija je idu¢i ¢imbenik koji je vazan za postizanje optimalnog
ekstrakcijskog prinosa jer utjeCe na stabilnost bioaktivnih komponenti. Naime, tijekom kolapsa
kavitacijskih mjehuri¢a dolazi do nastanka hidroksilnih radikala koji mogu sudjelovati u
degradaciji bioaktivnih komponenti, a njihova koli¢ina povecava se na viSim frekvencijama
(Wang i sur., 2018; Tao i Sun, 2015). Primjena ultrazvuka visoke frekvencije i niskog
intenziteta takoder dovodi do pojave veceg broja kavitacijskih mjehuri¢a. No, tada se fenomen
kavitacije teze izaziva jer mjehuri¢i nemaju dovoljno vremena za oblikovanje i rast pa
implodiraju manjim intenzitetom, a to negativno utjece na ekstrakcijski prinos (Sedem Dzah i

sur., 2020; Chemat i sur., 2017).

Kako bi se ta pojava sprijecila, ekstrakcijski postupak odvija se u rasponu nizih
frekvencija od 20 kHz do 100 kHz (Khadhraoui i sur., 2021; Nowacka i sur., 2021; Medina-
Torres i sur., 2017). Primjena ultrazvuka niske frekvencije i visokog intenziteta dovodi do
stvaranja pogodnih mehanickih sila i sila smicanja. Ciklusi irenja i skupljanja se produljuju pri
nizim frekvencijama, $to doprinosi nastanku manjeg broja kavitacijskih mjehurica veceg
promjera. Takva vrsta mjehuri¢a snaznije implodira te dolazi do boljeg prodiranja otapala i vece

ekstrakcijske brzine (Kumar i sur., 2021; Sedem Dzah i sur., 2020).

2.4505. Vrijeme tretiranja

Na ucinkovitost ekstrakcijskog postupka utjece i trajanje ultrazvucnog tretmana.
Pocetno produljenje trajanja sonikacije povoljno djeluje na fenomen kavitacije 1 poboljSava
kontakt otopljene tvari i otapala. No, predugo trajanje ultrazvu¢nog tretmana moze dovesti do
strukturnih promjena ciljanih komponenti i smanjenja ekstrakcijskog prinosa (Kumar i sur.,
2021).

2.4.5.6. Amplituda

Povecanjem amplitude povecavaju se ultrazvucni intenzitet i snaga i to utjece na rast
energije povezane s kolapsom kavitacijskih mjehuri¢a. Postupak ekstrakcije postaje intenzivniji
jer se povecava broj ciklusa Sirenja i skupljanja te se tako moze poboljsati ekstrakcijski prinos
(Das i sur., 2022; Medina-Torres i sur., 2017). Primjena visih amplituda takoder je pozeljna

prilikom tretiranja uzoraka vece viskoznosti (Chavan i sur., 2022).
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2457, Nacin rada

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom moze se provoditi u kontinuiranom nacinu bez
intervala ili pulsirajuéem nacinu s intervalima. Upotreba kontinuiranog nacina tijekom
produljenog vremena pri visokoj frekvenciji ili snazi moze dovesti do degradacije ili oksidacije
fenolnih komponenti jer dolazi do stvaranja visoko reaktivnih hidroksilnih radikala (Medina-
Torres i sur., 2017).

Kod pulsiraju¢eg nacina rada su trajanje pulsa i intervali kljucni za postizanje veéeg
ekstrakcijskog prinosa u kra¢em vremenskom trajanju. U slucaju produljenog trajanja
ekstrakcijskog tretmana preporuca se upotreba pulsirajuéeg nacina rada jer se tako ne narusava

bioaktivnost ekstrahiranih komponenti i potros$nja energije je manja (Tao i Sun, 2015).

2.4.6. Dizajn eksperimenta i metoda odzivne povrSine

U stvarnom sustavu svi navedeni c¢imbenici mogu utjecati na ucinkovitost
ekstrakcijskog postupka i stoga je potrebno provesti optimizaciju s ciljem povecanja prinosa i
smanjenja troskova. Optimalni radni uvjeti mogu se odredivati na nacin da se prati promjena
jednog parametra dok drugi parametri ostaju nepromijenjeni. Nedostatak takvog nacina je da se
u obzir ne uzimaju interakcije parametara pa je zato ucinak parametara na odgovor nepotpun.
Metoda odzivne povrsine uvodi se kao bolja metoda za analizu istovremenog ucinka varijabli i
sastoji se od grupe matematickih i statistickih tehnika pomocu kojih se predvidaju optimalni

uvjeti ekstrakcije koji se mogu potvrditi eksperimentalnim putem (Bas i Boyaci, 2007).

Metodom odzivne povrSine definira se utjecaj nezavisnih varijabli, samostalno ili u
kombinaciji, na odgovor (Bas i Boyaci, 2007). Pritom se nezavisne varijable mogu mijenjati
neovisno jedna o drugoj, dok su zavisne varijable pod utjecajem nekoliko nezavisnih varijabli
(Yolmeh 1 Jafari, 2017). Prvi korak metode odzivne povrSine stoga je odredivanje nezavisnih
parametara i njihovih razina kako bi optimizacija bila uspjesna. Nakon toga je potrebno izabrati
eksperimentalni dizajn s nizom pokusa u kojima se promatra odgovor za odredene postavke

ulaznih varijabli unutar odredenog podrucja (Khuri i Mukhopadhyay, 2010).

Regresijskom analizom rezultata potom se odreduje polinomska jednadzba modela uz
koriStenje regresijskih koeficijenata sa statisticki znacajnim u¢inkom na odgovor. Jednadzbom
modela predvidaju se optimalni uvjeti postupka koji ¢e rezultirati najve¢im ili najmanjim
odzivom. Optimalni uvjeti ispravno su odredeni ako je razlika izmedu eksperimentalno

dobivenih odgovora neznatna u odnosu na odgovore predvidene putem regresijske jednadzbe.
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Tada se zakljuCuje da je matematicki model dobro prilagoden eksperimentalnim podacima

(Yolmeh i Jafari, 2017).

Predvidena jednadzba modela se u zadnjem koraku moze vizualizirati putem dijagrama
odzivne povrsine i konturnih dijagrama. Dijagram odzivne povrsine je trodimenzionalni prikaz
veze izmedu odgovora i nezavisnih varijabli koji pruza informacije o pristajanju modela.
Konturni dijagram je dvodimenzionalni prikaz dijagrama odzivne povrsine u kojemu se rasponi
konstantnih zavisnih varijabli nalaze u ravnini nezavisnih varijabli. Oba dijagrama predstavljaju
vizualizaciju procijenjenih odgovora, a ne stvarnu strukturu (Yolmeh i Jafari, 2017; Bas

i Boyaci, 2007).

Metodom odzivne povrSine mogucée je razviti i poboljSati proizvodni postupak, a glavna
prednost je izvodenje manjeg broja pokusa u odnosu na klasi¢ne eksperimentalne metode uz
procjenu ucinka visestrukih parametara i njihovih interakcija na odgovor. No, svi sustavi
nemaju podatke koji dobro pristaju polinomskoj jednadzbi pa je to nedostatak metode (Yolmeh
i Jafari, 2017; Bas i Boyaci, 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Suha kora rajcice

Tijekom ovog istrazivanja koriStena je liofilizirana suha kora raj¢ice dobivena od
voditelja projekta FunTomP. Uzorci suhe kore rajCice skladisteni su na sobnoj temperaturi na

tamnom i suhom mjestu do ekstrakcije.

3.1.2. Oznacavanje uzoraka

27 uzoraka suhe kore rajCice tretirano je ultrazvukom visokog intenziteta i 9 uzoraka je
tretirano toplinskom ekstrakcijom u ultrazvuénoj kupelji s razli¢itim kombinacijama ulaznih

parametara. Oznake uzoraka i njihovo zna€enje prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Osnovne oznake uzoraka pripremljenih za tretmane ekstrakcija i njihovo znacenje

Oznaka uzorka Znacenje oznake

TU Uzorak suhe kore rajcice tretiran ultrazvukom visokog intenziteta uz

dodatak ekstrakcijskog otapala

T Uzorak suhe kore rajcice toplinski tretiran uz dodatak ekstrakcijskog

otapala

1-27 Tretirano ultrazvukom visokog intenziteta uz 27 razlicitih kombinacija

amplitude, vremena tretiranja i ekstrakcijskog otapala

0/3, 0/6, 0/9, Tretirano toplinskom ekstrakcijom u ultrazvuénoj kupelji uz 9 razlicitih
25/3, 25/6, 25/9, kombinacija vremena tretiranja i ekstrakcijskog otapala
50/3, 50/6, 50/9

3.1.3. Kemikalije i standardi

U ovom istrazivanju upotrijebljeni su sljedeci reagensi:

1. Deionizirana voda (Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Zagreb, Hrvatska)

2. 96 %-tni etanol (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

3. 25 %-tni etanol

4. Priprema: Prema jednadZzbi c1*V1 = c2*V2 se izraCunava potrebni volumen 96 %-tnog
etanola (V1). Izracunati volumen 96 %-tnog etanola potom se dodaje u tikvicu te se

dopunjuje deioniziranom vodom do oznake.
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50 %-tni etanol

Priprema: Prema jednadzbi c1*V1 = c2*V2 se izracunava potrebni volumen 96 %-tnog
etanola (V1). Izracunati volumen 96 %-tnog etanola potom se dodaje u tikvicu te se
dopunjuje deioniziranom vodom do oznake.

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Priprema: Komercijalni Folin-Ciocalteu reagens razrjeduje se s deioniziranom vodom
u omjeru 1:2.

20 %-tna otopina natrijeva karbonata (Na.CO3)

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata se otopi u 800 mL vruée deionizirane
vode te se hladi do postizanja sobne temperature. Nakon toga se doda nekoliko kristali¢a
natrijeva karbonata i potom nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL. Otopina se
filtrira nakon 24 sata.

Ishodna otopina galne kiseline 5 g/L (Acros Organics, New Jersey, SAD)

Priprema: 0,2500 g galne kiseline otapa se u 10 mL 96 %-tnog etanola te se potom
nadopunjava deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici od 50 mL.

Standardne otopine galne kiseline 30 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/l. i 180 mg/L
Priprema: ishodna otopina galne kiseline razrjeduje se deioniziranom vodom u
odmjernim tikvicama od 100 mL do zadanih koncentracija te se pripremljene otopine

koriste za izradu bazdarnog pravca.

3.14. Laboratorijski uredaji i pribor

3.1.4.1. Aparatura

© N o o

Sjeckalica povréa

1
2. Analiticka vaga (NBL-254i, Adam Equipment, Oxford, UK)

3.

4. Ultrazvuéna kupelj s grijanjem (DT 100H, Bandelin electronic GmbH, Berlin,

Ultrazvu¢ni aparat sa sondom (Sonicator Q700, Qsonica, Newtown, SAD)

Njemacka)

Vakuum pumpa (Rocker 300, Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim, Njemacka)
UV/VIS spektrofotometar (UV-2600i, Shimadzu, Kyoto, Japan)

Vorteks tresilica (MX-S, Dlab, Peking, Kina)

Testna (klima) komora (HPP110, Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)
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3.1.4.2. Stakleno posude

Menzure (100 mL, 1000 mL)

Odmjerne tikvice (50 mL, 100 mL, 1000 mL)
Case (250 mL)

Epruvete

Lijevci

Stakleni Stapi¢

Petrijeve posudice

Boca za odsisavanje

© 0o N o g B~ w b PE

Kvarcne kivete

3.1.4.3. Ostalo posude

Biichnerov lijevak

Eksikator

Automatske mikropipete Eppendorf (100 pL, 1000 pL, 5 mL)
Plasti¢ne epruvete Falcon (50 mL)

Pinceta

Stalak za epruvete

Filter papir

Aluminijska folija

© o N o gk~ wDhPE

Metalne Zlice
10. Spatula
11. Stalak za epruvete

3.2. METODE

3.2.1. Ultrazvu¢na ekstrakcija suhe kore rajCice primjenom uredaja s direktno

uronjenom sondom

Ekstrakcija pomocu ultrazvuka visokog intenziteta provedena je pomocu uredaja
Ultrasonic processor Q700, SAD. Dizajn eksperimenta napravljen je u programu
STATGRAPHICS Centurion (StatPoint technologies, Inc., Warrenton, SAD) te je prikazan u
tablici 5. Eksperiment se sastojao od 27 pokusa s razlic¢itim vrijednostima udjela etanola (0%,
25 % i 50 %), amplitude (50 %, 75 % i 100 %) i vremena ekstrakcije (3 min, 6 min i 9 min).
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Tablica 5. Eksperimentalni dizajn za ultrazvu¢nu ekstrakciju s direktno uronjenom sondom

Oznaka uzorka A [%] t [min] EtOH [%]
TUl 50 6 25
TU2 100 3 25
TU3 50 9 0
TU4 75 3 25
TUS 75 6 50
TUG 100 3 50
TU7 50 3 0
TUS8 100 3 0
TU9 75 9 50

TU10 50 3 50
TU11 100 9 25
TU12 100 6 0
TU13 100 6 25
TU14 75 6 0
TU15 50 3 25
TUl6 50 6 50
TUl7 50 9 25
TU18 100 9 0
TU19 50 9 50
TU20 75 9 0
TU21 75 6 25
TU22 75 3 0
TU23 75 9 25
TU24 100 9 50
TU25 50 6 0
TU26 100 6 50
TU27 75 3 50

*A —amplituda, t — vrijeme tretiranja, EtOH — udio etanola



Suha kora rajCice se prije postupka ekstrakcije usitni pomoc¢u kuhinjske sjeckalice za
hranu na dijelove homogene veli¢ine. Na analiti¢koj vagi se u laboratorijsku ¢asu od 250 mL
potom odvaze 4 + 0,1000 g uzorka usitnjene kore rajcice. U menzuru se ulije 100 mL
ekstrakcijskog otapala koje se zatim u laboratorijskoj ¢asi pomijeSa s uzorkom. Unutar
izolacijske kutije ultrazvu¢nog uredaja postavi se laboratorijska ¢asa te se u uzorak uroni
ultrazvu¢na sonda promjera 12 mm i termo-¢lanak ¢ija je funkcija pracenje temperature

prilikom ekstrakcije.

Kada se uzorak postavi u izolacijsku kutiju, na zaslonu uredaja zadaju se ekstrakcijski
parametri odredeni eksperimentalnim dizajnom koji uklju¢uju postotak amplitude i vrijeme

tretiranja te se postupak ekstrakcije pokrece.

Nakon zavrsetka ultrazvucnog tretiranja uzorka, sonda se ispire deioniziranom vodom
kako bi se sprijecila njena kontaminacija prije uranjanja u sljede¢i uzorak. Kada je dovrSena
ultrazvucna ekstrakcija svih uzoraka, ekstrakti se filtriraju pomocu Biichnerovog lijevka
spojenog na vakuum pumpu i pohranjuju u Falcon epruvete od 50 mL. Dio uzoraka koristi se
odmah za kemijske analize, a dio uzoraka se skladisti na temperaturi od 4 °C u trajanju od

sedam dana.
3.2.2. Odredivanje ukupne snage

Tijekom ultrazvuénog tretmana uzoraka suhe kore raj¢ice na kontrolnom zaslonu
ocitava se temperatura nakon svakih 15 sekundi ekstrakcije sa svthom izra¢unavanja ukupne

snage u odredenom vremenskom intervalu s obzirom na specifi¢ni toplinski kapacitet uzorka
[1].
JednadZba ukupne snage:
Pukzm-cp-T [1]
gdje je:
Puk— ukupna snaga [W]
m — masa uzorka [g]
Cp — specificni toplinski kapacitet namirnice [J/K g]
dT — promjena temperature u vremenskom intervalu od 15 s [K]
t — vremenski interval [s]
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Prije izracuna ukupne snage, potrebno je izracunati specifi¢ni toplinski kapacitet uzorka [2].
Jednadzba specifi¢nog toplinskog kapaciteta:

Cp = X1 Cp1 + X" Cpz+ X3 Cp3 + Xy " Cpg + X5 ° Cps [2]
gdje je:
Cp— specifiéni toplinski kapacitet uzorka [J/K g]
Xn— udio odredene komponente: voda, ugljikohidrati, proteini, masti, pepeo
Cpn— specifi¢ni toplinski kapacitet komponente: voda, ugljikohidrati, proteini, masti, pepeo
[V/Kg]

Koristenjem poznatih vrijednosti ukupne snage, volumena tretiranog uzorka i povrsine

sonde moguce je izraCunati gustocu snage [3] i ultrazvuéni intenzitet [4].

JednadZba za gustocu snage je:

Py =k [3]
gdje je:
Pv — gustoéa snage [W/cm?]
Puk — ukupna snaga [W]
V — volumen uzorka [cm?]
Jednadzba za ultrazvuéni intenzitet je:
Ul =2 [4]

gdje je:
Ul — ultrazvuéni intenzitet [W/cm?]
Puk — ukupna snaga [W]

A — povrsina vrha ultrazvuéne sonde [cm?]
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3.2.3. Konvencionalna ekstrakcija suhe kore raj¢ice u vodenoj kupelji

Konvencionalna ekstrakcija uzoraka suhe kore rajéice provedena je zbog toga da se
dobiveni rezultati prinosa ukupnih fenola mogu usporediti s rezultatima uzoraka tretiranih
ultrazvukom visokog intenziteta. Toplinski tretman izveden je u ultrazvuc¢noj kupelji DT 100H
(35 kHz) (Bandelin, Berlin, Njemacka) koja se koristila za zagrijavanje uzoraka. U tablici 6.
prikazan je dizajn eksperimenta za konvencionalnu ekstrakciju koji se sastojao od 9 pokusa pri

¢emu se mijenjao udio etanola (0 %, 25 % i 50 %) i vrijeme tretiranja (3 min, 6 min i 9 min).

Tablica 6. Eksperimentalni dizajn za konvencionalnu ekstrakciju u ultrazvucnoj kupelji

Oznaka uzorka t [min] EtOH [%]

TO/3 3 0

TO/6 6 0

T0/9 9 0
T25/3 3 25
T25/6 6 25
T25/9 9 25
T50/3 3 50
T50/6 6 50
T50/9 9 50

e t—vrijeme tretiranja, EtOH — udio etanola

Postupak zapocinje tako da se u laboratorijsku ¢asu od 250 mL izvaze 4 + 0,1000 g
usitnjenog uzorka, a potom se pomoc¢u menzure dodaje 100 mL otapala. Ultrazvucna kupelj se
zato vrijeme napuni vodom i zagrije na 60 °C, a pritom se ne namjestavaju parametri sonikacije.
Nakon §to se postigla odgovarajuca temperatura vode, uzorci se uranjaju u kupelj i pokrivaju
aluminijskom folijom. Temperatura uzoraka prati se termometrom i nakon dostizanja 60 °C
zapoCinje se s toplinskom ekstrakcijom u trajanju od 3, 6 ili 9 minuta ovisno o
eksperimentalnom dizajnu. Kada je toplinski tretman zavrSen, uzorci se filtriraju vakuum
filtracijom pomocu Biichnerovog lijevka i pohranjuju u Falcon epruvete od 50 mL. Dio uzoraka
se neposredno nakon filtracije koristi za daljnje kemijske analize, a drugi dio uzoraka skladisti

se sedam dana u hladnjaku na temperaturi od 4 °C.

22



3.2.4. Odredivanje udjela ukupnih fenola
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu dodaje se 7,9 mL deionizirane vode, 0,1 mL filtrata ekstrahiranog
uzorka suhe kore raj¢ice, 0,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa razrijedenog s vodom u omjeru 1:2
te 1,5 mL 20 %-tne zasi¢ene otopine bezvodnog natrijevog karbonata. Postupak pripreme

slijepe probe je isti, osim §to se umjesto uzorka dodaje 0,1 mL deionizirane vode.

Otopina se potom promijesa na Vortex uredaju, a epruvete s uzorcima ostavljaju se na
sobnoj temperaturi u mraku tijekom dva sata. Nakon dva sata su svi fenolni spojevi reagirali s
Folin-Ciocalteu reagensom te se tada pomoc¢u spektrofotometra mjeri apsorbancija plavog
obojenja u odnosu na slijepu probu pri valnoj duljini od 765 nm. Sva mjerenja rade se u

duplikatima.

3.2.5. Izrada bazdarnog pravca:

Iz ishodne otopine galne Kkiseline masene koncentracije 5 g/L razrjedenjem s
deioniziranom vodom pripremaju se standardne otopine galne Kiseline masenih koncentracija
30, 50, 100, 150, 180 mg/L u odmjernim tikvicama od 100 mL.

Postupak spektrofotometrijske reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom se ponovi, a
umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje se 0,1 mL standardnih otopina galne kiseline. Nakon
dva sata mjere se apsorbancije uzoraka standardnih otopina na 765 nm te se zajedno s poznatim
koncentracijama galne kiseline koriste za izradu bazdarnog pravca. Vrijednosti koncentracija
standardnih otopina galne kiseline izrazenih u mg/L nanose se na apscisu, dok se vrijednosti

apsorbancije nanose na ordinatu. BaZdarni pravac prikazan je na slici 1.

23



0.32

030 -

y=0,00107826x + 0,111618

0.25- R2=0,99929 g

A (765 nm)

013 | | |
30.00 50.00 100.00 150.00 180.00

¢ (mg/L galne kiseline)

Slika 1. Bazdarni pravac za galnu kiselinu
Dobivena jednadzba pravca je:
Y =0,00107826x + 0,111618 (R?=0,99929)
Pri ¢emu su vrijednosti:
Y — izmjerena apsorbancija na 765 nm
X — koncentracija galne kiseline [mg/L]
R2— koeficijent determinacije

Nakon $to su se izmjerile apsorbancije uzoraka ekstrakata suhe kore raj€ice, vrijednosti
se unose u dobivenu jednadzbu pravca. 1z jednadZbe se potom racunaju nepoznate koncentracije
ukupnih fenola u ekstraktima suhe kore rajéice te se izrazavaju u mg EGK/L, kao srednja

vrijednost dvaju mjerenja. Konacni rezultati izraZzavaju se u mg/Qs.v.
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3.2.6. Odredivanje ukupne suhe tvari susenjem do konstantne mase

Udio ukupne suhe tvari u uzorku izraCunava se susenjem do konstantne mase. Susenje
staklenih posudica provodi se u testnoj (klima) komori na 105 °C. OsuSene posudice
premjestaju se iz testne komore u eksikator gdje se hlade 20 minuta, a potom im se odreduje
masa s to¢nosc¢u od = 0,0002 g. Nakon toga se vaze 2,5 g uzorka u pripremljene posudice koje
se stavljaju u testnu komoru pri temperaturi od 105 °C + 0,5 °C na suSenje u trajanju od sat
vremena. Potom se provodi hladenje u eksikatoru te se nakon 20 minuta posudice s uzorkom
ponovno vazu. Postupci suSenja, hladenja i vaganja posudica s uzorkom ponavljaju se dok
razlika u masi ne dostigne vrijednost od 0,001 g nakon dva uzastopna susSenja u razmaku od
pola sata. Nakon §to se suSenjem dobije konstantna masa, izracunava se udio ukupne suhe tvari

prema jednadzbi [5] i izrazava se u postotcima.
[zracun udjela ukupne suhe tvari:
ST (%) = Z%ZZ * 100 [5]
gdje je:
mo — masa prazne posudice (g)
M1 — masa posudice s uzorkom prije suSenja (g)

M2 — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g)

3.2.7. Obrada podataka

Obrada dobivenih podataka napravljena je u statistickom programu STATGRAPHICS
Centurion (StatPoint technologies, Inc., Warrenton, SAD). Program prvo provodi
multivarijantnu statisticku analizu (MANOVA) pomocu koje se proucavaju glavni ucinci
ulaznih varijabli, ucinci interakcije izmedu ulaznih varijabli i kvadratnih interakcija svake
ulazne varijable na izlazne vrijednosti. P-vrijednost oznacava empirijsku (teorijsku) razinu
znacajnosti 1 iznosi 0,05. Parametri s p-vrijedno$¢u manjom od 0,05 smatraju se statisticki
znafajnima te se trebaju razmatrati prilikom dizajna eksperimenta za iduca istrazivanja.
Ispitivanje statistiCke znaCajnosti odvija se na nacin da se usporeduje srednja vrijednost
kvadrata pojedinog parametra s procjenom eksperimentalne pogreske. Pareto dijagram

upotrijebljen je za graficki prikaz parametara poredanih po statisti¢koj zna¢ajnosti.
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Nakon toga je u programu STATGRAPHICS provedena optimizacija uvjeta ultrazvucne
ekstrakcije 1 konvencionalne ekstrakcije prilikom koje se dobivaju vrijednosti ulaznih
parametara koje daju najvecée izlazne vrijednosti prinosa ukupnih fenola i ultrazvuéne snage.
Za optimizaciju ekstrakcijskih uvjeta upotrijebljen je polinom optimizacije koji sadrzi
procijenjene regresijske koeficijente i vrijednosti varijabli navedene u izvornim jedinicama.
Podaci o najnizim vrijednostima, najvi§im vrijednostima i optimalnim vrijednostima nezavisnih
varijabli navedeni su u tablici optimalnog odziva. Vrijednosti optimizacije graficki su prikazane

pomocu dijagrama procjene odzivne povrsine.

Nezavisne varijable za ekstrakciju ultrazvukom visokog intenziteta su udio etanola (0
%, 25 % i 50 %), vremenski interval tretiranja (3 min, 6 min i 9 min) i amplituda (50 %, 75 %
i 100 %), a zavisne varijable su ultrazvu¢na snaga [W], prinos ukupnih fenola neposredno
nakon tretmana (0. dan skladistenja) [mg/gsw.] i prinos ukupnih fenola nakon 7. dana
skladiStenja [mg/gs+v.]. Kod toplinske ekstrakcije u ultrazvuénoj kupelji su nezavisne varijable
udio etanola (0 %, 25 % i 50 %) te vremenski interval tretiranja (3 min, 6 min i 9 min), a zavisne
varijable su prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan skladistenja) [Mmg/gstv.] i

prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja [mg/gssv.].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U prvom dijelu eksperimentalnog istrazivanja napravljena je ekstrakcija uzoraka suhe
kore rajice pomocu ultrazvuka visokog intenziteta i toplinskog tretmana u ultrazvucnoj
kupelji. 27 uzoraka suhe kore raj¢ice tretirano je ultrazvukom visokog intenziteta s varijacijama
ulaznih parametara i tijekom tretmana je svakih 15 sekundi biljeZena promjena temperature,
kako bi se pomocu kalorimetrijske jednadzbe mogla izracunati ukupna snaga. Toplinskom
metodom u ultrazvuénoj kupelji provedena je ekstrakcija 9 uzoraka suhe kore rajcice s
razli¢itim ulaznim parametrima. Neposredno nakon postupka ekstrakcije polovica uzoraka
podvrgnuta je spektrofotometrijskom odredivanju masenog udjela fenola, dok je druga polovica

prije analize skladi$tena sedam dana u hladnjaku na 4 °C.

Smatra se da je toplinska degradacija glavni razlog smanjenja prinosa ukupnih fenola
kada se provodi konvencionalna ekstrakcija na visokim temperaturama (Antony i Farid, 2022).
U novije vrijeme se za ekstrakciju toplinski osjetljivih sastojaka upotrebljava ultrazvuk jer nema
utjecaj na degradaciju bioaktivnih komponenti zbog kratkog vremenskog trajanja tretmana
(Mohd Basri i sur., 2021). U radovima drugih autora ustanovljeno je da je prinos ukupnih fenola
iz biljnog materijala bio visi kada se koristila ultrazvucna ekstrakcija u usporedbi s
konvencionalnom toplinskom ekstrakcijom (Pattnaik i sur., 2021; Dobrin¢i¢ i sur., 2020; Dent
i sur., 2015). Uzevsi u obzir navedeno, 0VO istraZivanje je provedeno kako bi se promotrio
utjecaj ekstrakcijskih parametara i skladiStenja na prinos ukupnih fenola te dokazala veca

ucinkovitost ultrazvu¢nog tretmana u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju.

Poglavlje je podijeljeno u pet potpoglavlja, a pritom su eksperimentalni rezultati udjela
suhe tvari, prinosa ukupnih fenola i ukupne snage prikazani u Cetiri potpoglavlja. Rezultati su
obradeni u Microsoft Excelu te su vrijednosti prinosa ukupnih fenola izrazene kao srednja
vrijednost dva mjerenja + standardna devijacija s mjernom jedinicom mg/gs.. (tablica 8, tablica
9), dok je ultrazvucna snaga izrazena u W (tablica 7). U petom potpoglavlju prikazana je
statisticka obrada podataka. Rezultati su statisticki obradeni u programu STATGRAPHICS
Centurion kako bi se odredili statisticki znacajni parametri i napravila optimizacija
ekstrakcijskih uvjeta koji ¢e doprinijeti najvecim vrijednostima izlaznih varijabli (tablica 10 —
tablica 19).
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41. REZULTATI ODREDPIVANJA SUHE TVARI SUSENJEM DO
KONSTANTNE MASE

Udio suhe tvari u kori raj¢ice izra¢unat je prema jednadzbi [5] i iznosi 94,39 %. Rezultat
je u skladu s istrazivanjem Abbassi i sur. (2021) koji su utvrdili da je sadrzaj suhe tvari u kori

raj¢ice iznosio 93,50 %.

42. REZULTATI I1ZRACUNA UKUPNE SNAGE, GUSTOCE SNAGE I
ULTRAZVUCNOG INTENZITETA

Tablica 7. Izraun ultrazvucne snage, gustoce snage i ultrazvu¢nog intenziteta

Uzorak | A [%] t [min] EtOH Puk [W] Pv[W/cm?® | Ul [W/cm?]
[%0]
TU1 50 6 25 39,34 0,39 34,79
TU2 100 3 25 51,95 0,52 45,94
TU3 50 9 0 41,71 0,42 36,88
TU4 75 3 25 47,25 0,47 41,79
TUS 75 6 50 59,22 0,59 52,36
TU6 100 3 50 56,35 0,56 49,82
TU7 50 3 0 29,08 0,29 25,71
TU8 100 3 0 40,70 0,41 35,98
TU9 75 9 50 58,25 0,58 51,51
TU10 50 3 50 41,22 0,41 36,45
TUl1l 100 9 25 59,22 0,59 52,36
TU12 100 6 0 43,55 0,44 38,50
TU13 100 6 25 56,90 0,57 50,31
TUl4 75 6 0 42,82 0,43 37,86
TU15 50 3 25 2491 0,25 22,03
TU16 50 6 50 46,43 0,46 41,05
TU17 50 9 25 41,31 0,41 36,53
TU18 100 9 0 49,24 0,49 43,54
TU19 50 9 50 21,75 0,22 19,23
TU20 75 9 0 43,96 0,44 38,87
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Tablica 7. Izracun ultrazvué¢ne snage, gustoce snage i ultrazvuénog intenziteta — nastavak

TU21 75 6 25 55,45 0,55 49,03
TU22 75 3 0 32,98 0,33 29,16
TU23 75 9 25 49,86 0,50 44,08
TU24 100 9 50 37,20 0,37 32,90
TU25 50 6 0 40,25 0,40 35,59
TU26 100 6 50 36,45 0,36 32,23
TU27 75 3 50 26,10 0,26 23,08

*Za izraun Pyk koristeno je: m = 104 g, ¢, = 1,23 J/g K ; A — amplituda, t — vrijeme tretiranja, EtOH — udio

etanola, Pu« — ukupna snaga, Py — gustoca snage (u 100 mL), Ul — ultrazvu¢ni intenzitet (promjer sonde = 12 mm)

Tablica 7. prikazuje upotrijebljene ulazne parametre ultrazvucénog tretmana (amplituda,
vrijeme tretiranja 1 udio etanola) za 27 uzoraka suhe kore rajcice i izlazne parametre ukupne
snage, gustoce snage i ultrazvuénog intenziteta. Izlazni parametri dobiveni su rac¢unski pomoc¢u

pracenja temperature svakih 15 sekundi postupka.

Iz rezultata se moze vidjeti da su najvec¢a ukupna snaga, gustoca snage i ultrazvuéni
intenzitet postignuti kod uzorka TU11 (59,22 W, 0,59 W/cm?, 52,36 W/cm?) s primijenjenim
ekstrakcijskim parametrima od 100 % amplitude, 9 minuta tretiranja i 25 % etanola. Prema
tome se moze zakljuciti da je ultrazvucna snaga proporcionalna ultrazvucnoj amplitudi 1 da
dulje vrijeme tretiranja povoljno utjefe na porast ultrazvucne snage. Najjaci parametri
ultrazvuka primijenjeni su kod uzorka TU24 gdje amplituda iznosi 100 %, vrijeme tretiranja je
9 minuta 1 udio etanola je 50 %. S obzirom na navedene parametre, u uzorku TU24 ocekivane
su najvise vrijednosti izlaznih parametara, no to nije postignuto (37,20 W, 0,37 W/cm?, 32,90
Wicm?).

Najslabiji parametri ultrazvuka primijenjeni su kod uzorka TU7 i uklju¢uju amplitudu
od 50 %, vrijeme tretiranja od 3 minute i udio etanola od 0 % te se stoga ocekuje da ¢e najmanja
ukupna snaga, gustoca snage i ultrazvucni intenzitet biti postignuti kod tog uzorka. Dobiveni
rezultati nisu u skladu s o¢ekivanjima, a najmanja ukupna snaga, gusto¢a snage i ultrazvucni
intenzitet postignuti su kod uzorka TU19 (21,75 W, 0,22 W/cm?3, 19,23 W/cm?). Uvjeti
ekstrakcije kod spomenutog uzorka ukljuc¢uju amplitudu od 50 %, vrijeme tretiranja od 9 minuta

te udio etanola od 50 %.

Santos 1 sur. (2009) navode da je ultrazvucni intenzitet proporcionalan amplitudi

ultrazvucnog izvora i da povecanje amplitude dovodi do povecanja ultrazvucnog intenziteta i
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sonokemijskih uc¢inaka. No, primjena visokih amplituda moze dovesti do oSte¢enja ultrazvucne
sonde, Sto rezultira mijeSanjem tekuc¢ine umjesto ucinka kavitacije i slabijim prijenosom
ultrazvuka kroz tekué¢i medij (Das i sur., 2022; Santos i sur., 2009). Odstupanja u vrijednostima
ukupne snage s obzirom na primijenjene parametre ultrazvuka stoga se povezuju s
aglomeratima u uzorcima koji nastaju zbog slabijeg ucinka ultrazvuka. Za njihovo razbijanje
potrebno je uloziti vecu snagu pa su krajnje vrijednosti ukupne snage, gustoe snage i

ultrazvucnog intenziteta viSe od predvidenih.

43. REZULTATI PRINOSA UKUPNIH FENOLA NAKON TRETMANA
ULTRAZVUKOM VISOKOG INTENZITETA

Tablica 8. Prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore raj¢ice neposredno nakon tretmana

ultrazvukom visokog intenziteta (0. dan skladiStenja) i nakon 7. dana skladiStenja

Uzorak A [%)] t [min] EtOH PUF PUF7
POl imgigsnd | fmglgse]
TUL 50 6 25 342+010 | 4,33+0,07
TU2 100 3 25 339+005 | 4,74+0,09
TU3 50 9 0 433+003 | 395+0,19
TU4 75 3 25 356+026 | 3,73+0,09
TU5 75 6 50 458+014 | 455+0,17
TUG 100 3 50 336+005 | 3,60+017
TU7 50 3 0 372+028 | 356+0,12
TU8 100 3 0 389+017 | 353+0,12
TU9 75 9 50 4704035 | 4,74+0,30
TU10 50 3 50 358+009 | 3,34+0,19
TU1L 100 9 25 390+0,12 | 4,79+0,30
TUL2 100 6 0 422+009 | 383+0,05
TU13 100 6 25 360+0,10 | 4,86+0,02
TU14 75 6 0 430+002 | 347+007
TU15 50 3 25 307019 | 3,15+0,17
TU16 50 6 50 427+033 | 416+0,10
TUL? 50 9 25 366+040 | 4,39+0,09
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Tablica 8. Prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajcice neposredno nakon tretmana

ultrazvukom visokog intenziteta (0. dan skladiStenja) i nakon 7. dana skladistenja — nastavak

TU18 100 9 0 4,92 + 0,56 3,39+ 0,09
TU19 50 9 50 4,17 +0,19 4,16 +£0,21
TU20 75 9 0 3,94 +£0,28 3,67+£0,10
TU21 75 6 25 3,51+0,19 4,47 +0,17
TU22 75 3 0 4,39 + 0,36 3,45+0,03
TU23 75 9 25 4,46 +0,24 455+0,17
TU24 100 9 50 4,57+ 0,26 4,48 + 0,00
TU25 50 6 0 4,85+ 0,07 3,58 £ 0,09
TU26 100 6 50 4,22 +0,26 4,10 + 0,05
TU27 75 3 50 3,45+0,17 3,23+0,00

*rezultati izrazeni kao srednja vrijednost koncentracija dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari
uzorka je 94,39 %; A — amplituda, t — vrijeme tretiranja, EtOH — udio etanola, PUF — prinos ukupnih fenola

neposredno nakon tretmana (0. dan skladiStenja), PUF7 — prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja

U tablici 8. prikazani su rezultati prinosa ukupnih fenola nakon tretiranja uzoraka suhe
kore raj¢ice ultrazvukom visokog intenziteta. Prinos ukupnih fenola mjeren je neposredno

nakon ultrazvu¢ne ekstrakcije (0. dan skladiStenja) te nakon 7. dana skladiStenja.

Raspon prinosa ukupnih fenola neposredno nakon tretmana ultrazvukom visokog
intenziteta (0. dan skladi$tenja) krece se od 3,07 0,19 mg /gs+v. do 4,92 + 0,56 mg/gs... Uzorak
TU18 koji je tretiran 9 minuta pri amplitudi od 100 % s deioniziranom vodom kao otapalom
ima najveci prinos ukupnih fenola u iznosu od 4,92 + 0,56 mg/gs1w.. Najmanji prinos ukupnih
fenola primijecen je kod uzorka TU15 i iznosi 3,07 & 0,19 mg/gs. S parametrima tretiranja koji

ukljucuju amplitudu od 50 %, vrijeme tretiranja od 3 minute i udio etanola od 25 %.

Nakon 7. dana skladiStenja ekstrakata suhe kore rajCice, raspon prinosa ukupnih fenola
krece se od 3,15 £+ 0,17 mg/gs+v. do 4,86 + 0,02 mg/gstv.. U uzorku TU13 primijecen je najveci
prinos ukupnih fenola koji iznosi 4,86 + 0,02 mg/gsw.. Kod spomenutog uzorka tijekom
tretmana je primijenjena amplituda od 100 %, vrijeme tretiranja od 6 minuta i udio etanola od
25 %. Najmanji prinos ukupnih fenola u iznosu od 3,15 + 0,17 mg/gsyw. izmjeren je u uzorku
TU15 kod kojeg parametri tretmana obuhvacaju amplitudu od 50 %, vrijeme tretiranja od 3

minute i udio etanola od 25 %.
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Skladistenje tijekom razdoblja od sedam dana imalo je utjecaj na smanjenje prinosa
ukupnih fenola kod 16 uzoraka. U tu kategoriju spadaju uzorci TU19 (-0,29 %), TU5 (-0,54 %),
TU24 (-1,88 %), TU16 (-2,59 %), TU26 (-2,91 %), TU7 (-4,29 %), TU27 (-6,41 %), TU10 (-
6,85 %), TU20 (-6,86 %), TU3 (-8,79 %), TU8 (-9,16 %), TU12 (-9,31 %), TU14 (-19,16 %),
TU22 (-21,52 %), TU25 (-26,09 %), i TU18 (-31,19 %) kod kojeg je zabiljezen najveéi pad u
prinosu. Promatranjem rezultata takoder se moze zakljuciti da je kod ostalih 11 uzoraka doslo
do povecanja prinosa ukupnih fenola nakon sedam dana skladiStenja. Povecanje prinosa odnosi
se na uzorke TU9 (0,78 %), TU23 (2,21 %), TU15 (2,80 %), TU4 (4,83 %), TU6 (6,94 %),
TU17 (20,15 %), TU11 (22,66 %), TUL (26,55 %), TU21 (27,65 %), TU13 (35,18 %) i TU2
(39,89 %) kod kojeg je porast najveci.

Iz rezultata je takoder vidljivo da su najveci prinosi ukupnih fenola neposredno nakon
ultrazvuéne ekstrakcije (0. dan skladistenja) i nakon 7. dana skladiStenja postignuti uz primjenu
100 % amplitude. To je u skladu s istrazivanjem Dobrin¢i¢ i sur. (2020) u kojem se navodi da
upotreba 100 %-tne amplitude pozitivno utje¢e na povecanje prinosa fenolnih spojeva iz lista

masline.

Upotreba visih amplituda poboljsava uc¢inak ultrazvuka jer se povecava broj ciklusa
Sirenja 1 skupljanja ultrazvucnih valova. Vise amplitude imaju utjecaj na rezonantnu veli¢inu
kavitacijskih mjehurica koji se u kratkom vremenu nasilnije urusavaju. Izmedu krutog matriksa
1 otapala tada se stvara ve¢a dodirna povrsina i tako se poboljSava prodiranje otapala u matirks.
Posljedi¢no dolazi do veceg prinosa fenolnih spojeva jer se veca koncentracija otpusta u otapalo

(Pattnaik i sur., 2021; Medina-Torres i sur., 2017).

Promatranjem rezultata moze se zakljuciti da je najveéi prinos fenolnih spojeva
postignut s 9 minuta tretiranja neposredno nakon ultrazvuéne ekstrakcije (0. dan skladistenja) i
sa 6 minuta tretiranja nakon 7. dana skladiStenja. Rezultati su djelomi¢no u skladu s
istrazivanjem Al-Dhabi i sur. (2017) u kojem se prou¢avala ovisnost prinosa ukupnih fenola iz
upotrijebljenog taloga kave tretiranog ultrazvukom visokog intenziteta 0 vremenu tretiranja.
Oni su primijetili da se u pocCetnim fazama ekstrakcije prinos fenolnih spojeva povecava s
duljinom trajanja tretmana zbog kombinacije kavitacije i povecanja topline koji dovode do
bubrenja biljnog matriksa i pove¢anja pora u stani¢noj stijenki. Kontakt izmedu otopljene tvari
1 otapala se zatim poboljSava i raste brzina masenog prijenosa te posljedi¢no dolazi do vece
ekstrakcijske ucinkovitosti. Nakon pocetnog poboljSanja u prinosu ukupnih fenola, primije¢eno
je da daljnje povecanje vremena ekstrakcije moze dovesti do nezeljene strukturne degradacije

bioaktivnih komponenti i smanjenja prinosa. Takoder je navedeno da je potrebno uzeti u obzir
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isplativost ekstrakcijskog procesa te da se veca ekonomicnost postize kra¢im vremenskim

tretiranjem.

Christou i sur. (2021) su primijetili da predug vremenski tretman moze imati negativan
ucinak na prinos fenolnih spojeva iz rogaca tretiranog ultrazvukom visokog intenziteta jer se
prilikom tretmana stvara veca koli¢ina topline. Posljedica toga su nezeljene promjene poput
oksidacije, a s time se smanjuje i prinos fenolnih spojeva. Setyaningsih i sur. (2019) uz to
navode da optimalno vrijeme tretiranja fenolnih spojeva ovisi 0 slozenosti biljnog matriksa.
Zakljucili su da se najveci prinosi ukupnih fenola postizu u vremenskom intervalu od 6 minuta

do 60 minuta ovisno o biljnom matriksu.

Fernando i sur. (2021) su u svom istrazivanju prouéavali utjecaj otapala (voda, etanol
ili metanol) na prinos ukupnih fenola u pulpi cikle tretiranoj ultrazvukom visokog intenziteta.
Zakljucili su da je u uzorcima tretiranim 30 %-tnim etanolom prinos ukupnih fenola bio 19,30
% vi$i nego u uzorcima tretiranim ¢istom vodom 1 71 % viSi nego u uzorcima tretiranim ¢istim
etanolom. Rezultati se objaSnjavaju time da upotrijebljena otapala imaju razli¢itu polarnost,
voda ima relativnu polarnost od 1.000, dok etanol ima relativnu polarnost od 0,654. MijeSanje
ekstrakcijskih otapala u razliitim omjerima pospjeSuje ekstrakcijsku ucinkovitost kada
polarnost mjeSavine otapala odgovara polarnosti ciljanih molekula. Uz to, dodatak etanola u
vodu smanjuje koekstrakciju pektina, topljivih vlakana i proteina i poboljSava ekstrakciju
komponenti nize molekularne tezine poput fenolnih spojeva. U istrazivanju je takoder
promatran utjecaj vremena skladiStenja na prinos ukupnih fenola iz otpada cikle pri sobnoj
temperaturi i temperaturi od -20 °C. Tijekom analize je primijeéen porast prinosa ukupnih
fenola do 2. tjedna skladistenja nakon kojeg je slijedio postepeni pad do kraja skladiStenja.
Povecan prinos ukupnih fenola objasnjen je na nacin da dolazi do otpuStanja fenolnih
komponenti vezanih na proteine ili polisaharide i kemijskih reakcija koje uklju¢uju fenolne
komponente. Tijekom skladiStenja takoder dolazi i do aktivacije enzima fenilalanin-amonijak-
liaze koja regulira sintezu sekundarnih metabolita. To rezultira nastankom novih fenolnih

spojeva tijekom skladiStenja i povecanjem prinosa ukupnih fenola.

Uz navedeno, Medina-Torres i sur. (2017) govore da upotreba pojedinacnih organskih
otapala otezava ekstrakcijski proces jer dovodi do dehidracije stanica i denaturacije proteina u
stani¢noj stijenki na koje se vezu fenolni spojevi. Takoder napominju da raspodjela fenolnih
spojeva u stanici nije jednolika. Polarni fenolni spojevi nalaze se u stanicnim vakuolama, dok
se lignini, flavonoidi 1 fenoli netopljivi u vodi veZu na proteine 1 polisaharide i taloZe u stani¢noj

stijenki. Sahin i Samli (2013) su postigli najbolji ekstrakcijski prinos fenolnih spojeva iz lista
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masline upotrebom 50 %-tnog etanola. Oni navode da u mjesavini otapala voda djeluje kao
sredstvo koje uzrokuje bubrenje matriksa i povec¢ava kontaktnu povrsinu, dok etanol pomaze u
cijepanju veze izmedu ciljane komponente i biljnog matriksa. Osim navedenog, upotreba
otapala niske viskoznosti i niske povrSinske napetosti pospjesuje nastanak kavitacija (Medina-

Torres i sur., 2017; Sahin i Samli, 2013).

Prema rezultatima za suhu koru raj¢ice moze se primijetiti da je najveéi prinos ukupnih
fenola u uzorcima neposredno nakon ultrazvuéne ekstrakcije (0. dan skladiStenja) postignut s
deioniziranom vodom, dok je nakon 7. dana skladiStenja najveci prinos postignut upotrebom
25 %-tnog etanola. S obzirom na to da voda ima vec¢u polarnost od etanola, mozemo zakljuditi
da je skladistenjem uzoraka doslo do stvaranja manje polarnih ciljanih komponenti pa je tada

upotreba 25 %-tnog etanola dala veci prinos fenolnih spojeva.
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44. REZULTATI PRINOSA UKUPNIH FENOLA NAKON TRETMANA
KONVENCIONALNOM EKSTRAKCIJOM U VODENOJ KUPELJI

Tablica 9. Prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajéice neposredno nakon tretmana

konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji (0. dan skladiStenja) i nakon 7. dana

skladistenja

Oznaka t [min] EtOH [%] PUF PUF7

uzorka [Mg/gs1v] [Mg/gsv]
TO/3 3 0 2,38 + 0,02 2,51+0,03
TO/6 6 0 2,47 + 0,03 2,43 +0,09
TO/9 9 0 1,93+ 0,03 1,94 + 0,02
T25/3 3 25 2,04 + 0,12 2,05+0,17
T25/6 6 25 2,48 + 0,02 2,45+ 0,05
T25/9 9 25 2,56 + 0,00 2,42 +0,03
T50/3 3 50 2,54+ 0,10 2,36 +0,05
T50/6 6 50 3,02+ 0,09 2,67 +0,05
T50/9 9 50 2,98 + 0,07 2,88 +0,03

*rezultati izrazeni kao srednja vrijednost koncentracija dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari
uzorka je 94,39 %; t — vrijeme tretiranja, EtOH — udio etanola, PUF — prinos ukupnih fenola neposredno nakon

tretmana (0. dan skladistenja), PUF7 — prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja

Tablica 9. prikazuje rezultate prinosa ukupnih fenola nakon tretiranja uzoraka suhe kore
raj¢ice metodom konvencionalne ekstrakcije u vodenoj kupelji. Prinosi ukupnih fenola
izmjereni su neposredno nakon tretmana konvencionalnom ekstrakcijom (0. dan skladiStenja)

te nakon 7. dana skladistenja.

Iz rezultata se moze zakljuciti da se raspon prinosa ukupnih fenola neposredno nakon
tretmana (0. dan skladistenja) kre¢e od 1,93 + 0,03 mg/gst. do 3,02 + 0,09 mg/gstv.. Najveéi
prinos ukupnih fenola neposredno nakon ekstrakcije u iznosu od 3,02 + 0,09 mg/gstv. sadrzi
uzorak T50/6 koji je tretiran 6 minuta, a kao otapalo je upotrijebljen 50 %-tni etanol. S druge
strane, najmanji prinos ukupnih fenola u vrijednosti od 1,93 + 0,03 mg/gs.v. sadrzi uzorak T0/9

koji je tretiran 9 minuta s deioniziranom vodom kao otapalom. Prema rezultatima se moze
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ustanoviti da je 50 %-tni etanol bolje otapalo za fenolne spojeve od 25 %-tnog etanola i
deionizirane vode. Takoder je vidljivo da dulje vrijeme tretiranja uzoraka ne utjece nuzno na

porast prinosa ukupnih fenola.

Promotre li se rezultati prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja, moze se
zakljuciti da se raspon krece od 1,94 + 0,02 mg/gstv. do 2,88 + 0,03 mg/gs+v.. Najvecu vrijednost
prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja pokazuje uzorak T50/9 u iznosu od 2,88 +
0,03 mg/gssw. koji je tretiran 9 minuta s 50 %-tnim etanolom kao otapalom. Najmanji prinos
ukupnih fenola ima uzorak T0/9 u iznosu od 1,94 + 0,02 mg/gsw. Koji je tretiran 9 minuta s
deioniziranom vodom kao otapalom. To je u skladu s o¢ekivanjima buduci da je uzorak T0/9
pokazao najmanji prinos ukupnih fenola i neposredno nakon ekstrakcije (0. dana skladistenja).
Prema rezultatima prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja takoder je vidljivo da je

50 %-tni etanol bolje otapalo za fenolne spojeve od deionizirane vode i 25 %-tnog etanola.

Iz rezultata se moze primijetiti da je kod 6 uzoraka doslo do smanjenja prinosa ukupnih
fenola nakon 7. dana skladistenja, a u tu kategoriju pripadaju uzorci T25/6 (-0,99 %), T0/6 (-
1,49 %), T50/9 (-3,30 %), T25/9 (-5,75 %), T50/3 (-7,25 %), i T50/6 kod kojeg je zabiljezen
najveéi pad u prinosu ukupnih fenola (-11,39 %). S druge strane, 3 uzroka pokazuju porast
vrijednosti prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja. Tu spadaju uzorci T25/3 (0,60
%), T0/9 (0,64 %) i TO/3 (5,68 %) kod kojeg je primijecen najveci porast u prinosu ukupnih

fenola.

Kada se usporede najveéi prinosi fenola neposredno nakon tretmana (0. dan
skladistenja). vidljivo je da je prinos ukupnih fenola dobiven ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom (TU18) veci za 63,08 % od prinosa dobivenog konvencionalnom ekstrakcijom
(T50/6). Sli¢ni rezultati dobiveni su 1 usporedbom najveceg prinosa ukupnih fenola nakon 7.
dana skladiStenja dobivenog konvencionalnom ekstrakcijom (T50/9) 1 ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom (TU13). Prinos dobiven ekstrakcijom potpomognutom

ultrazvukom veéi je za 68,56 % od prinosa dobivenog konvencionalnom ekstrakcijom.

Moze se uociti da je kod svih 27 uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta
doslo do povecanja prinosa ukupnih fenola u odnosu na tretman konvencionalnom
ekstrakcijom. To je u skladu s istrazivanjem He i sur. (2016) u kojem se usporedivala
ekstrakcija ultrazvukom visokog intenziteta s konvencionalnom ekstrakcijom pomocu otapala.
Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj vremena tretiranja, temperature ekstrakcije i omjera

otapala i otopljene tvari na prinos ukupnih fenola iz vinske komine borovnice. Zakljucili su da
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je najvisi prinos za ultrazvuc¢nu ekstrakciju iznosio 16,41 mg EGK/g vinske komine borovnice
nakon 30 minuta tretiranja, dok je najvisi prinos kod konvencionalne ekstrakcije otapalom
iznosio 5,08 mg EGK/g vinske komine borovnice nakon 35 minuta ekstrakcije. Sli¢ne zakljucke
navode i Dent i sur. (2015). U njihovom istrazivanju zaklju¢eno je da je prinos ukupnih fenola
iz uzoraka kadulje tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta 20 % ve¢i u odnosu na
konvencionalnu ekstrakciju otapalima. Takoder su usporedivali utjecaj 30 %-tnog etanola, 30
%-tnog acetona i deionizirane vode i zakljucili su da se najveéi prinos ukupnih fenola postize

tretiranjem s 30 %-tnim etanolom.

Pad prinosa ukupnih fenola nakon skladiStenja odgovara rezultatima istrazivanja
Vallverdu-Queralt i sur. (2011b) u kojem je proucavan utjecaj skladiStenja na prinos ukupnih
fenola u toplinski tretiranim sokovima raj¢ice i ketchupima. Analize su provedene nakon 3, 6 i
9 mjeseci te je prinos ukupnih fenola odreden pomoc¢u Folin-Ciocalteu metode. Autori su
ustanovili da je skladistenje imalo zna¢ajan utjecaj na prinos ukupnih fenola koji se smanjio za
prosjecno 12 % u sokovima rajcice i 7 % u ketchupima. Navedeno zapazanje povezali su s
primjenom toplinske prerade i rezidualnom aktivnosti enzima peroksidaze koji je ukljucen u
oksidativnu degradaciju fenolnih komponenti. No, primije¢en pad prinosa ukupnih fenola nije

imao negativan utjecaj na nutritivnu vrijednost proizvoda od raj€ice.

Porast prinosa ukupnih fenola nakon skladiStenja moZe se povezati s nespecificnosti
Folin-Ciocalteu reagensa. lako se metoda s Folin-Ciocalteu reagensom najcesce koristi za
odredivanje fenolnih spojeva u rajCicama, izmjeren prinos moze odstupati od stvarne
vrijednosti. Raj¢ice u svom sastavu imaju askorbinsku kiselinu, ugljikohidrate 1 aminokiseline
koji su reducirajuce supstance i stoga mogu ulaziti u interakciju s Folin-Ciocalteu reagensom

pa su krajnje dobivene vrijednosti vise od stvarnih (Vallverda-Queralt i sur., 2011a).

Klimczak i sur. (2007) su istrazivali utjecaj vremena skladistenja i temperature na
sadrzaj ukupnih fenola u sokovima od naranée putem Folin-Ciocalteu metode i HPLC metode
na 18 °C, 28 °C 1 38 °C tijekom 2, 4 1 6 mjeseci. Kada se sadrzaj ukupnih fenola odredivao
putem Folin-Ciocalteu metode, vrijeme i temperatura skladiStenja imali su znacajan utjecaj na
prinos ukupnih fenola u sokovima te je nakon 4 mjeseca skladistenja doSlo do smanjenja
ukupnih fenola pri svim istraZzivanim temperaturama. No, kada se skladiStenje produljilo na 6
mjeseci, primijec¢en je porast u prinosu ukupnih fenola §to se objaSnjava time da su tijekom
vremena nastale komponente u reakciji s Folin-Ciocalteu reagensom i tako prividno povecale
sadrzaj ukupnih fenola. Za razliku od toga, kada se pri istim ekstrakcijskim uvjetima primijenila
HPLC metoda, doslo je do pada u prinosu fenolnih spojeva za prosjecno 10 — 12 % nakon 6
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mjeseci skladiStenja. Mandi¢ i sur. (2008) su u istraZivanju takoder usporedivali vrijednosti
prinosa ukupnih fenola dobivene pomocu Folin-Ciocalteu reagensa i HPLC metode te su
zakljucili da su rezultati dobiveni putem Folin-Ciocalteu metode bili prosjecno 1,5 do 2,5 puta

veéi od rezultata dobivenih HPLC metodom (Antony i Farid 2022; Mandic¢ i sur., 2008).

Rezultati za ekstrakte suhe kore rajéice slazu se s navedenim istrazivanjima jer je pri
skladiStenju u nekim uzorcima dosSlo do porasta u prinosu ukupnih fenola, dok je u drugim
uzorcima primijecen pad prinosa. Postoji mogucénost da je u pojedinim uzorcima izmjeren
prinos ukupnih fenola veéi od stvarne vrijednosti zbog interakcije komponenti s Folin-
Ciocalteau reagensom. lako se HPLC metoda predlaze kao bolja alternativa zbog vecée

specifi¢nosti, u obzir je potrebno uzeti i ekonomi¢nost postupka.

Kada se rezultati dobiveni ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom usporede s
rezultatima dobivenima konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji, vidljivo je da postoji
razlika u odabiru otapala. S obzirom na to da je u konvencionalnoj ekstrakciji najveci prinos
ukupnih fenola postignut upotrebom 50 %-tnog etanola, moze se zakljuciti da su ciljane
komponente manje polarnosti u odnosu na one dobivene s deioniziranom vodom ili 25 %-tnim
etanolom kod ultrazvucne ekstrakcije. Moguce je da tijekom konvencionalnog tretmana dolazi
do ekstrakcije nepolarnih fenolnih spojeva iz vakuole stanice pa stoga upotreba manje polarnog
otapala daje ve¢i prinos. Nastanak spojeva manje polarnosti moZe se objasniti 1 toplinskom

degradacijom koja se odvija prilikom konvencionalne ekstrakcije.
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45. OBRADA REZULTATA

4.5.1. Ultrazvucna snaga

Tablica 10. Analiza varijanci za ultrazvu¢nu snagu

Izvor Zbroj kvadrata Dr — Srednja F-omjer P-vrijednost
stupnjevi | vrijednost
slobode | kvadrata
A 619,018 1 619,018 6,71 0,0191
B 149,963 1 149,963 1,62 0,2196
C 19,4324 1 19,4324 0,21 0,6522
AA 101,972 1 101,972 1,10 0,3079
AB 13,8542 1 13,8542 0,15 0,7033
AC 0,278982 1 0,278982 0,00 0,9568
BB 142,73 1 142,73 1,55 0,2306
BC 124,268 1 124,268 1,35 0,2620
CC 204,681 1 204,681 2,22 0,1548
Ukupna pogreska 1569,12 17 92,3013 - -
Ukupna korekcija 2945,32 26 - - -

*A —amplituda, B — vrijeme tretiranja, C — udio etanola, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — interakcija
amplitude i vremena tretiranja, AC — interakcija amplitude i udjela etanola, BB — kvadratna interakcija vremena
tretiranja, BC — interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, CC — kvadratna interakcija udjela etanola; R-
kvadratno = 46,7249 %, R-kvadratno (prilagodeno za Ds) = 18,5204 %, standardna pogreska, procjena = 9,60735,
srednja apsolutna pogreska = 6,08202, Durbin-Watsonova statistika = 1,14958 ( p = 0,0065), Lag 1 rezidualna
autokorelacija = 0,317914

Tablica 10. daje primjer analize varijanci za ultrazvuénu snagu i testira tri nezavisne
varijable: A, B i C te interakcije varijabli AA, AB, AC, BB, BC i CC. Moze se uociti da p-
vrijednost za parametar A iznosi 0,0191 te da se stoga znacajno razlikuje od 0 na razini
znacajnosti od 5 %.

R-kvadratno statistika iznosi 46,7249 % i time se objaSnjava 46,7249 % varijabilnosti
snage, odnosno 18,5204 % u slucaju prilagodbe za stupnjeve slobode. Durbin-Watsonova
statistika pokazuje p-vrijednost jednaku 0,0065, Sto znaci da postoji moguénost serijske

autokorelacije zbog redoslijeda podataka na razini znacajnosti od 5 %.
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Slika 2. Pareto dijagram za ultrazvuénu snagu

Slika 2. prikazuje Pareto dijagram za ultrazvu¢nu snagu iz kojeg se vide statisticki
znacajni parametri. Graficki prikaz potvrduje analizu varijanci te se zakljucuje da je amplituda

statisticki znacajan parametar koji utjece na vrijednost ultrazvu¢ne snage.

Navedeni rezultati su u skladu s istrazivanjem Duki¢ i sur. (2022) gdje se promatrao
utjecaj parametara ultrazvuka visokog intenziteta na prinos proteina i ukupnih fenola iz lista
SeCerne repe. Statistickom analizom podataka utvrdeno je da je amplituda imala statisticki
znacajan utjecaj na ukupnu snagu u suhim uzorcima lista Secerne repe tretiranima ultrazvukom
uz dodatak hladne deionizirane vode ili deionizirane vode sobne temperature te u svjeZzem

uzorku lista Secerne repe tretiranom ultrazvukom uz dodatak hladne deionizirane vode.

EtOH=230%

Snaga [W]

a T
' 3
4

Vrijeme tretiranja
[min]

80 80 qgp

Slika 3. Procjena povrsine odziva za ultrazvuénu snagu

Na slici 3. prikazan je dijagram procjene povrsine odziva za ultrazvucnu snagu. Iz

slikovnog prikaza vidljivo je da je najmanja vrijednost ultrazvu¢ne snage dobivena primjenom
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amplitude od 50 % i vremena tretiranja od 3 minute. Pove¢anjem amplitude i vremena tretiranja
povecava se vrijednost ultrazvucne snage koja dostize najvecu vrijednost primjenom amplitude

izmedu 90 % i 100 % i vremena tretiranja izmedu 6 minuta i 7 minuta.

Tablica 11. Optimizacija ultrazvucne snage

Polinom optimizacije Optimalan odziv
P=-46,843 + 1,31604*A + 9,61239*B + Faktor | Najniza | Najvisa |Optimalna
0,784553*C - 0,00659605*A2 - vrijednost|vrijednost| vrijednost
0,0143264*A*B - 0,000243959*A*B - A 50,00 | 100,00 92,07
0,541925*B2 - 0,0429069*B*C - B 3,00 9,00 6,64
0,00934507*C? C 000 | 5000 | 2553

Optimalna P = 55,68 W

*P —snaga, A — amplituda, B — vrijeme tretiranja, C — udio etanola

U tablici 11. dan je polinom optimizacije i prikaz vrijednosti optimalnog odziva za
vrijednost ultrazvuéne snage. U tablici optimalnog odziva prikazana je kombinacija razina
faktora koji daju najvecu vrijednost ultrazvucne snage. 1z rezultata optimalnog odziva vidljivo
je da optimalna vrijednost amplitude iznosi 92,07 %. Optimalno vrijeme tretiranja iznosi 6,64
minute, a optimalna vrijednost udjela etanola je 25,53 %. Optimalna vrijednost ultrazvucne

snage prema navedenoj kombinaciji faktora iznosi 55,68 W.
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45.2. Prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajéice neposredno nakon

tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta (0. dan skladistenja)

Tablica 12. Analiza varijanci za prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan

skladiStenja) — ultrazvuéna ekstrakcija

Izvor Zbroj Dt — Srednja F-omjer p-vrijednost
kvadrata stupnjevi | vrijednost
slobode kvadrata

A 0,0549353 1 0,0549353 0,53 0,4766

B 2,16298 1 2,16298 20,86 0,0003

C 0,15173 1 0,15173 1,46 0,2430

AA 0,126918 1 0,126918 1,22 0,2840

AB 0,0765784 1 0,0765784 0,74 0,4021

AC 0,000012654 1 0,000012654 0,00 0,9913

BB 0,152684 1 0,152684 1,47 0,2416

BC 0,286513 1 0,286513 2,76 0,1148

CcC 1,98334 1 1,98334 19,13 0,0004
Ukupna pogreska 1,76293 17 0,103702 - -
Ukupna korekcija | 6,75862 26 - - -

*A —amplituda, B — vrijeme tretiranja, C — udio etanola, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — interakcija
amplitude i vremena tretiranja, AC — interakcija amplitude i udjela etanola, BB — kvadratna interakcija vremena
tretiranja, BC — interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, CC — kvadratna interakcija udjela etanola; R-
kvadratno = 73,9159 %, R-kvadratno (prilagodeno za Dr) = 60,1067 %, standardna pogreska, procjena = 0,322027,
srednja apsolutna pogreska = 0,209111, Durbin-Watsonova statistika = 1,62062 (p = 0,1557), Lag 1 rezidualha
autokorelacija = 0,16807

U tablici 12. predstavljena je analiza varijanci za prinos ukupnih fenola u ekstraktima
suhe kore rajCice tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta. Analizom varijanci testirana su
tri nezavisna ucinka: A, B i1 C te njihove interakcije AA, AB, AC, BB, BC i CC. Usporedbom
srednje vrijednosti kvadrata navedenih parametara i procjene eksperimentalne pogreske
zakljuceno je da su dva ucinka statisticki znacajna. P-vrijednost parametra B iznosi 0,0003, dok
p-vrijednost interakcije CC iznosi 0,0004 te se oba znacajno razlikuju od nule na razini

pouzdanosti od 5 %.
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R-kvadratna statistika objasnjava 73,9159 % varijabilnosti u prinosu ukupnih fenola,
odnosno 60,1067 % u slucaju prilagodbe za stupnjeve slobode. Na temelju vrijednosti Durbin-
Watsonove statistike ¢ija je p-vrijednost veéa od 0,05 i iznosi 0,1557, zakljuCuje se da nema

serijske autokorelacije zbog redoslijeda podataka na razini znacajnosti od 5,0 %.
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CcC
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Slika 4. Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan

skladiStenja) — ultrazvucéna ekstrakcija

Slika 4. prikazuje Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajcice
neposredno nakon tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta (0. dan skladistenja). 1z dijagrama
je vidljivo prisustvo faktora sa statistickim znafajem. Parametar s najveé¢im statistickim
znac¢ajem za prinos ukupnih fenola je parametar B (vrijeme tretiranja), a nakon njega slijedi
interakcija CC (kvadratna interakcija udjela etanola). Navedeni rezultati odgovaraju analizi

varijance iz tablice 5.

Liao 1 sur. (2022) su istrazivali utjecaj razli¢itih parametara ultrazvu¢nog tretmana na
prinos ukupnih fenola iz kore ljubicastog patlidzana. Statistickom obradom podataka utvrdili
su da su ekstrakcijska temperatura i vrijeme tretiranja imali najznacajniji utjecaj na prinos kao
pojedinacni parametri i u interakciji s ostalim parametrima. Nakon toga slijedili su interakcijski
ucinci koncentracije etanola i ekstrakcijske temperature te interakcijski ucinci koncentracije
etanola i vremena tretiranja. U drugom istrazivanju Sharayei i sur. (2019) su prouc¢avali utjecaj
ultrazvucne amplitude (20 %, 60 % 1 100 %) i1 ekstrakcijskog vremena (5 min, 10 min i 15 min)
na prinos ukupnih fenolnih spojeva iz vodenog ekstrakta kore Sipka. Nakon provedene
statisticke analize zakljucili su da su ultrazvu¢na amplituda 1 vrijeme tretiranja imali statisticki

znaCajan utjecaj na prinos ukupnih fenola. Statisticlkom obradom rezultata prinosa ukupnih
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fenola u uzorcima suhe kore rajcice neposredno nakon tretmana (0. dan skladistenja)
primijec¢eno je djelomi¢no podudaranje s navedenim istrazivanjima zbog statistiCkog znacaja

vremena tretiranja na prinos ukupnih fenola.

U radu Chen i sur. (2017) proucavao se utjecaj parametara ultrazvucne ekstrakcije na
prinos ukupnih fenola iz crnih goji bobica. Ekstrakcijski parametri ukljucivali su vrijeme
tretiranja, ultrazvu¢nu snagu, omjer otapala i otopljene tvari te udio etanola. Analizom varijance
utvrdeno je da su statisticki znacajni parametri za prinos ukupnih fenola redom bili udio etanola,
kvadratna interakcija udjela etanola, omjer otapala i otopljene tvari, ultrazvucna snaga,
interakcija omjera otapalo: otopljena tvar i udjela etanola te kvadratna interakcija ultrazvuéne
snage. Statisti¢ki znac¢aj kvadratne interakcije udjela etanola podudara se s rezultatima za suhu

koru rajcice.

Prinos ukupnih fenola
[mg'g s.tv.]

[muin]

Slika 5. Procjena povrsine odziva za prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0.

dan skladistenja) — ultrazvucna ekstrakcija

Slika 5. daje prikaz procjene povrsine odziva za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe
kore raj¢ice dobivenima ekstrakcijom pomocu ultrazvuka visokog intenziteta. 1z grafickog
prikaza vidljivo je da je najmanji prinos ukupnih fenola postignut pri amplitudi od 100 % i
vremenu tretiranja od 3 minute. Produljenjem vremena tretiranja povecava se prinos ukupnih
fenola i najveca vrijednost postignuta je pri vremenu tretiranja od 9 minuta s amplitudom
izmedu 80 % 190 %.
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Tablica 13. Optimizacija prinosa ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan

skladiStenja) — ultrazvuéna ekstrakcija

Polinom optimizacije

Optimalan odziv

PUF = 2,46621 + 0,0307659*A + 0,196855*B
- 0,0619061*C - 0,000232705*A2 +
0,00106513*A*B - 0,00000164302*A*B -
0,0177247*B2 + 0,00206025*B*C +
0,000919906*C?

Faktor | Najniza | Najvisa |Optimalna
vrijednost|vrijednost| vrijednost
50,00 | 100,00 | 86,52
B 3,00 9,00 9,00
0,00 50,00 50,00

Optimalan PUF = 4,68 mg/gsv.

*PUF — prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan skladistenja), A — amplituda, B — vrijeme

tretiranja, C — udio etanola

Tablica 13. prikazuje regresijsku jednadzbu i optimalan odziv za prinos ukupnih fenola

u uzorcima suhe kore raj¢ice neposredno nakon ultrazvucne ekstrakcije (0. dan skladistenja). 1z

rezultata optimalnog odziva vidljivo je da je optimalna vrijednost amplitude 86,52 %.

Optimalno vrijeme tretiranja iznosi 9 minuta, a optimalna vrijednost udjela etanola je 50 %.

Optimalan rezultat prinosa ukupnih fenola iznosi 4,68 mg/gs.v..
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4.5.3.

tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta

Prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja uzoraka suhe kore rajéice

Tablica 14. Analiza varijanci za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja —

ultrazvucna ekstrakcija

Izvor Zbroj Ds— Srednja F- p-vrijednost
kvadrata stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata

A 0,397827 1 0,397827 4,39 0,0514

B 1,86717 1 1,86717 20,61 0,0003

C 0,854619 1 0,854619 9,43 0,0069

AA 0,000697463 1 0,000697463| 0,01 0,9311

AB 0,232332 1 0,232332 2,56 0,1277

AC 0,0616073 1 0,0616073 | 0,68 0,4210

BB 0,341889 1 0,341889 3,77 0,0688

BC 0,63061 1 0,63061 6,96 0,0173

CcC 1,59268 1 1,59268 17,58 0,0006
Ukupna pogreska 1,54035 17 0,0906091 - -
Ukupna korekcija 7,51979 26 - - -

*A —amplituda, B — vrijeme tretiranja, C — udio etanola, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — interakcija
amplitude i vremena tretiranja, AC — interakcija amplitude i udjela etanola, BB — kvadratna interakcija vremena
tretiranja, BC — interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, CC — kvadratna interakcija udjela etanola; R-
kvadratno = 79,516 %, R-kvadratno (prilagodeno za Dy) = 68,6715 %, standardna pogreska, procjena = 0,301013,
srednja apsolutna pogreska = 0,197717, Durbin-Watsonova statistika = 1,9108 (p = 0,4341), Lag 1 rezidualna
autokorelacija = 0,0347229

Tablica 14. prikazuje analizu varijanci za prinos ukupnih fenola u ekstraktima suhe kore
raj¢ice nakon 7. dana skladiStenja koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta.
Usporedbom srednje vrijednosti kvadrata s procjenom eksperimentalne pogreske ispitana su tri
nezavisna parametra: A, B i C te interakcije parametara AA, AB, AC, BB, BC, CC. Statisticki
znacajni rezultati su parametar B ¢ija vrijednost iznosi 0,0003, parametar C s rezultatom 0,0069

te interakcije BC s p-vrijednosti 0,0173 1 CC ¢ija p-vrijednost iznosi 0,0006.

R-kvadratna statistika pokazuje 79,516 % varijabilnosti prilagodenog modela za prinos

ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja, odnosno 68,6715 % kada se prilagodi za stupnjeve

46



slobode. Durbin-Watsonova statistika ima p-vrijednost jednaku 0,4341, sto je vise od 0,05 te se

iz toga vidi da nema serijske autokorelacije zbog redoslijeda podataka na razini znacajnosti od

5 %.
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Slika 6. Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja — ultrazvu¢na

ekstrakcija

Na slici 6. nalazi se Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja
uzoraka suhe kore raj¢ice dobivenih ekstrakcijom pomocu ultrazvuka visokog intenziteta.
Desno od plave crte se prema opadaju¢em redoslijedu nalaze statisticki znacajni parametri B
(vrijeme tretiranja), CC (kvadratna interakcija udjela etanola), C (udio etanola) i BC (interakcija

vremena tretiranja i udjela etanola ). Pareto dijagram odgovara rezultatima iz tablice 14.

U istrazivanju Mkadmini Hammi i sur. (2015) provedena je optimizacija ultrazvuéne
ekstrakcije antioksidativnih komponenti iz kineske datulje pomoc¢u metode odzivne povrsine.
Proucavao se utjecaj vremena tretiranja (5 minuta — 45 minuta), koncentracije etanola (0 % —
100 %), temperature (sobna temperatura — 65 °C) i omjera otapalo: otopljena tvar (10 mL/g —
70 mL/g) na prinos ukupnih fenola. Nakon provedene statisticke analize zakljuceno je da su
vrijeme tretiranja i udio etanola imali zna¢ajne kvadratne u¢inke na prinos ukupnih fenola (p <
0,05). Sve nezavisne varijable bile su znacajne za prinos ukupnih fenola, a od interakcija su
znacajnost pokazali interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, interakcija omjera otapalo:
otopljena tvar i koncentracije etanola, interakcija ekstrakcijske temperature i omjera otapalo:
otopljena tvar i interakcija koncentracije etanola i ekstrakcijske temperature. Zakljuéeno je da
su optimalni parametri ekstrakcije bili udio etanola od 50 %, vrijeme tretiranja od 25 minuta,

ekstrakcijska temperatura od 63 °C i omjer otapalo: otopljena tvar 67 mL/g. Statisticka
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znacCajnost vremena tretiranja, udjela etanola, kvadratne interakcije udjela etanola i interakcije
vremena tretiranja i udjela etanola podudara se s rezultatima dobivenima za uzorke suhe kore
rajcice. S obzirom na to da nije proucavan utjecaj vremena skladiStenja na prinos ukupnih
fenola, rezultati za suhu koru rajice se ne mogu u potpunosti usporediti s navedenim

istrazivanjem.

EtOH=230"%

[me'z =tv]

Prinos ukupnih fenola

”a >
. 8’
4 E'Yrijeme tretiranja

3
[min]

Slika 7.. Procjena povrsine odziva za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja —

ultrazvucéna ekstrakcija

Slika 7. prikazuje dijagram procjene povrsine odziva za prinos ukupnih fenola nakon 7.
dana skladiStenja uzoraka suhe kore raj¢ice dobivenih ekstrakcijom pomocu ultrazvuka visokog
intenziteta. 1z slikovnog prikaza vidljivo je da se najmanji prinos dobiva pri ultrazvu¢nom
tretmanu s amplitudom od 50 % i pri vremenu tretiranja od 3 minute. Povecanjem primijenjene
amplitude povecava se prinos ukupnih fenola te dostize najvisu vrijednost pri amplitudi od 100

% i vremenu tretiranja izmedu 7 i 8 minuta.
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Tablica 15. Optimizacija prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja — ultrazvuéna

ekstrakcija
Polinom optimizacije Optimalan odziv
PUF7 = 1,64548 + 0,0116245*A + Faktor | Najniza | Najvisa |Optimalna
0,488366*B + 0,0229957*C + vrijednost|vrijednost| vrijednost
0,0000172506*A2- 0,00185525*A*B + A 50,00 | 100,00 | 100,00
0,000114642*A*B - 0,0265231*B2 + B 3,00 9,00 7.74
0,00305653*B*C - 0,000824345*C? C 0,00 50,00 35,26

Optimalan PUF7 = 4,76 mg/gs.v.

*PUF7 — prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja, A —amplituda, B — vrijeme tretiranja, C — udio etanola

U tablici 15. nalazi se polinom optimizacije i vrijednosti optimalnog odziva za prinos
ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja uzoraka suhe kore rajéice dobivenih ultrazvu¢nom
ekstrakcijom. 1z tablice s rezultatima optimalnog odziva, vidljivo je da optimalna vrijednost
primijenjene amplitude iznosi 100,00 %. Optimalna vrijednost vremena tretiranja je 7,74
minute, dok optimalna vrijednost udjela etanola iznosi 35,26 %. Optimalna vrijednost prinosa
ukupnih fenola pri navedenoj kombinaciji parametara iznosi 4,76 mg/gs.v..
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45.4. Prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajcice neposredno nakon tretmana

konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji (0. dan skladistenja)

Tablica 16. Analiza varijanci za prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan

skladistenja) — konvencionalna metoda

Izvor Zbroj kvadrata Ds— Srednja | F-omjer p-vrijednost
stupnjevi | vrijednost
slobode kvadrata

0,0442624 1 0,0442624 1,31 0,3353

B 0,520951 1 0,520951 15,43 0,0294

AA 0,124645 1 0,124645 3,69 0,1504

AB 0,200904 1 0,200904 5,95 0,0926

BB 0,0741112 1 0,0741112 2,19 0,2351
Ukupna pogreska 0,1013 3 0,0337668 - -
Ukupna korekcija 1,06617 8 - - -

*A —vrijeme tretiranja, B — udio etanola, AA — kvadratna interakcija vremena tretiranja, AB — interakcija vremena
tretiranja i udjela etanola, BB — kvadratna interakcija udjela etanola; R-kvadratno = 90,4987 %, R-kvadratno
(prilagodeno za stupnjeve slobode) = 74,6632 %, standardna pogreska, procjena = 0,183757, srednja apsolutna
pogreska = 0,0897631, Durbin-Watsonova statistika = 1,27256 (p = 0,0301), Lag 1 rezidualna autokorelacija =
0,29941

Tablica 16. prikazuje analizu varijanci za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore
rajCice neposredno nakon tretmana konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji (0. dan
skladistenja). Prilikom ispitivanja statistiCke znacajnosti u obzir su uzete nezavisne varijable A
i B te njihove interakcije AA, AB i BB. Faktor B ima p-vrijednost manju od 0,05 i iznosi 0,0294
te prema tome predstavlja statisticki znacajan faktor. Moze se uociti da su statisti¢ki znacajni
parametri razli¢iti za konvencionalnu ekstrakciju i ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom.

R-kvadratno iznosi 90,4987 %, odnosno 74,6632 % prilagodeno za stupnjeve slobode,
Sto objasnjava 90,4987 %, odnosno 74,6632 % varijabilnosti rezultata prinosa ukupnih fenola.
Usporedbom R-kvadrata za konvencionalnu ekstrakciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju, vidljivo je da
je kod ultrazvuéne ekstrakcije vrijednost R-kvadratne statistike niza. Durbin-Watsonova
statistika ima p-vrijednost jednaku 0,0301. Budu¢i da je p-vrijednost manja od 0,05, postoji

mogucnost serijske korelacije zbog redoslijeda podataka na razini znacajnosti od 5 %,
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Slika 8. Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan
skladistenja) — konvencionalna metoda
Na slici 8. prikazan je Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore
rajéice neposredno nakon tretmana konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji (0. dan
skladiStenja). Parametri koji se na dijagramu nalaze desno od plave linije predstavljaju
statisticki znacajne rezultate. Iz dijagrama se prema tome moze zakljuciti da je za prinos
ukupnih fenola statisticki znacCajan parametar udio etanola B. Lijevo od plave linije prema
opadajuc¢em redoslijedu nalaze se interakcije varijabli AB, AA i AB i nezavisna varijabla A te

oni nemaju statisti¢ki znacaj. Dobiveni rezultati su u skladu s provedenom analizom varijanci.

Turkmen Erol i sur. (2022) su istrazivali utjecaj koncentracije otapala, omjera otopljene
tvari i otapala te vremena tretiranja na prinos ukupnih fenola iz kore kestena. Ekstrakcija je
izvedena konvencionalnim tretmanom uz etanol i metanol kao otapala, a odredivanje ukupnih
fenola provedeno je pomocu Folin-Ciocalteu metode. Kod ekstrakcije etanolom, statisticki
znacajan utjecaj na prinos ukupnih fenola imali su omjer otopljene tvari i otapala, udio etanola
i kvadratni u¢inak vremena tretiranja. Optimalni uvjeti za ekstrakciju etanolom bili su omjer
otopljene tvari i otapala od 1:10, udio etanola od 60 % i vrijeme tretiranja od 82,41 min te je
pri tim vrijednostima postignut prinos od 39,02 mg EGK/gs.v.. Eksperimentalni rezultati bili su

sli¢ni predvidenima (38,40 mg EGK/gst.), a oba otapala su imala sli¢an utjecaj na prinos.

Nakon provedene statisticke obrade moze se utvrditi djelomi¢no podudaranje rezultata
konvencionalne ekstrakcije suhe kore rajcice s navedenim istraZzivanjem koje se odnosi na

statistiCki znacaj udjela etanola na prinos ukupnih fenola.

Hernandez-Carranza i sur. (2016) su u svom istrazivanju proucavali utjecaj vremena

tretiranja i ekstrakcijske temperature na prinos fenolnih spojeva iz komine jabuke, kore narance
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1 kore banane. Primije¢eno je da je prinos ukupnih fenola bio nizi u komini jabuke (227 — 394
mg EGK/100 gs.) od vrijednosti dobivenih za koru narance (391 — 689 mg EGK/100 gstv.) |
koru banane (304 — 500 mg EGK/100 gs.v). Takoder je primije¢eno da parametri imaju razli¢itu
statistiCku znacajnost ovisno o nusproizvodu. Kod komine jabuke su svi parametri bili
statistiCki znac¢ajni. Kvadratni u¢inak temperature nije utjecao na ekstrakciju fenola iz kore
banane, dok su u kori naran¢e znacajni faktori bili vrijeme tretiranja i ekstrakcijska temperatura
te njihova interakcija. Statisticka obrada rezultata konvencionalne ekstrakcije suhe kore raj¢ice
nije pokazala sli¢nost s navedenim istrazivanjem. Razlike u statisti¢koj znacajnosti nezavisnih
varijabli na prinos ukupnih fenola mogu se pripisati izboru drugacijeg biljnog matriksa i

razli¢itim uvjetima ekstrakcije.
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Slika 9. Procjena povrsine odziva za prinos ukupnih fenola neposredno nakon

tretmana (0. dan skladiStenja) — konvencionalna metoda

Iz dijagrama procjene povrSine odziva na slici 9. moze se zakljuciti da se najmanja
vrijednost prinosa ukupnih fenola dobiva pri vremenu tretiranja od 9 minuta i udjelu etanola od
0 %. Povecanjem udjela etanola povecava se prinos ukupnih fenola te se najveéa vrijednost

dobiva pri udjelu etanola od 50 % i vremenu tretiranja u rasponu izmedu 7 i 8 minuta.
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Tablica 17. Optimizacija prinosa ukupnih fenola neposredno nakon tretmana (0. dan

skladistenja) — konvencionalna metoda

Polinom optimizacije Optimalan odziv

Faktor | Najniza | Najvisa |Optimalna
PUF =1,70123 + 0,286786*A - 0,0215423*B

- 0,0277383*A? + 0,00298815*A*B +
0,000307997*B?

vrijednost|vrijednost| vrijednost
3,00 9,00 7,86
B 0,00 50,00 50,00

Optimalan PUF = 3,11 mg/gs.w.

*PUF — prinos ukupnih fenola nakon 0. dana skladiStenja, A — vrijeme tretiranja, B — udio etanola

Tablica 17. ukljucuje polinom optimizacije i vrijednosti optimalnog odziva za prinos
ukupnih fenola u uzorcima suhe kore raj¢ice neposredno nakon tretmana konvencionalnom
ekstrakcijom u vodenoj kupelji (0. dan skladistenja). Iz dobivenih rezultata primjecuje se da je
optimalno vrijeme tretiranja uzoraka 7,86 minuta, a optimalna vrijednost udjela etanola iznosi
50 % i jednaka je najviSoj vrijednosti udjela etanola. Optimalan prinos ukupnih fenola prema
dobivenim rezultatima iznosi 3,11 mg/gsw i ta vrijednost je manja od rezultata dobivenog za

ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom.
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4.5.5. Prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja uzoraka suhe kore raj¢ice

dobivenih konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji

Tablica 18. Analiza varijanci za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja —

konvencionalna metoda

Izvor Zbroj Ds— Srednja F-omjer | p-vrijednost
kvadrata | stupnjevi vrijednost
slobodne kvadrata

0,0169439 1 0,0169439 0,81 0,4337

B 0,177196 1 0,177196 8,50 0,0617

AA 0,050935 1 0,050935 2,44 0,2159

AB 0,305392 1 0,305392 14,66 0,0314

BB 0,0510401 1 0,0510401 2,45 0,2155
Ukupna pogreska | 0,0625111 3 0,020837 - -
Ukupna korekcija 0,664018 8 - - -

*A —vrijeme tretiranja, B — udio etanola, AA — kvadratna interakcija vremena tretiranja, AB — interakcija vremena
tretiranja i udjela etanola, BB — kvadratna interakcija udjela etanola; R-kvadratno = 90,5859 %, R-kvadratno
(prilagodeno za Dy) = 74,8958 %, standardna pogreska, procjena = 0,14435, srednja apsolutna pogreska =
0,0736981, Durbin-Watsonova statistika = 1,43621 (p = 0,0501), Lag 1 rezidualna autokorelacija = 0,253408

U tablici 18. nalazi se prikaz analize varijanci za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe
kore rajéice dobivenima konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji nakon 7. dana
skladistenja. StatistiCka znacajnost testirana je za nezavisne varijable A i B te interakcije
varijabli AA, AB i BB. P- vrijednost za interakciju AB iznosi 0,0314, §to je manje od 0,05. Na
temelju tog podatka zakljucuje se da je interakcija AB statisticki znacajan parametar na razini
pouzdanosti od 95 % te da utjeCe na prinos ukupnih fenola. Usporedbom rezultata
konvencionalne ekstrakcije u vodenoj kupelji s rezultatima dobivenima pomocu ultrazvucne

ekstrakcije, vidi se razlika u statisti¢koj znacajnosti parametra.

Prema vrijednosti R-kvadratne statistike, primjecuje se da prilagodeni model objasnjava
90,5859 % varijabilnosti rezultata prinosa ukupnih fenola, odnosno 74,8958 % u slucaju
prilagodbe za stupnjeve slobode. Usporedbom R-kvadratne statistike za ekstrakciju
potpomognutu ultrazvukom i konvencionalnu ekstrakciju, vidljivo je da je kod konvencionalne
ekstrakcije postignuta visa vrijednost. Durbin-Watsonova statistika pokazuje p-vrijednost od

0,0501 te stoga ne postoji serijska povezanost zbog rasporeda podataka na razini znacajnosti od
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Slika 10. Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja —

konvencionalna metoda

Slika 10. prikazuje Pareto dijagram za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore
rajCice dobivenima konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji nakon 7. dana
skladistenja. Na grafickom prikazu uoéljivo je da vrijednost AB (interakcija vremena tretiranja
i udjela etanola) prelazi plavu liniju ¢ime se potvrduje statisticki znacaj tog parametra odreden
analizom varijanci. Takoder je vidljivo da parametri B i A te interakcije BB i AA nemaju
statistiCki znacajan ucinak na prinos ukupnih fenola. Dobiveni rezultati su u skladu s

provedenom analizom varijanci iz tablice 18.
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Slika 11. Procjena povrsine odziva za prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja —

konvencionalna metoda

55



Na slici 11. nalazi se graf procjene povrsine odziva za prinos ukupnih fenola u uzorcima
suhe kore rajc¢ice dobivenima konvencionalnom ekstrakcijom u vodenoj kupelji nakon 7. dana
skladiStenja. Iz grafa je vidljivo da se najmanji prinos dobiva pri vremenskom tretiranju od 9
minuta i udjelu etanola od 0 %. Najvisa vrijednost postize se pri vremenu tretiranja od 9 minuta

i udjelu etanola od 50 %.

Tablica 19. Optimizacija prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja — konvencionalna

metoda
Polinom optimizacije Optimalan odziv
PUF7=2,20817 + 0,138391*A - 0,0280109*B Faktor | Najniza | Najvisa |Optimalna
-0,0177317*%A? + 0,00368415*A*B + vrijednost|vrijednost| vrijednost
0,0002556*B> A 3,00 9,00 9,00
B 0,00 50,00 50,00

Optimalan PUF7 = 2,91 mg/gs.v.

*PUF7 — prinos ukupnih fenola nakon 7. dana skladistenja, A — vrijeme tretiranja, B — udio etanola

Tablica 19. sadrzi jednadzbu eksperimentalnog modela te rezultate optimalnog odziva
za prinos ukupnih fenola u uzorcima suhe kore rajéice dobivenima konvencionalnom
ekstrakcijom u vodenoj kupelji nakon 7. dana skladiStenja. U tablici optimalnog odziva vidljivo
je da je optimalna vrijednost vremena tretiranja uzoraka suhe kore raj¢ice jednaka 9 minuta, $to
odgovara najvecem primijenjenom vremenu tretiranja. Optimalan rezultat udjela etanola iznosi
50 % i ta vrijednost takoder odgovara najvisem primijenjenom udjelu etanola. Optimalan prinos
ukupnih fenola nakon provedene optimizacije iznosi 2,91 mg/gs+v., a to je manja vrijednost od
prinosa dobivenog neposredno nakon tretmana (0. dan skladistenja). Usporedbom optimalne
vrijednosti prinosa ukupnih fenola nakon 7. dana skladiStenja dobivene ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom i konvencionalnom ekstrakcijom, vidljivo je da se veci rezultat

dobiva kada se primjenjuje ultrazvuk visokog intenziteta.
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5. ZAKLJUCAK

1. Najve¢i prinos ukupnih fenola u uzorcima tretiranim ultrazvukom neposredno nakon
tretmana (nakon 0. dana skladiStenja) iznosio je 4,92 + 0,56 mg/gstw. uz primjenu 100 %-tne
amplitude, 9 minuta tretiranja i deionizirane vode kao otapala. Statisti¢ka analiza pokazala je
da su vrijeme tretiranja i kvadratna interakcija udjela etanola statisticki znacajni parametri (p <

0,05).

2. Poslije 7. dana skladistenja najveci prinos ukupnih fenola u uzorcima tretiranim ultrazvukom
visokog intenziteta iznosio je 4,86 + 0,02 mg/gs1w. kada se primijenila amplituda od 100 %, 6
minuta vremenskog tretiranja i udio etanola od 25 %. Statisti¢ki znacajni parametri su vrijeme
tretiranja, udio etanola, interakcija vremena tretiranja i udjela etanola i kvadratna interakcija

udjela etanola.

3. Neposredno nakon tretiranja (nakon 0. dana skladiStenja) najveci prinos ukupnih fenola
dobiven pomocu ultrazvuéne ekstrakcije veéi je za 63,08 % od najveceg prinosa dobivenog
konvencionalnom ekstrakcijom. Poslije 7. dana skladistenja najve¢i prinos ukupnih fenola
dobiven pomocu ultrazvucne ekstrakcije veéi je za 68,56 % od najveceg prinosa dobivenog

konvencionalnom ekstrakcijom.

4. Optimizirani parametri za uzorke tretirane ultrazvukom neposredno nakon ekstrakcije (0. dan
skladistenja) iznose 86,52 % amplitude, 9 minuta vremenskog tretiranja i 50 % udjela etanola.
Nakon 7. dana skladistenja optimalni parametri su 100 % amplitude, 7,74 min tretiranja i 35,26

% udjela etanola.

5. Najveca ultrazvuéna snaga iznosi 59,22 W i postignuta je pri amplitudi od 100 %, 9 minuta
tretiranja 1 udjelu etanola od 25 %. Amplituda je statisticki zna¢ajan parametar za ultrazvu¢nu
snagu (p < 0,05). Optimalni ekstrakcijski uvjeti za dobivanje najvece ultrazvucne snage su

92,07 % amplitude, 6,64 min vremenskog tretiranja i 25,53 % udjela etanola.

6. Suha kora raj¢ice predstavlja sirovinu bogatu fenolnim komponentama s potencijalom u

proizvodnji funkcionalnih proizvoda.

7. Ekstrakcija ultrazvukom visokog intenziteta je alternativa toplinskim metodama ekstrakcije
pomocu koju se moze ostvariti odrziva proizvodnja uz iskoriStavanje bioaktivnih komponenti

iz nusproizvoda prehrambene industrije.
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