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1. UVOD

Zbog globalnih izazova kao $to su iscrpljivanje resursa, degradacija okoliSa i sve veée
potrebe ubrzano rastuéeg stanovniStva za hranom, principi odrZzivog razvoja postali su od
kriti€ne vaznosti za suvremenu proizvodnju hrane i stabilnost prehrambene industrije. S
obzirom na veliki utjecaj koji prehrambena industrija ima na okoli§ smatra se jednim od
predvodnika zelene tranzicije pri ¢emu se inovacije u tehnologiji prerade i valorizacija

nusprodukata smatraju klju¢em odrzivih sistema proizvodnje hrane.

Jednu inovativhu metodu prerade predstavlja ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija koja
je u dosadasnjim istrazivanjima pokazala znatan potencijal za poboljSanje procesa u odnosu
na konvencionalne metode ekstrakcije. Primjenom ultrazvuka u ekstrakciji poveéava se
efikasnost procesa kroz smanjenu upotrebu otapala, vece prinose ekstrahiranih komponenti,
maniji utroSak energije, manju generaciju otpada. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija
ujedno je i netoplinska metoda €ime se osigurava zadrzavanje vrijednih biolokih aktivnosti

osjetljivih komponenata kao $to su proteini i fenoli.

Secerna repa predstavlja jednu od najbitnijih sirovina za proizvodnju $eéera u svijetu. Velika
koli€ina listova Seéerne repe koja zaostaje nakon Zetve uobiCajeno se tretira kao otpad, a rijetko
biva koridteno kao sto¢na hrana ili prirodno gnojivo. Lis¢e eéerne repe povoljnog je kemijskog
sastava te predstavlja dobru priliku za valorizaciju i proizvodnju novih proizvoda poti¢uci pritom

ciljeve odrzivog razvoja.

Cilj ovog istrazivanja bio je usporediti utjecaj toplinske ekstrakcije i ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta na prinos ukupnih proteina i fenola iz osu$enih
peleta lis¢a Secerne repe te na antioksidacijsku aktivnost ekstrahiranih bioaktivnih spojeva.
Osuseni peleti dobiveni su suSenjem ,pulpe“ zaostale nakon preSanja soka iz svjezeg lis¢a
Secéerne repe. U cilju je bilo utvrditi i utjecaj primjene razli¢itih zelenih otapala (deionizirane
vode, 25 %-tne otopine etanola, 50 %-tne otopine etanola) na prinos navedenih komponenti i
antioksidacijsku aktivnost. Takoder, u cilju je bilo utvrditi optimalne uvjete ultrazvuCne

ekstrakcije provedbom statistiCke obrade rezultata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ODRZIVI RAZVOJ

Dosadasdnji trend u razvoju globalnog gospodarstva doveo je do brze i opsezne
industrijalizacije popracene degradacijom okoliSa te prekomjernom i neravnomjernom
potroSnjom. Navedeno je doprinijelo razvoju najvecih izazova za CovjeCanstvo 21. stoljec¢a, u
vidu gubitka bioraznolikosti, povecanog iscrpljivanja prirodnih resursa i socio-ekonomske
nejednakosti. Odrzivi razvoj podrazumijeva pristup prema rastu i razvoju civilizacije na nacin da
se potrebe danasnjeg stanovnistva uspiju zadovoljiti bez negativnog utjecaja na mogucnost
buduc¢ih generacija da zadovolje vlastite potrebe. Definicija odrzivog razvoja formirana je u
sklopu izvje$c¢a Svjetske Komisije za okoli$ i razvoj 1987. godine formalno naslovljenog ,Nasa
zajedni¢ka buduénost® (,Our Common Future®), poznatijeg kao ,Bruntland izvjeS¢e®, i
podnesenog u jeku rastuce osvijesStenosti stanovniStva o negativnim posljedicama klimatskih
promjena i postojecih intra i internacionalnih nejednakosti (Hajian i Kashani, 2021; WCED,
1987). U svojoj sustini, odrzivi razvoj zagovara odgovornu, pametnu i kreativhu upotrebu
prirodnih resursa, socijalne politike temeljene na pravednosti svih ljudi neovisno o dobi, rasi i
spolu te dugoro€nu ekonomsku stabilnost temeljenu na gospodarskom rastu bez negativnih
utjecaja na prirodu i stanovnistvo. Prihvacanjem ciljeva odrzZivog razvoja i inkorporacijom
definiranih praksi kreira se moguénost zastite osjetljivih ekosustava, smanjenja emisije
staklenickih plinova i o€uvanja vrijednih resursa za buduce generacije (Moyer i Hedden, 2020).
Koncept odrzivog razvoja je od kljuéne vrijednosti za buduénost proizvodnje hrane s obzirom
da se prema dosadasnjem trendu oCekuje brzi porast broja stanovnika koji ¢e do po&etka 2050.,
prema nekim procjenama, vrlo vjerojatno premasiti brojku od 9 milijardi (Adam, 2021). Ususret
porastu stanovnika sektor proizvodnje hrane se suoCava i s ozbiljnim posljedicama klimatskih
promjena koje uzrokuju gubitke sirovina za proizvodnju $to posljedi€no ugroZzava sigurnost
lanca opskrbe. Naknadno na navedeno, pretpostavlja se kako ¢e globalna proizvodnja hrane
porasti za 70 % Sto za sobom povladi i povecane potrebe za sirovinama i energijom (Van Dijk i
sur., 2021). Stoga se inovacije u prehrambenom sektoru sve viSe orijentiraju prema novim,
prepoznate kao vrijedni alati za dostizanje ciljeva odrzivog razvoja (Arshad i sur., 2021; Herrero
i sur., 2021; Chemat i sur., 2020; Ng i sur., 2020; Henchion i sur., 2017).



2.2. PROTEINI

Proteini su esencijalne makromolekule koje se, zbog svojih raznolikih uloga i vaznosti u
biokemijskim procesima i strukturalnim elementima, pronalaze u svim Zivim bi¢ima. Sluze kao
gradivni blokovi za razna tkiva, enzime, hormone i tijela imunoloSkog sustava. Prema svojoj
strukturi su polimeri sastavljeni od medusobno povezanih monomernih jedinica aminokiselina.
U velikoj vecini proteina zastupljeno je 20 osnovnih aminokiselina, izuzev hidroksilizina i
hidroksiprolina koji se mogu pronaci u nekim zivotinjskim proteinima (Geissler i Powers, 2023).
Od 20 standardnih aminokiselina njih 8 (leucin, izoleucin, valin, fenilalanin, triptofan, metionin,
treonin, lizin) je esencijalno Sto znaci da se moraju unositi konzumacijom hrane (Mann i sur.,
2023). Zahvaljujuéi prirodi aminokiselina postoje milijuni mogucih verzija proteina iz ¢ega
proizlazi njihova kompleksnost i svestrana uloga u biokemijskim procesima. Struktura proteina
organizirana je u Cetiri razine: primarnu, sekundarnu, tercijarnu i kvaternu (Geissler i Powers,
2023). Primarna struktura odredena je redoslijiedom aminokiselina koje protein sadrzi.
Sekundarna struktura definira se kao energetski najpovoljnija struktura koju protein zauzima
duz y-osi zami$ljene ravnine. Tercijarna struktura ostvaruje se savijanjem koje je uzrokovano
interakcijama aminokiselinskih ostataka u obliku nekovalentnih van der Waalsovih sila i
vodikovih veza te kovalentnih disulfidnih mostova. Kvaternu strukturu zauzimaju proteini
gradeni od viSe proteinskih podjedinica koje su medusobno povezane nekovalentnim vezama.
Struktura proteina odreduje njihovu bioloSku funkciju i stupanj probavljivosti (Mann i sur., 2023).
Razumijevanjem ove strukture dobiva se uvid u nutritivhu kvalitetu proteina Sto doprinosi
konstantnom poboljSanju nutritivnihn smjernica (Ajomiwe i sur., 2024). Proteini se u
gastrointestinalnom sustavu razgraduju, posredstvom proteolitickih enzima, na pojedinaéne
aminokiseline koje sadrze, pri emu iste ljudsko tijelo koristi za anabolizam odnosno izgradnju
vlastitih proteina. Usprkos svojoj vaznosti za normalno funkcioniranje organizma, proteini se ne
akumuliraju u tijelu ve¢ se konstantno razgraduju i resintetiziraju, a viSak biva izlu¢en putem
urea ciklusa. S obzirom na esencijalnu vaznost proteina u ljudskoj prehrani i potrebu za
njihovom svakodnevnom konzumacijom, prehrambeni sektor mora biti u moguénosti zadovoljiti
nutritivne potrebe stanovnistva za proteinima. Ocekuje se da ¢e u buduénosti, uz porast broja
stanovnika, glavni pokretacCi porasta potraznje za hranom bogatom proteinima biti povecanje u
udjelu stanovnidtva s veéom plateznom modéi, rastu¢a urbanizacija i sve veci udio starije
populacije koja je svjesna uloge proteina u zdravom procesu starenja ljudi (Ames, 2018;
Henchion i sur., 2017). lako biljni izvori proteina ine viSe od polovicu ukupne svjetske opskrbe
proteinima, izvori proteina Zivotinjskog porijekla poput mesa i mlijeCnih proizvoda imaju
superiorniji aminokiselinski profil i probavljivost Sto ih €ini najboljim izvorom proteina za ljudsku

prehranu (Yavuz i Yavuz, 2024; Henchion i sur., 2017). Unato€ tome, mnogi potrosaci se okre¢u



biljnim izvorima proteina Sto zbog etiCkih razloga $to zbog poveéane svijesti o povezanosti
industrijaliziranog uzgoja Zivotinja i proizvodnje mesa s klimatskim promjenama, uniStavanjem
ekosustava, neodrzivim koriStenjem resursa i razvojem novih zoonoza (Henchion i sur., 2022;
Espinosa i sur., 2020). Kao neki od novih i obec¢avajucih izvora proteina mogu se navesti: alge,
kukci, mikrobne mase te proteini iz poljoprivrednog otpada i nusproizvoda poput proteina li§¢a
(Balfany i sur., 2023; Dolganyuk i sur., 2023; Geada i sur., 2021; Mintah i sur., 2020).

2.3. ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi su molekule od vitalne vaznosti za ispravno funkcioniranje stanica i
biokemijskih procesa jer pruzaju zastitu od oksidativnog stresa i negativnih reakcija sa
slobodnim radikalima. Slobodni radikali predstavljaju skupinu visoko reaktivnih molekula s
nesparenim elektronima koje mogu prouzrociti stetu na staniénim strukturama i molekulama
poput membrana, genetskog materijala, enzima $to za posljedicu moze imati razvoj upalnih
stanja i kroni¢nih bolesti poput raka, ateroskleroze, neurodegenerativnih bolesti i sl. (Jomova i
sur., 2023; Akbari i sur., 2022). Antioksidativha neutralizacija slobodnih radikala ukljucuje
nekoliko zasebnih mehanizama: prijenos atoma vodika, prijenos elektrona, prijenos elektrona
sekvencijalnim gubitkom vodika i kelaciju prijelaznih metala (Zeb, 2020). U uvjetima
homeostaze, ljudsko tijelo je sposobno koristiti endogene enzimatske (katalaza, superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza) i neenzimatske (glutation, ubikvinol) antioksidanse u borbi
protiv oksidativnhog stresa i slobodnih radikala koji nastaju kao rezultat metaboli¢kih procesa
(Chaudhary i sur., 2023; Aziz i sur., 2019). Prisutnost eksternih stresora poput UV zracenja i
polutanata u zraku nadmasuje intrinziénu sposobnost Covjeka da se zastiti od istih i zahtijeva
unos dodatnih antioksidansa iz hrane, a veéinom iz biljnih izvora (Akbari i sur., 2022; Zeb,
2020). Fenolni spojevi predstavljaju skupinu prirodnih antioksidansa koji se nalaze u raznoj
biljnoj hrani. Obi¢no se biosintetiziraju preko puta Sikiminske kiseline iz fenilalanina ili tirozina
kao pocetnih reaktanata, a za njihovu antioksidativhu sposobnost je odgovorna hidroksilna
skupina u benzenskom prstenu (Zeb, 2020). Fenolni spojevi spadaju u skupinu primarnih
antioksidansa koji se odlikuju visokom efikasno$cu i lakocom regeneracije (Flieger i sur., 2021).
Konzumacija fenolnih spojeva iz hrane ima dokazana pozitivha djelovanja na ljudsko zdravlje
neka od kojih su: protuupalno, antikancerogeno, antiviralno, pospjeSuju funkciju imunosnog
sustava, sprjeavaju razvoj bolesti gastrointestinalnog sustava i dr. (Pisoschi i sur., 2021). lako
su antioksidativna priroda fenolnih spojeva i njihova dobrobit za ljudsko zdravlje poznati od
prije, u posljednja 2 desetljeéa je doslo do velikog porasta u znanstvenoj literaturi koja se bavi
njihovom tematikom (Zeb i sur., 2020). Ususret modernim izazovima poput klimatskih
promjena, porasta koli€ine vanjskih stresora i ogromnih koli¢ina prehrambenog otpada,

znanstvena istraZivanja u prehrambenoj industriji su se orijentirala prema upotrebi naprednih
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zelenih tehnika procesiranja u ekstrakciji fenolnih spojeva iz veé postojecih izvora, ali jednako
tako i vrijednih otpada poput lis¢a te nusproizvoda poput komine nastale proizvodnjom sokova
i vina i mekinja prilikom proizvodnje brasna (Gil-Martin i sur., 2022; Palos-Hernandez i sur.,
2022; Farcas i sur., 2021; Panzella i sur., 2020; Proseprio i sur., 2020).

2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuk se odnosi na zvu¢ne valove Cija je frekvencija viSe od gornje granice frekvencije
koju moze percipirati ljudski sluh, odnosno frekvencija ultrazvuénih valova iznosi iznad 20 kHz.
Za razliku od zvuénih valova koje ljudi mogu percipirati, ultrazvuéni valovi posjeduju manju
valnu duljinu te stoga i ve¢u snagu tj. energiju. Navedena €injenica omoguéuje ultrazvuénim
valovima da prodiru u materijale i stupaju u specifiCne interakcije s istima, a koje ne bi bile
moguce upotrebom ljudskom uhu osjetljivih valnih frekvencija. S obzirom na frekvenciju i snagu,
ultrazvuk se opcenito moze podijeliti na ultrazvuk niske snage (dijagnosticki) i ultrazvuk visoke
snage (terapeutski/industrijski). Vecini ljudi pri prvom spomenu na ultrazvuk na pamet pada
kategorija ultrazvuka niske snage s kojom se ljudi ¢esto susrecu jer nalazi Siroku primjenu u
medicini. Pritom zvuéni valovi veoma visokih frekvencija (iznad 5 MHz), zbog svoje niske
energije, omogucuju ne destruktivan nacin predo€avanja unutartjelesnih struktura poput organa
i tkiva te Cak i fetusa tijekom trudnocée. S druge strane, ultrazvuéni valovi nize frekvencije
posjeduju veéu energiju zbog koje je moguce odvijanje fenomena prijelazne akusti¢ne kavitacije
(Mason i Cintas, 2002). Do pojave navedenog fenomena dolazi kada ultrazvucni valovi visoke
snage dospiju u interakciju s tekué¢inom (Wen i sur., 2019). Zbog sinusoidne prirode Sirenja
zvu€nih valova dolazi do naizmjeniéne pojave zona kompresije i razrjedivanja (loma) (Leong i
sur., 2011). U fazi razrjedivanja dolazi do formiranja mjehuri¢a zraka jer vrijednost tlaka padne
ispod tlaka pare tekucine §to omogucava otopljenim plinovima da ,ispare” u mikro lokacijama
tekucine. Istovremeno pad tlaka je toliko velik da nadmasuje privlacne sile molekula otopine pri
¢emu otopljeni plinovi difundiraju u stvorene ,pukotine® (Wen i sur., 2019; Leong i sur., 2011).
Formirani mjehuri¢i naizmjenice rastu, tijekom faze razrjedivanja (dolazi do difuzije novih
molekula plina), i smanjuju se, tijekom faze kompresije, sve dok ne dostignu kriticnu veli€inu
(rezonantna veli€ina) odnosno kriticni radijus pri ¢emu u sljedecoj fazi kompresije dolazi do
silovite implozije mjehuri¢a (Leong i sur., 2011; Barbosa-Canovas i Rodriguez, 2002). Uslijed
implozije, na mikrolokacijama u tekucini formiraju se zone ekstremno visokih temperatura (5000
K), tlaka (100 MPa) i hidrodinamickih sila smicanja, a navedena kombinacija rezultira poja¢anim
prijenosom mase (Wen i sur., 2018; Jambrak i sur., 2008). Osim toga, prijelazna akustiCna
kavitacija dovodi do odredenih fizikalnih efekata odnosno do pojave mikro mlazova, mikro

turbulencija i sudara velikih brzina izmedu pojedinacnih Cestica u otopini koji posljedicno mogu



ubrzati odvijanje kemijskih reakcija te povecati prinos ekstrakcije Zeljenih komponenti iz

staniénog matriksa (Kadam i sur., 2013; Shirsath i sur., 2012; Ince i sur., 2001).

2.4.1. Ultrazvuk u prehrambenom inzenjerstvu

U suvremenom prehrambenom inZenjerstvu i proizvodnji, primjena ultrazvuka predstavlja
iznimno vrijednu tehnologiju koja je, osim svoje svestrane primjene, omogucila poveéanje
efikasnosti prerade, bolju kvalitetu proizvoda i smanjenje energetske potroSnje. Bilo da se radi
0 ultrazvuku visokog ili niskog intenziteta, ova tehnologija nalazi &iroku primjenu u
prehrambenoj industriji kako u analiziranju kvalitete tako i u procesima proizvodnje, sanitacije i
obrade otpada. Neke od prednosti koriStenja ultrazvuka u procesiranju hrane uklju€uju: brzi
prijenos energije i mase, nizu temperaturu procesiranja, smanjenu veliinu opreme, bolje

mijeSanje i smanjenje koraka u procesu prerade (Chemat i Khan., 2011).

Filtracija predstavlja fizikalni proces odvajanja Cvrstih tvari od tekucih ili plinovitih tvari u kojoj
su sadrzani ili obrnuto, odvajanje tekucine ili plinovitog fluida od nepozeljnih &vrstih tvari.
Tijekom filtracije dolazi do zadrzavanja Cvrstih tvari unutar i na porama koriStenog sredstva za
filtraciju. Pritom dolazi do postepenog zacepljenja pora i smanjenja fluksa (koli€ine tvari koja
prolazi kroz jedinicu povrsine filtera), odnosno efikasnosti samog procesa. Koncentracija Cvrste
tvari se polarizira odnosno stvara se tzv. filterski ,kola¢". Upotrebom ultrazvuka visoke snage,
fizikalni i mehanicki utjecaji akustiCne kavitacije dovode do razbijanja nastalog ,kolaca“ i
smanjenja polarizacije koncentracije povec¢avajuéi tako efikasnost procesa bez utjecaja na
permeabilnost membrane (Chemat i Khan, 2011). Mao i sur. (2020) su u svojoj studiji primjenom
ultrazvuéne tehnologije povecali permeancu mikrofiltracijske membrane za 48 % $to je
rezultiralo pove¢anom efikasno$¢u odvajanja vode iz emulzija tipa ulje u vodi. Depolimerizacija
je proces razgradnje velikih, kompleksnih molekula kao $to su polisaharidi, proteini i masti, na
njihove manije strukturne jedinice (monomere ili oligomere). Proces depolimerizacije omoguéuje
modifikacije strukture, funkcije i nutritivne vrijednosti tretirane procesirane hrane (Zhou i sur.,
2022). Upotreba ultrazvuka tako moze rezultirati boljom topljivosti i sposobnosti pjenjenja
proteina sirutke te trajnom i pozeljnom promjenom reoloskih parametara (Chemat i Khan, 2011;
Jambrak i sur., 2008). Neki od proizvoda zahtijevaju proces kuhanja ili pe¢enja pri ¢emu se
preradeni sadrzaj drzi u odgovaraju¢im kalupima s premazom protiv sljepljivanja (npr.
politetrafluoretilen) kojeg se treba povremeno mijenjati sto iziskuje dodatne troSkove i gubitak
produktivnosti (Chemat i Khan, 2011). Upotrebom ultrazvuka ostvaruje se relativno visoko-
frekventno gibanje izmedu kalupa i prehrambenog proizvoda $to poboljSava odvajanje i
Ci¢enje te eliminaciju skupih premaza, a slicna upotreba se mozZe primijeniti u procesu
ekstruzije za smanjivanje otpora pri protjecanju materijala (Singla i Sit, 2021; Chemat i Khan,

2011). Jedna od popularnih primjena ultrazvuka je u procesu rezanja. Pritom je oStrica putem
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vratila spojena na izvor ultrazvuka, a oblik oStrice nije ograni¢en (Chemat i Khan, 2011).
NajCeS¢e se koristi za rezanje lomljivih (torte, slastice, pekarski proizvodi), masnih (sir) i
liepljivih proizvoda zbog velike preciznosti, ujednacenosti i samostalnog ,automatskog” ¢iS¢enja
koje pruzaju ultrazvucne vibracije (Arnold i sur., 2009; Schneider i sur., 2009). Primjena
ultrazvuka u procesu smrzavanja hrane rezultira brzim prijenosom topline te brzom formacijom
kristalica leda ujednacene veliCine Sto skracuje vrijeme procesa i manje gubitke uzrokovane
destrukcijom stani¢nih struktura (Ma i sur., 2021). Takoder, istrazuje se i primjena ultrazvuka u
odmrzavanju. Takva primjena se vecinom temelji na kombinaciji s ve¢ poznatim inovativnim
nacinima odmrzavanja poput koriStenja mikrovalova infracrvenog zra¢enja (Taha i sur., 2024).
Tako su Cai i sur. (2019) zamijetili smanjenu migraciju vode i stupanj denaturacije proteina pri
odmrzavanju riblje vrste Sciaenops ocellatus koriStenjem ultrazvuka u kombinaciji s
mikrovalovima ili infracrvenim zracenjem dok su Gambuteanu i Alexe (2015) naznadili kako
upotreba ultrazvuka niskog intenziteta (frekvencije 25 kHz, intenziteta 0,6 W/cm?) skracuje
vrijeme odmrzavanja svinjskih Longissimus dorsi miSita za 87 % u usporedbi s
konvencionalnim nacinima. Ultrazvuk se veoma uspjeSno primjenjuje za procese emulgiranja
jer dovodi do: tvorbe Cestica mikronskih veliina i veoma uske distribucije veli€ine, stabilnijih
emulzija bez potrebe za dodavanjem sredstava za emulgiranje i smanjene potrebe za
energijom u odnosu na konvencionalne procese (Zhou i sur., 2021). Ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija pruza izrazite prednosti u odnosu na konvencionalne metode (Shen
i sur.,, 2023). Prema dosadas$njim istrazivanjima neke od prednosti koristenja ultrazvuka u
ekstrakciji bioaktivnih komponenti su: skraceno vrijeme procesa ekstrakcije bez gubitka
prinosa, niska temperatura procesa ¢ime se smanjuje degradacija osjetljivih spojeva, smanjen
utroSak energije i otapala, moguc¢nost koriStenja vode kao otapala €ime se eliminira toksicni
otpad, mogucnost primjene u ekstrakciji raznovrsnih bioaktivnih spojeva, jednostavnost
procesa te olak§8ano naknadno odvajanje i proCiS¢avanje ekstrahiranih komponenti (Oprescu i
sur., 2022; Panadare i sur., 2020; Chemat i sur., 2017; Lavilla i Bendicho, 2017; Mnayer i sur.,
2017; Bilgin i sur., 2013). Navedene prednosti ultrazvuk duguje mehanickim i toplinskim
efektima akustiCne kavitacije koje uzrokuju razaranje stani¢nih membrana, poveéan prijenos
najbitnijih primjena ultrazvuka je u o€uvanju nutritivne kvalitete i zdravstvene ispravnosti hrane.
Putem fenomena akusti€ne kavitacije ultrazvuk uzrokuje mehanicki i kemijski (slobodni radikali)
uvjetovana ostecenja stani¢nih membrana i unutarstani¢nih struktura mikroorganizama te
strukturne promjene u enzimima dovodeéi do njihove inaktivacije. Optimalno konzerviranje
hrane postize se kombinacijom s drugim metodama poput koriStenja hidrolitickih enzima,
povisenog tlaka, pasterizacije, koncentriranih otopina soli i sl. (Taha i sur., 2024; Guo i sur.,

2020; Alenyorege i sur., 2019; Fan i sur., 2019). Unato€ svemu navedenom postoje i odredene



mane ultrazvu¢ne tehnologije poput: kompliciranog odredivanja optimalnih parametara za
razne primjene, moguce oslobadanje toksi¢nih metala u tragovima, osjetljivost sondi (abrazije)
i potrebna zamjena na godis$njoj razini zbog postepenog ostec¢enja uzrokovanog akustiénom

kavitacijom (Taha i sur., 2024).

2.5. SECERNA REPA

Secerna repa, znanstvenog naziva Beta vulgaris L. ssp. vulgaris, dvogodi$nja je biljna vrsta
koja pripada porodici Amaranthaceae te je jedna od trenutno Cetiri kultivirane podvrste repe i
jedina koja se koristi za proizvodnju Secera (Zicari i sur., 2019). Uzgoj Secerne repe
rasprostranjen je Sirom svijeta, ali uglavnom najbolje uspijeva u umjerenom podneblju izmedu
30 i 60 ° sjeverne geografske Sirine jer ima relativho visoke potrebe za vodom $to zahtjeva
dovoljnu koli¢inu kiSe ili adekvatnu opremu za navodnjavanje u susnijim i toplijim predjelima
(Hassanli i sur., 2010; Draycott, 2008). Osim za proizvodnju Secera, Sec€erna repa je vazna i
kao kultura koja se sadi u rotaciji s drugim kulturama poput Zitarica i leguminoza $to omogucuje
medusobno nadopunjavanje pojedinih nedostataka poput nedostatka nutrijenata, neutralizaciju
proliferacije uzro€nika bolesti i degradacije strukture tla u slu€aju uzastopnog uzgoja samo

jedne od ovih kultura (Boincean i sur., 2019).

Razne vrste repe sadile su se jo$ od doba starih Rimljana kao vrtno povrée te su se koristile
u kulinarske svrhe veéinom zbog svoijih listova koji su se pripremali na nacin sli¢an danasnjoj
pripremi $pinata (Draycott, 2008). Cinjenica da $eéerna repa sadrzi ecer istovjetan onome iz
Secerne trske spoznata je jo$ u prvoj polovini 18. stolje¢a kada je 1747. godine kemicar Andreas
Marggraf u svojim eksperimentima s repom uspio izolirati $ec¢er, no neuspjesi u industrijalizaciji
procesa uvelike su usporili razvoj Se¢erne repe kao jednog od bitnih izvora Sec¢era (Hanelt i
sur., 2001). Vrsta koja je danas poznata kao Secerna repa kultivirana je relativno nedavno
odnosno krajem 18. stolje¢a iz Sleskog varijeteta s korijenom bijele boje (Draycott, 2008).
Razvoj industrijaliziranog procesa prerade i varijeteta s veéim udjelom Secera uvelike je
uvjetovan pocCetkom Napoleonskih ratova tijekom kojih je britanska blokada kontinentalne
Europe rezultirala obustavom uvoza Secera, proizvedenog iz ecerne trske, koji se velikom
vec¢inom proizvodio u britanskim kolonijama pa se interes za uzgoj i preradu Seéerne repe

ponovno probudio (Villadsen, 2009).

Danas je Secerna repa druga najkultiviranija kultura za proizvodnju Secera, prva je dakako i
dalje Secerna trska na koju otpada oko 80 % ukupne svjetske proizvodnje Secera (Gonzalez i
Bjornsson, 2022). Uzgoj Seéerne repe uvelike otpada na europske zemlje odnosno zemlje

Europske Unije (EU) te Rusiju i Ukrajinu, a prema podacima Europske Komisije (EK) na zemlje



EU otpada oko 50 % svjetske proizvodnje ovog vrijednog izvora Secera (Europska Komisija,
2021).

2.5.1. Otpad i nusprodukti procesa proizvodnje i prerade Secerne repe

Opcenito tijekom procesa proizvodnje hrane dolazi do nastanka odredenih nusproizvoda i
otpada. Nusproizvodi su sekundarni proizvodi nastali tijekom procesa proizvodnje primarnog
proizvoda, a sadrze odredenu ekonomsku vrijednost te se mogu koristiti u razli¢ite svrhe. S
druge strane otpad predstavlja sporedne produkte koji nemaju ekonomsku vrijednost i/ili ih je
nemoguce ponovno iskoristiti. Shodno navedenom, tijekom ekstrakcije Seéera iz Secerne repe

zaostaju razli€iti nusproizvodi i otpad u odredenim fazama procesa.

Pulpa zaostala nakon ekstrakcije $ecera iz rezanaca Secerne repe vecinom se preda i koristi
kao sto¢na hrana. U posljednje vrijeme su se, razvojem biotehnologije, razmotrili napredni
nacini tretiranja i fermentacije ovog nusproizvoda. Pulpa Secerne repe sadrzi 60-70 %
ugljikohidrata u suhoj tvari od kojih skoro 90 % €ine celuloza, hemiceluloza i pektin (Joanna i
sur., 2018). Stoga novi biotehnoloski procesi imaju za cilj iskoristiti ovaj bogati ugljikohidratni
sadrzaj kao potencijalni izvor za proizvodnju biogoriva, biopolimera i aditiva u prehrambeno;j,
farmaceutskoj i kemijskoj industriji (Tomaszewska i sur., 2018). Upotreba hidrolizirane pulpe
SecCerne repe razmatra se i kao koristan medij za proizvodnju mikrobnih proteina pa su tako
Patelski i sur. (2015) u svojoj studiji uzgoijili 5 vrsta kvasaca na hidrolizatu pulpe oboga¢enom
mineralima pri Eemu su nastale kvas€eve biomase u prosjeku sadrzavale oko 50 % proteina u

suhoj tvari.

Melasa je gusta smeda tekucina koja nastaje na kraju procesa kristalizacije saharoze iz
uguscenog Secernog sirupa iz kojeg vise nije ekonomski isplativo provoditi daljnju kristalizaciju
saharoze. Oko 50 % sastava melase Cine Seceri odnosno zaostala saharoza te glukoza i
fruktoza dok ostatak otpada na minerale poput kalcija i kalija te duSikove spojeve. Zbog svojeg
sastava i kalorijske vrijednosti nalazi upotrebu kao dodatak sto€noj hrani te za proizvodnju
etanola (Sanchez i Cardona, 2008). Coca i sur. (2015) su u svojoj studiji dokazali moguc¢nost
koristenja vinase (nusprodukta fermentacije melase) kao kulturnog medija za uzgoj

cijanobakterije Spirulina platensis u svrhu proizvodnje proteina iz stani¢ne biomase.

Dosad je nakon Zetve Secerne repe bivalo uobi¢ajeno njeno zaostalo liSce iskoristiti u obliku
sto€ne hrane ili kompostirati kako bi se ,izgubljeni“ nutrijenti tijekom rasta repe povratili u tlo
pripremajuci ga tako za naredne usjeve. Novim istraZivanjima o mogucnosti valorizacije otpada
nastalih pri proizvodnji i preradi korjenastog povrca, pa tako i listova Seéerne repe, ukazano je

na brojne vrijedne komponente koje sadrze poput proteina, vlakana i spojeva antioksidativnog



djelovanja (Zhou i sur., 2023). Takoder, Gigot i sur. (2013) su u svojoj studiji istrazili jedan
zanimljiv nacin valorizacije lista SeCerne repe, a koji ukljuuje ekstrakciju enzima hidroperoksid
liaze odgovornog za proizvodnju C6-aldehidnih spojeva koji doprinose karakteristi¢noj svjezoj
aromi lis¢a i zelenila i na taj nacin ukazali da je list SeCerne repe moguce razmatrati i kao
sirovinu u proizvodnji aroma za potrebe raznih industrija. Takoder, Ayyat i sur. (2024) su u svojoj
studiji zaklju€ili kako zamjena ribljeg brasna s proteinskim koncentratom lista, dobivenim iz lis¢a
Secerne repe i mrkve, u udjelu od 75 % ne naruSava stupanj rasta i zdravlje pri hranjenju ribe
vrste Orechromis niloticus $to daje prostor za daljnja istrazivanja i smanjenje troSkova ribljeg

uzgoja.
2.5.2. List Secerne repe

LiS¢e, kao i kod svake druge biljke koja provodi fotosintezu, Secerne repe klju¢no je za njezin
rast i razvoj. LiS¢e Secerne repe primarno sluzi za proces fotosinteze koji je, izmedu ostaloga,
od iznimne vaznosti za prezivljavanje bilike. Pojednostavnjeno receno, tijekom procesa
fotosinteze svjetlosna energija se prevodi u kemijsku energiju, odnosno u Secer koji Secerna
repa asimilira i pohranjuje u svojem korijenu kako bi joj sluZio kao izvor energije u daljnjim
stadijima razvoja. Osim Sto vrSi vaznu bioloSku ulogu, liS¢e Secerne repe krasi i povoljan
nutritivni profil (Aramrueang i sur., 2017). S obzirom da li5¢e €ini oko 30 % cijele biljke vazno je
razmotriti primjenu ovog otpada kao potencijalnu sirovinu za potrebe odrzive industrijske
proizvodnje (Tenorio, 2017). Povoljan nutritivni profil listova ne odnosi se samo na sadrzane
makronutrijente. S aspekta mikronutrijenata listovi biljaka, pa tako i listovi SeCerne repe,
opcenito predstavljaju dobar izvor minerala (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn), vitamina (A, C, E, K) te
fitokemikalija (klorofil, karoten) i sekundarnih metabolita, za neke od kojih je dokazano da imaju

pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje (Zewail i sur., 2020; Tenorio, 2017; Gawet, 2012).

Vecina proteina (oko 70 %) u stanicama listova sadrzana je u kloroplastu gdje obavljaju
delikatnu funkciju fotosinteze (Buchanan, 2003). Proteini se dijele na topljivu i netopljivu frakciju
pri. ¢emu skoro polovinu topljive proteinske frakcije ¢ini enzim ribuloza 1,5-bifosfat
karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) koji vrsi ulogu fiksacije CO2 u procesu fotosinteze (Tenorio,
2017). RuBisCO se sastoji od 8 velikih podjedinica (53 kDa) i 8 malih podjedinica (14 kDa) koje
se zajedno sjedinjuju u veliki proteinski kompleks (560 kDa) (Udenigwe i sur., 2017). RuBisCO
se smatra najzastupljenijim proteinom u prirodi s obzirom da je prisutan u stanicama svih
organizama koji vrSe fotosintezu, a alternativnim izvorom proteina poceo se, zbog nedostatka i
potrebe za proteinima, razmatrati ve¢ tijekom Drugog svjetskog rata (Nynas, 2018). Za potrebe
ljudske prehrane, RuBisCO se prvenstveno isti¢e povoljnom nutritivnom vrijednoséu, odnosno

sadrzaj i omjer aminokiselina koje se nalaze u ovom proteinu smatraju se adekvatnim,
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kompetitivnim i usporedivim onima iz zivotinjskih izvora kao §to je npr. jaje (Barbeau i Kinsella,
1988). Nadalje, nekoliko studija je dokazalo razna blagotvorna svojstva bioaktivnih peptida
sadrzanih u RuBisCO-u neka od kojih su antihipertenzivno, antidijabeti¢ko, protuupalno,
opustajuce i antimikrobno (DiStefano i sur., 2018). Kapel i sur. (2006) su u svojoj studiji
demonstrirali in vitro inhibiciju ACE enzima, odgovornog za vazokonstrikciju, upotrebom
hidroliziranog koncentrata bijele frakcije proteina (RuBisCO ¢inio 65 % proteinskog sastava)
izoliranog iz li8¢a lucerne. Primjenom navedenog hidroliziranog koncentrata uspjedno su
smanijili sistoli¢ki tlak spontano hipertenzivnim Stakorima za 29,9 mmHg tijekom 4 sata nakon
oralne primjene u koli¢ini od 500 mg/kg tjelesne mase Stakora. Peptid rubiscolin-6 izoliran iz
lis¢a Spinata je u jednoj studiji samostalno prouzroCio anskioliticki (opustajuci) ucinak
indirektnim djelovanjem na mehanizam otpustanja dopamina, ¢esto nazivanog i hormonom
sreCe (Sayin, 2019; Hirata i sur., 2007). Hidrolizat RubBisCO-a 90 %-tne Cistoce je pokazao
shaznu in vitro antioksidativnu aktivnost inhibirajuéi oksidaciju linolenske masne kiseline (Kobbi
i sur., 2017). Takoder, Bondu i sur. (2015) su primijetili kako vecina antioksidativnih peptida
dobivenih hidrolizacijom proteinskih frakcija crvene alge, Soliera chordalis, potje¢u upravo od
RuBisCO-a. Trovaslet i sur. (2007) su dokazali djelomi¢nu bakteriostati¢nu aktivnost izolirane i
hidrolizirane male podjedinice RuBisCO-a na odabrane patogene gram negativne bakterije
(Salmonella arizonae i Shigella sonei) no promjer zone inhibicije je iznosio do 10 mm $to
ukazuje na potrebu dodatnog prociSéavanija ispitivane frakcije kako bi se poveéala antimikrobna
aktivnost. Osim nutritivnih i nutraceuti¢kih djelovanja, RuBisCO posjeduje i pozeljna
tehnolosko-funkcionalna svojstva poput geliranja, pjenjena i emulgiranja (DiStefano, 2018).
Martin i sur. (2014) su u svojoj studiji karakterizirali reoloSka svojstva toplinom izazvanih gelova
RuBisCO-a pri €emu je geliranje zabiljezeno ve¢ pri niskoj koncentraciji od 2,5 % te se gel
razvio brze u odnosu na usporedene komercijalne proteine. Takoder, primijetili su kako se gelovi
RuBisCO-a formiraju na temelju nekovalentnih interakcija tijekom denaturacije proteina Sto
dovodi do njihove lake lomljivosti i brzeg raspadanja. Unato€ tome, RuBisCO moze pronaci
primjenu u razvoju gelova s niskim udjelom SecCera poSto se rasipanjem gela povecava
kontaktna povrSina izmedu gela i okusnih receptora u ustima Sto posljedi¢no dovodi do
povecane percepcije okusa (DiStefano i sur. 2018; Sala i Stieger, 2013). Emulgiraju¢a svojstva
proteina uvelike ovise o predtretmanu i metodama prociSéavanja pa je tako koncentrat
RuBisCO-a, suSen rasprsivanjem pri 85 °C, iz lista lucerne pokazao bolja emulgiraju¢a svojstva
u odnosu na izolat proteina soje $to nije bilo jednako i za RuBisCO izoliran iz lista Spinata koji
nije podlegao takvom predtretmanu (De jong i Nieuwland, 2011). Pri povoljnim uvjetima (pH
izoelektricne tocke, koja za RuBisCO iznosi 4,4 - 4,7, pri emu se elektrostatske interakcije

svode na nulu) pjena formirana upotrebom RuBisCO-a zauzimala je isti volumen kao i ona
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dobivena upotrebom proteina iz bjelanjaka jajeta te je pokazala i bolju stabilnost tijekom perioda
od 2 sata (De Jong i Nieuwland, 2011).

Osim povoljnog proteinskog sastava, liS¢e Secerne repe se, zbog same biologije biljnih
stanica, odlikuje i visokim sadrzajem strukturalnih ugljikohidrata u suhoj tvari koji su sastavni
dio stani€nih stijenki. Vecinu strukturalnih ugljikohidrata Cine celuloza, hemiceluloza i pektin,
dok je lignin prisutan u malim koli¢inama (Rule i sur., 1991). Stoga je liS¢e SeCerne repe moguce
razmatrati i kao potencijalnu sirovinu za odrZivu proizvodnju bioetanola koja odgovara pravilima
cirkularne ekonomije (Zacari i sur., 2019). Da bi se liS¢e Secerne repe moglo iskoristiti kao
potencijalna sirovina za proizvodnju bioetanola potrebno je doprijeti do jednostavnih Secera,
gradevnih jedinica strukturalnih ugljikohidrata. Procesom enzimatske hidrolize moguée je
depolimerizirati ove ugljikohidrate do topljivih Seéera koje kvasci i ostale fermentabilne
mikrobne kulture mogu metabolizirati u alkohol. Aramrueang i sur. (2017) su postigli konverziju
strukturalnih ugljikohidrata liS¢a Secerne repe u jednostavnije Secere u iznosu od najvise 82 %
nakon 72 h enzimske hidrolize simultanom upotrebom tri razli¢ita enzimska preparata (CTec2,
HTec2 i Pectinex Ultra SPL) $to dokazuje mogucnost primjene lista Se¢erne repe kao sirovine

za potrebe biorafinerija uz upotrebu adekvatnih enzimskih preparata.

Biljke sadrze fenolne spojeve koji se odlikuju antioksidativnom aktivnoséu, a raspodijeljeni
su u razli¢itim biljnim tkivima Sto, izmedu ostaloga, uvjetuje i njihovu zastupljenost (Pabon-
Baquero i sur., 2018). Na temu ekstrakcije i karakterizacije bioaktivnih komponenata sadrzanih
u liS¢u Secerne repe postoji relativno malo studija (Maravi¢ i sur, 2022). Prema EI-Gengaihi i
sur. (2016) lis¢e Secerne repe sadrzi visoke koli¢ine galne (344 pg/mL) i ferulinske kiseline (89,7
Mg/mL) dok su cinaminska i kafeinska kiselina te katehin zastupljeni u malim koli¢inama.
Maravic i sur. (2022) su u svojem istrazivanju usporedili utjecaj pet razliCitih tehnika ekstrakcije
na prinos polifenolnih spojeva iz lis¢a Se¢erne repe pri Cemu je ukupni prinos ekstrakcije varirao
u rasponu 18,21 — 37,04 % te su zamijetili kako je individualni polifenolni profil ekstrakata
varirao ovisno o primijenjenoj metodi ekstrakcije. Takoder, viteksin se pokazao kao

najzastupljeniji fenolni spoj u svakom dobivenom ekstraktu.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio proveden je u tri faze. Prva faza obuhvacala je provedbu zasebnih
toplinskih i ultrazvukom potpomognutih ekstrakcija iz usitnjenih peleta dobivenih suSenjem
pulpe zaostale nakon preSanja soka iz svjeZeg lis¢a Seéerne repe. U drugoj fazi odredivali su
se fizikalno-kemijski parametri dobivenih ekstrakata te prinosi proteina i bioaktivnih spojeva
prema odabranim analitickim metodama. U trecoj fazi su se dobiveni podaci statisti¢ki obradili

u svrhu donoSenja ukupnog zaklju€ka o razlikama izmedu provedenih metoda ekstrakcije.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Suhi peleti lis¢a Secerne repe

IstraZivanje je provedeno na peletima liS¢a Secerne repe dobivenim od projektnih partnera
iz Turske (slika 1). Peleti su usitnjeni na veli€inu €estica u rasponu 1-2 mm u svrhu dobivanja
vece aktivne povrsine ¢ime se povecava efikasnost ekstrakcije. Za svaki uzorak peleti su vagani
u ladicama sklopljenim od papira i preneseni u posebnu laboratorijsku ¢asu s dvostrukom
stijenkom za potrebe ultrazvuéne ekstrakcije odnosno u obi¢ne laboratorijske ¢ade za potrebe
toplinske ekstrakcije. Nakon $to je uzorak prenesen u odredenu laboratorijsku ¢asu ulijevalo se
jedno od tri ekstrakcijska otapala: deionizirana voda, 25 %-tna otopina etanola ili 50 %-tna
otopina etanola. Ukupno je pripremlijeno 36 uzoraka od kojih je 27 podvrgnuto ultrazvuénoj

ekstrakciji, a 9 toplinskoj ekstrakciji.

Slika 1. Usitnjeni uzorak osu$enih peleta (vlastita fotografija)
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3.1.2. Kemikalije

e Deionizirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

¢ 0,1 M otopina natrijeva hidroksida (NaOH) koja se pripremi na sljedeci nacin: odvaze se
0,8000 g NaOH (Lach-Ner, Neratovice, Ce$ka) te se kvantitativno prenese preko lijevka
u odmjernu tikvicu od 200 mL koja se zatim nadopuni deioniziranom vodom do oznake
i promijesSa

e Reagens A (2 %-tni Na,COsu 0,1 M NaOH) koji se priprema na sljedeci nacin: odvaze
se 4,0000 g bezvodnog natrijevog karbonata (Na.COs) (K.T.T.T., Sveta Nedjelja,
Hrvatska) koji se kvantitativno preko lijevka prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL koja
se zatim do oznake nadopuni 0,1 M otopinom NaOH i promije$a

e 1 %-tna otopina kalij natrijevog tartarata (KNaCsH4Os x 4H.O) koja se pripremi na
sliede¢i nacin: odvaze se 0,0800 g K,Na-tartarata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) i
kvantitativno preko lijevka prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL koja se zatim nadopuni
deioniziranom vodom do oznake i promijesa

e Reagens B (0,5 %-tni CuSO4 x 5H20 u 1 %-thom K,Na-tartaratu) koji se priprema na
sljedeéi nacin: odvaze se 1,000 g bakrovog (ll) sulfata pentahidrata (CuSO4 x 5H-0)
(Lach-ner, Neratovice, Ceska) koji se kvantitativno preko lijevka prenese u odmjernu
tikvicu od 200 mL koja se zatim nadopuni do oznake 1 %-tnom otopinom K,Na-tartarata

e Reagens C koji se pripremi na sljedeci nacin: reagens A i reagens B pomijeSaju se u
omjeru 50:1

e Galna kiselina standard (Acros Organics, New Jersey, SAD)

e Standard govedeg serumskog albumina (eng. Bovine serum albumine, BSA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missiouri, SAD)

¢ 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) koja
se pripremi na sljedeéi nacin: odvaze se 0,025 g Troloxa (Acros Organics, Geel,
Belgija), odvaga se zatim preko lijevka kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL nakon €ega se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom

¢ 0,1 mM otopina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) koja se priprema na sljedec¢i nacin:
odvaze se 0,004 g DPPH (ABCR, Karlsruhe, Njemacka) te kvantitativno preko lijevka
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se zatim 100 %-tnim metanolom nadopuni
do oznake

¢ Metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Standard 1 mM otopina Zeljezo (ll)-sulfat heptahidrat (FeSO4 - 7 H20) koji se priprema
na sljedeéi nacin: odvaze se 0,139 g Zeljezo (ll)-sulfat heptahidrata (Honeywell Fluka,

Seelze, Njemacka) u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativho prenese s destiliranom
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vodom u odmjernu tikvicu volumena 500 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake
40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI) (Carlos Erba reagents, Val-de-Reuil,
Francuska) koja se priprema na sljedeci nacin: 330 yL 12 M HCI (konc. HCI = 37 %)
razrijedi se u odmjernoj tikvici od 100 mL destiliranom vodom te nadopuni do oznake.
10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) koja se priprema na sljede¢i nacin:
0,0312 g TPTZ (ACROSS ORGANICS, Geel, Belgija) otopi se u odmjernoj tikvici od 10
mL sa 40 mM HCI te se istom klorovodi¢nom kiselinom nadopuni do oznake.

20 mM otopina zeljezovog(lll)-klorida (FeCI3) koja se priprema na sljedeci nacin: 0,054 1
g FeCI3 x 6 H20 (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska) otopi se u 10 mL destilirane vode.
Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

0,3 M acetatni pufer koji se pripremi na sljedeci nacin: otapanjem 1,55 g natrijev acetata
trinidrata (C2HsNaO; x 3H20) (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska) s 8 mL ledene octene
kiseline (CHsCOOH) (J.T. Baker, Gliwice, Poljska) u odmjernoj tikvici od 500 mL koja
se zatim nadopuni deioniziranom vodom do oznake.

25 %-tna otopina etanola (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

50 %-tna otopina etanola (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

7,5 %-tna otopina Na>CO3 koja se priprema na sljedeci nacin: odvaze se 7,5 g natrijeva
karbonata (K.T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska) te se preko lijevka kvantitativno prenese
u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se zatim do oznake nadopuni deioniziranom vodom.
FRAP reagens koji se priprema na slijedeci nacin: prema predvidenoj koli¢ini reagensa
pripremljeni acetatni pufer, 10 mM otopina TPTZ reagensa i 20 mM otopina FeCls;

pomijeSaju se u omjeru od 10:1:1.

3.1.3. Uredaji

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

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

UltrazvuCni uredaj Q700 Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

Recirkulirajuci rashladni uredaj 4905 Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

UV-Vis spektrofotometar UV-2600i s programskom podrSkom LabSolutions UV-Vis
(Shimadzu, Kyoto, Japan)

Vakuum pumpa Rocker 300 (Witeg, Werheim, Njemacka)

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

Tehnicka vaga Highland HCB 1002 (Adam Equipment, Milton Keynes, UK)

Testna (klima) komora UN75 (Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)
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¢ Vodena kupelj s funkcijom mijeSanja (Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)

3.1.4. Pribor

e Staklene epruvete

e Stalak za epruvete

e Stakleni lijevci (mali i veliki)

¢ Staklena kapaljka

e Propipeta za kapaljku

e Odmijerne tikvice (10 mL, 100 mL, 200 mL, 500 mL)
e Staklene ¢ase (250 mL)

e Automatska pipeta Gilson (0,2 mL, 1 mL, 5 mL)
e Plasti¢ne Falcon epruvete (50 mL, 15 mL)

e Plastiéne ,ladice”

e Laboratorijska Zlica

e Spatula

e Menzura (100 mL)

e Odsisna boca

e Blchnerov lijevak

o Filter papir

e Plasticne kivete

e Plasti¢ne posude

e Eksikator

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija primjenom ultrazvuka visokog intenziteta

Eksperimentalni parametri primjene ultrazvuka visokog intenziteta dizajnirani su na
platformi STATGRAPHICS Centurion (Statgraphics Technologies Inc., Virginia, SAD) pri ¢emu
su definirane varijacije u parametrima odredene prethodnim eksperimentalnim saznanjima.
Nazivi ultrazvukom tretiranih uzoraka vezani uz pripadajuce parametre ekstrakcije prikazani su
u tablici 1. U ekstrakcijama su upotrijebljena sljedeca otapala: redestilirana voda (0 % etanola),

25 %-tna otopina etanola i 50 %-tna otopina etanola.
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Tablica 1. Oznake uzoraka tretiranih ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom uz pripadajuce

parametre procesa

Uzorak | Amplituda (%) | Vrijeme tretmana (min) | Udio etanola (%) | Masa (g)
UP1 50 6 25 2
upP2 100 3 25 2
UP3 50 9 0 2
UP4 75 3 25 2
UP5 75 6 50 2,01
UP6 100 3 50 2
upP7 50 3 2,01
uP8 100 3 0 2
UP9 75 9 50 2

UP10 50 3 50 2
UP11 100 9 25 2,01
upP12 100 6 0 2,01
UP13 100 6 25 2,01
UP14 75 6 0 2
UP15 50 3 25 2,01
UP16 50 6 50 2
uP17 50 9 25 2,01
UP18 100 9 0 2,01
UP19 50 9 50 2
UP20 75 9 0 2
uP21 75 6 25 2
upP22 75 3 0 2
UP23 75 9 25 2
upP24 100 9 50 2
UP25 50 6 0 2,01
UP26 100 6 50 2
up27 75 3 50 2

3.2.1.1. Postupak provodenja ekstrakcije primjenom ultrazvuka visokog intenziteta

Na tehniCkoj vagi odvaze se 2 g usitnjenog uzorka s toc¢nosS¢u = 0,01 g i prenese u

specijaliziranu laboratorijsku ¢asu s dvostrukom stijenkom koja se nalazi u kucistu ultrazvuénog
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uredaja. Laboratorijska CaSa posjeduje dvostruku stijenku preko koje se hladi pomocu
deionizirane vode koju uredaj za hladenje, smjesSten s vanjske strane ultrazvu¢nog kucista,
konstantno cirkulira i hladi. Svrha takve konfiguracije je osiguravanje reakcijske smjese od
pregrijavanja, koje moze nastati prilikom primjene ultrazvuka visokog intenziteta zbog velike
energije i topline koja se oslobada prilikom fenomena kavitacije, a kako bi se zadrzao
netoplinski integritet procesa (temperatura ne prelazi 30 do 35 °C). U specijaliziranu
laboratorijsku ¢asu, u kojoj se sada nalazi uzorak, se prema planu eksperimenta (tablica 1) ulije
100 mL odgovarajuéeg ekstrakcijskog otapala. Zatim se ultrazvu€éna sonda uroni otprilike u
srediSte reakcijske smjese te se uroni termoclanak tako da ne dodiruje sondu i stijenke ¢ase.
Kuciste se zatvori zvuéno izoliranim vratima te se na zaslonu upravljaCke jedinice uredaja
postave zadani parametri amplitude i trajanja tretmana i pritisne tipka ,START" za pocletak
ekstrakcije. Nakon zavrSene ekstrakcije reakcijska smjesa se filtrira preko Blichnerovog lijevka
pomocu vakuum pumpe. Nakon filtracije dio dobivenog ekstrakta odvoji se u 3 Eppendorf
epruvete koje se odmah stave u zamrziva¢ na hladenje do provedbe planiranih kemijskih
analiza, a drugi dio ekstrakta se prelije u 2 Falcon epruvete u koje se uroni pH metar za potrebe

analiziranja fizikalnih parametara (pH vrijednost i elektri¢na provodnost) u paraleli.

3.2.2. Toplinska ekstrakcija

Toplinska ekstrakcija provedena je u vodenoj kupelji pri 60 °C uz automatsku kontrolu
temperature i ukljuéenu funkciju mijeSanja pri 150 o/min. Ukupno je pripremljeno 9 uzoraka s
razliCitim parametrima ekstrakcije. Uzorci su oznaéeni s pripadaju¢im parametrima vremena
trajanja tretmana i udjela etanola u koriStenom otapalu. Oznake uzoraka i parametri ekstrakcije

prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Oznake uzoraka tretiranih procesom toplinske ekstrakcije uz pripadajuée parametre
procesa

Uzorak Vrijeme tretmana (min) | Udio etanola (%) | Masa (g)
TPE 0/3 3 0 2,01
TPE 0/6 6 0 2
TPE 0/9 9 0 2
TPE 25/3 3 25 2,01
TPE 25/6 6 25 2,01
TPE 25/9 9 25 2
TPE 50/3 3 50 2,01
TPE 50/6 6 50 2
TPE 50/9 9 50 2,01
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3.2.2.1. Postupak provodenja toplinske ekstrakcije

Uzorci su izvagani na isti nagin kao i za potrebe ultrazvucne ekstrakcije, a reakcijske smjese
pripremljene u laboratorijskim ¢asama od 250 mL prema planu eksperimenta prikazanom u
tablici. Pritom je koli¢ina koristenog otapala takoder iznosila 100 mL kao i u slu€aju ultrazvuéne
ekstrakcije. Laboratorijske ¢ase s reakcijskim smjesama postavljene su u kupelj u 3 serije po
3. Pritom su u svakoj seriji bili prisutni uzorci s istim otapalom, ali razli€itim vremenom tretmana
kako bi se dobilo vrijeme potrebno za manipulaciju posto je filtraciju ekstrakta pozeljno izvrsiti
odmah po zavrSetku vremena ekstrakcije. Nakon $to je u uzorcima postignuta temperatura od
60 °C otpoceto je mjerenje vremena ekstrakcije. Po zavrSetku definiranog vremena tretmana
za svaki uzorak provedena je filtracija ekstrakta na isti nacin kao $to je prethodno opisano za
uzorke tretirane ultrazvukom visokog intenziteta. Uzorci su zatim na isti nacin, opisan kod
postupka ultrazvuéne ekstrakcije, rasporedeni u predvidene Eppendorf epruvete, koje su
stavljene u zamrzivag, te u Falcon epruvete za mjerenje fizikalnih parametara u paraleli u svrhu

dobivanja ujednaéenog rezultata.

3.2.3. Odredivanje ukupnih proteina po Lowryju

Metoda po Lowryju je jednostavna kolorimetrijska metoda za odredivanje ukupnih proteina
u analiziranom uzorku. Zashiva se na reakciji bakrovih dvovalentnih kationa s peptidnim
vezama proteina u luznatoj sredini. Navedeni kationi se pritom reduciraju i formiraju Cu*- protein
kompleks. Dodavanjem Folin-Ciocalteau reagensa u smjesu dolazi do njegove reakcije s Cu*-
protein kompleksom pri ¢emu se razvija plavo obojenje Ciji se intenzitet mjeri na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 740 nm. Izmjerena apsorbancija proporcionalna je
intenzitetu obojenja koje je proporcionalno koncentraciji proteina u uzorku odnosno

apsorbancija je proporcionalna koncentraciji proteina (Subroto i sur., 2020).

3.2.3.1. Izrada baZdarnog dijagrama

Za precizno odredivanje koncentracije ukupnih proteina u uzorku prvo je potrebno izraditi
bazdarni dijagram pomocu kojeg se odreduje ovisnost izmjerene apsorbancije o poznatoj
koncentraciji standarda govedeg serumskog albumina (eng. Bovine serum albumine, BSA). Za
potrebe konstruiranja bazdarnog dijagrama pripremljene su standardne vodene otopine BSA
sljedecih koncentracija: 0,02 mg/mL; 0,04 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,08 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,12
mg/mL. Postupak provodenja metode (opisan u potpoglavlju 3.2.3.2. s time da se prilikom
izrade bazdarnog dijagrama u pripremi reakcijske smjese koriste pripremljene otopine

standarda umjesto uzorka) se provede za svaku pripremljenu koncentraciju standarda te se na
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spektrofotometru izmjere apsorbancije pri 740 nm. Pomocu izmjerenih vrijednosti apsorbancije
i poznatih koncentracija vodenih otopina BSA standarda konstruira se bazdarni dijagram pri

¢emu vrijednosti apsorbancije €ine os ordinatu, a koncentracije standarda os apscisu (slika 2).

Bazdarni pravac BSA
0.5

y=2,8786x +0,1103
R?=0,9939

0.45

0.4

0.35

0.3

0.25

Apsorbancija (A)

0.2

0.15
0.1

0.05

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
mg BSA/mL

Slika 2. Bazdarni pravac za metodu odredivanja ukupnih proteina po Lowryju

JednadzZba bazdarnog pravca glasi:

y = 2,8786x 40,1103  [1]
R? = 0,9939

gdje je y apsorbancija izmjerena pri 740 nm, x koncentracija proteina (mg BSA/mL), a R?

koeficijent determinacije.

3.2.3.2. Postupak provodenja metode po Lowryju

U staklenu epruvetu automatskom pipetom se otpipetira 0,4 mL razrijedenog uzorka
ekstrakta, i 2 mL reagensa C te se dobivena smjesa vortexira i ostavi u mraku pri sobnoj
temperaturi tijekom 10-15 minuta kako bi doslo do odvijanja kemijske reakcije. Zatim se u
reakcijsku smjesu automatskom pipetom naglo doda 0,2 mL Folin-Ciocalteau reagensa
(komercijalni reagens razrijeden destiliranom vodom u omjeru 1:2) uz snazno vortexiranje.

Dobivena smjesa se zatim ostavi na sobnoj temperaturi u mraku tijekom 40-60 minuta kako bi
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se odvila zavrSna reakcija i razvilo obojenje. Mjerenja apsorbancije provedena su na UV-Vis
spektrofotometru UV-2600i. Potrebno je pripremiti i slijepu probu u koju se umjesto uzorka
dodaje jednaka koli€ina ekstrakcijskog otapala ovisno o uzorku koji se analizira, a svi ostali
sastojci reakcijske smjese su jednaki kao i za analizu uzoraka. Izmjerene vrijednosti
apsorbancije analiziraju se pomocu programa LabSolutions™ UV-Vis. Mjerenje apsorbancije
za sve uzorke provodi se u paraleli kako bi se dobila aritmetiCka sredina i ujednacen rezultat.
Iz izmjerene apsorbancije izraCuna se koncentracija proteina u uzorku preko jednadzbe
bazdarnog pravca pomocu koje se dalje izracuna koli€ina proteina u svakom uzorku s obzirom

na suhu tvar peleta (mg BSA/g s.tv.).

3.2.4. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Za odredivanje koncentracije ukupnih fenola primjenjena je Folin-Ciocalteau metoda koja
nalazi ¢estu primjenu u analizama ukupnih fenola. Temelji se na reakciji izmedu Folin-
Ciocalteau reagensa (smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline) i reduciraju¢eg spoja,
u ovom sluc€aju fenola. Pritom dolazi do redukcije kiselinskih kompleksa u Folin-Ciocalteau
reagensu do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida. Navedena reakcija je
kolorimetrijska odnosno intenzitet nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj
duljini od 765 nm. Intenzitet obojenja je direkino proporcionalan koncentraciji fenola u

analiziranom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).
3.2.4.1. Izrada baZdarnog dijagrama

Za potrebe odredivanja nepoznate koncentracije ukupnih fenola u uzorku potrebno je izraditi
bazdarni dijagram na temelju poznatih koncentracija pripremljenih standardnih otopina.
Standardne otopine se pripreme razrijedenjem primarne 10 %-tne otopine galne kiseline.
Koncentracije pripremljenih standardnih otopina su: 0,05 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,0125 mg/mL;
0,00625 mg/mL; 0,003125 mg/mL te 0,0015625 mg/mL. Postupak reakcije s Folin-Ciocalteau
reagensom je opisan u potpoglavliju 3.2.4.2. s time da se za potrebe izrade bazdarnog
dijagrama u reakcijsku smjesu dodaje otopina standarda umjesto uzorka. Na osnovu izmjerenih
vrijednosti apsorbancije (y-os) i poznatih koncentracija otopina galne kiseline (x-os) izradi se
bazdarni pravac (slika 3) u programu Microsoft Excel. Prema formuli bazdarnog pravca
izraCunavaju se nepoznate koncentracije ukupnih fenola u uzorcima koje se izraZzavaju kao

ekvivalenti galne kiseline (mg GAE/g s.tv.).
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Bazdarni pravac galne kiseline
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Slika 3. BaZdarni pravac za metodu odredivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Dobivena jednadzba pravca glasi:

y = 10.2581x + 0,0855680 [2]
R? = 0,98864
gdje je y vrijednost apsorbancije pri 765 nm, x koncentracija galne kiseline (mg/mL) , R2

koeficijent determinacije

3.2.4.2. Postupak provodenja metode odredivanja koncentracije ukupnih fenola

U staklenu epruvetu otpipetira se 1 mL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijedenog s
deioniziranom vodom u omjeru 1:9), 0,2 mL uzorka i 0,8 mL 7,5 % otopine Na;COs.
Pripremljene reakcijske smjese se vortexiraju da bi se osigurala pouzdana reakcija i razvoj boje.
Uzorci se Cuvaju na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi tijekom 2 sata nakon ¢ega se mijeri
apsorbancija odnosno intenzitet nastalog obojenja na UV-Vis spektrofotometru UV-2600i na
valnoj duljini od 765 nm. Odredivanju apsorbancije reakcijskih smjesa s uzorcima prethodi
bazdarenje spektrofotometra slijepom probom pri ¢emu je reakcijska smjesa ista osim Sto se
umjesto uzorka otpipetira jednaka koli¢ina deionizirane vode. Svim uzorcima apsorbancije se
izmjere u paraleli te se dobije srednja vrijednost kako bi ukupni rezultat bio precizniji. Srednja
vrijednost apsorbancije za svaki uzorak se uvrsti u jednadZbu bazdarnog pravca putem koje se
izracuna koncentracija koja se u obliku krajnjeg rezultata izrazava kao ekvivalent galne kiseline

u suhoj tvari peleta (mg GAE/g s.tv.).
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3.2.5. Odredivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom

DPPH metoda Siroko koristena metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti u raznim
tipovima ekstrakata i smjesa. DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilan slobodni radikal
duboko ljubi€aste boje. U prisustvu antioksidansa dolazi do doniranja elektrona odnosno
vodikova atoma s antioksidansa na DPPH pri ¢emu se DPPH reducira u DPPH-H $to dovodi
do promjene boje reakcijske smjese u Zutu. Intenzitet promjene boje je u stehiometrijskom
odnosu s antioksidativnom aktivhoS¢u analiziranog uzorka (Brand-Williams i sur., 1995).
Apsorbancija otopine se mijeri spektrofotometrijski na valnoj duljini od 517 nm pri ¢emu je
apsorbancija uvrstena u jednadzbu pravca jednaka razlici izmedu apsorbancije slijepe probe i

apsorbancije uzorka (Ao — Auzorak)-

3.2.5.1. Izrada baZdarnog dijagrama

Iz pocetne 1 mM otopine Troloxa pripreme se razrijedenja u slijede¢im koncentracijama:
12,5 uyM; 25 pM; 37,5 uM i 50 uM. Priprema reakcijske smjese i slijepe probe opisana je u
potpoglavlju 3.2.5.2. Jedina razlika je u koriStenju otopine Troloxa umjesto otopine uzorka. Na
temelju izmjerenih apsorbancija i poznatih koncentracija standardnih otopina Troloxa izradi se
bazdarni pravac (slika 4) pomoc¢u programa Microsoft Excel gdje se na ordinati nalaze
vrijednosti izmjerenih apsorbancija pri valnoj duljini od 517 nm, a na apscisi koncentracije

otopina Troloxa.

o Bazdarni pravac Troloxa

0.45 y =0,0104x - 0,0482
0.4
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Slika 4. Bazdarni pravac za mjerenje antioksidativne aktivhosti DPPH metodom
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JednadZba pravca glasi:
y = 0,0104x — 0,0482 [3]
R? = 10,9989
gdje je y razlika apsorbancije slijepe probe (Ao) i otopine Troloxa (A) pri 517 nm, x koncentracija

Trolox ekvivalenta (umol TE), R? koeficijent determinacije.

3.2.5.2. Postupak mjerenja antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Najprije se pripremi uzorak tako da se 10 mL uzorka centrifugira 10 min pri 7830 rpm i po
potrebi razrijedi s ekstrakcijskim otapalom. Postupak se provodi prema metodi Shortle i sur.
(2014) uz modifikacije. U staklenu epruvetu otpipetira se 0,75 mL uzorka i 1,5 mL 0,1 mM
otopine DPPH. Za slijepu probu se umjesto uzorka koristi jednaka koli€¢ina 100 %-tnog
metanola. Epruvete s tako pripremljenim reakcijskim smjesama stoje u mraku pri sobnoj
temperaturi tijekom 20 min nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na spektrofotometru pri valnoj
duljini od 517 nm.

3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Metoda se temelji na antioksidativnoj sposobnosti analiziranog uzorka da reducira Fe®* ione
u Fe?* ione pri ¢emu zuto obojeni kompleks TPTZ (Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazin) reagira s
prisutnim antioksidansima $to rezultira nastankom plavo obojenog produkta. Reakcija se odvija
u kiselom mediju kako bi se odrzala dobra topljivost Zeljeza. Intenzitet nastalog obojenja je
proporcionalan antioksidativnoj aktivnosti uzorka (Munteanu i Apetrei, 2021). Apsorbancija se
mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 593 nm. Rezultati se izrazavaju kao ymol Fe?*

ekvivalenta po gramu suhe tvari uzorka.
3.2.6.1. Izrada baZdarnog dijagrama

Zaizradu bazdarnog pravca potrebno je 100 mL 1mM otopine Zeljezo(ll)sulfata heptahidrata.
Iz 1 mM otopine Zeljezo(ll) sulfata heptahidrata pripreme se slijedeca razrijedenja: 25, 250, 500,
750 i 1000 puM. Postupak pripreme reakcijskih otopina jednak je kao Sto je opisano u
potpoglavlju 3.2.6.2. Pomocu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih koncentracija

standardnih otopina u programu Microsoft Excel se izradi bazdarni pravac (slika 5).
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Bazdarni pravac Zeljezo (ll) sulfata heptahidrata
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Slika 5. Bazdarni pravac za mjerenje antioksidativne aktivnosti FRAP metodom

Jednadzba bazdarnog pravca glasi:
y =0,0007x + 0,0084  [4]
R? = 10,9962
gdje je y vrijednost izmjerene apsorbancije, x koncentracija u ekvivalentima Fe?* (umol Fe?*),

R? koeficijent determinacije.

3.2.6.2. Postupak mjerenja antioksidativne aktivnosti FRAP metodom

U staklene epruvete redom se otpipetira 240 pL deionizirane vode, 80 pL uzorka i 2080 L
FRAP reagensa. Pripremljene reakcijske otopine se zatim vortexiraju i stave temperirati pri 37
°C tijekom 5 min. U reakcijsku otopinu slijepe probe se umijesto uzorka otpipetira jednaka
koli¢ina odgovarajuéeg ekstrakcijskog otapala. Nakon temperiranja provodi se mijerenje
apsorbancije na spektrofotometru pri valnoj duljini od 595 nm. UvrStavanjem ocitane
apsorbancije u jednadzbu bazdarnog pravca izraCuna se antioksidativna aktivnost u

analiziranim uzorcima i prera¢una na suhu tvar uzorka (umol Fe?*/g s.tv.)

3.2.7. Odredivanje ukupne suhe tvari susenjem
Staklene posudice, predvidene za drzanje materijala tijekom suSenja, se najprije osuse u

klima komori pri 105 °C kako bi se uklonila vlaga koja bi inate ometala preciznost procesa.

Nakon susenja posudice se stave hladiti u eksikatoru tijekom 20 minuta. Potom im se izmijeri
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masa s preciznos¢u od * 0,0002 g. U ohladene i izvagane posudice prenese se priblizno 2,5 g
uzorka te se tako pripremljene posudice s uzorcima vracaju u komoru za susenje pri 105 °C +
0,5 °C u trajanju od jednog sata. Nakon toga posudice s uzorkom se stave na hladenje u
eksikator tijekom 20 min prije nego im se ponovno izmjeri masa. Postupak se ponavlja sve dok
razlika u masi izmedu dva uzastopna suSenja u razmaku od pola sata ne bude manja od 0,001
g. Udio suhe tvari se zatim iz dobivenih podataka, o masi uzorka prije i nakon sudenja, izraéuna
putem jednadzZbe [5]:

suha tvar (%) = ZZ_ =

© %100  [5]

1~ Mo
Pri &emu je:
mp — masa prazne staklene posudice
my — masa posudice s uzorkom prije susenja

my — masa posudice s uzorkom nakon susenja

3.2.8. Odredivanje elektricne provodnosti i pH vrijednosti

Elektricna provodnost (G) i pH vrijednost dobivenih ekstrakata izmjerene su neposredno
nakon ekstrakcije upotrebom kombiniranog pH-EC mjernog instrumenta HI5521-02 (Hanna
Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska). Mjerenja su provedena u paraleli kako bi se dobila srednja

vrijednost i samim time precizniji konacni rezultat.

3.2.9. Obrada podataka

Dobivene vrijednosti elektricne provodnosti, pH te vrijednosti ukupnih fenola, ukupnih
proteina i antioksidacijske aktivnosti ekstrakata dobivene nakon provedenih toplinskih i
ekstrakcija potpomognutih ultrazvukom obradene su u statistiCkom programu STATGRAPHICS
Centurion (Statgraphics Technologies Inc., Virginia, SAD). Pritom je koristen faktorijalni dizajn
s viSe razina utjecaja $to daje uvid u moguéi medusoban utjecaj ulaznih (nezavisnih) varijabli
na izlazne (zavisne) varijable. Ulazni parametri za provedeni eksperiment toplinske ekstrakcije
su udio etanola u otapalu i vrijeme tretiranja dok izlazne varijable predstavljaju dobivene
vrijednosti elektricne provodnosti, pH, ukupnih fenola i proteina te antioksidativne aktivnosti
tretiranih uzoraka. Za potrebe statisticke obrade podataka dobivenih analizom uzoraka koji su
podvrgnuti ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta definirane ulazne
varijable uklju€uju: amplitudu, vrijeme tretiranja i udio etanola u otapalu. Izlazne varijable u
statisti¢koj obradi podataka dobivenih analizom uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom visokog intenziteta su jednake kao i u slu€aju statistiCke obrade podataka toplinske
ekstrakcije. Pomodu istog statistickog programa provedena je i multivarijatna analiza varijance

(MANOVA, engl. Multivariate analysis of variance) kojom se analizirala statistiCka zna€ajnost

26



utjecaja interakcije mogucéih kombinacija dvaju ulaznih varijabli i kvadratne interakcije
pojedinacnih ulaznih varijabli na vrijednost definiranih izlaznih varijabli. Pritom parametri imaju
statistiCki zna€ajan utjecaj u sluaju da izraCunata p-vrijednost iznosi < 0,05 Sto opisuje kako

se takvi parametri zna¢ajno razlikuju od nule u 95 %-tnom intervalu pouzdanosti.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Provedeno istraZivanje je za cilj imalo usporediti utjecaj toplinske i ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom visokog intenziteta na prinos ukupnih proteina, ukupnih fenolnih spojeva i njihovu
antioksidacijsku aktivnost iz suhih, fino mljevenih peleta dobivenih suSenjem pulpe zaostale
nakon preSanja soka iz svjezeg li8¢a Secerne repe. Takoder, izmjerene su vrijednosti dvaju
fizikalnih svojstava (pH i elektricna provodnost) dobivenih ekstrakata. Pracen je i kontroliran
porast temperature tijekom ultrazvukom potpomognute ekstrakcije kako bi se eliminirao utjeca;j
temperature posto se u provedenom istraZivanju navedena metoda koristila kao alternativni
netoplinski nacin procesiranja u kontekstu odrzivih i naprednih tehnika procesiranja koje za cilj
imaju povecati efikasnost procesa smanjenjem utroSka energije i gubitka bioaktivnosti
temperaturno labilnih komponenata. Takoder, provedena je statisticka obrada dobivenih
rezultata u svrhu optimizacije parametara ekstrakcije. U slijedec¢im potpoglavljima prikazani su
rezultati ranije opisanih i provedenih fizikalno-kemijskih analiza (tablica 3 i tablica 4), njihova

statisticka obrada (tablica 5 i tablica 6) i rasprava navedenog.

41. REZULTATI | RASPRAVA FIZIKALNO-KEMIJSKIH ANALIZA
PROVEDENIH NAKON TOPLINSKE | ULTRAZVUKOM VISOKOG
INTENZITETA POTPOMOGNUTE EKSTRAKCIJE

4.1.1. Rezultat ukupne suhe tvari u peletima

Ukupna suha tvar odredena je kao srednja vrijednost dvaju izvaganih vrijednosti mase

izraCunatih prema jednadzbi [5] opisanoj u poglavlju 3.2.7. te iznosi 93,11 £ 0,23 %.

4.1.2. Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara ekstrakata dobivenih ultrazvukom

potpomognutom ekstrakcijom
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Tablica 3. Rezultati fizikalno-kemijskih analiza provedenih na ekstraktima dobivenim tretmanom ekstrakcije ultrazvukom visokog intenziteta

Elektri€na
Uzorak oH vodijivost Ukupni proteini Ukupni fenoli FRAP DPPH
(mg BSA/g s.tv.) | (mg GAE/g s.tv.) | (umol Fe?'/g s.tv.) | (umol TE/g s.tv.)
(uS/cm)

UP1 5,81+ 0,02 1467 + 5,66 24,26 + 0,21 3,14 £ 0,08 21,44 £ 0,31 1,4 £ 0,02
upP2 5760 1449 + 4,24 29,40 + 0,08 3,73+0,02 20,89 £ 0,02 1,2 £ 0,02
UP3 5,59 + 0,02 2924 + 38,18 37,52 £ 0,59 3,86 +0,12 22,88 £ 0,01 1,87 £ 0,02
UP4 5740 1449,5 £ 0,71 24860 3,11 £ 0,01 19,84 + 0,34 1,30 £ 0,03
UP5 6,71+ 0,01 876,80 £ 6,79 21,850 4,14 £ 0,36 19,78 + 0,07 1,33 £ 0,04
UP6 6,40 £ 0,03 836,70 + 7,64 24,59 + 2,51 3,47 £ 0,03 18,20 + 0,82 1,43 £ 0,01
uUpP7 5,41+0,03 | 2898,50 + 2,12 24,70 £ 0,21 2,84 + 0,03 16,15 £ 0,44 2,09 £ 0,06
uP8 5,36 £ 0,01 | 3033,50 + 12,02 38,42 + 1,33 4,24 + 0,03 20,19 + 0,06 1,68 + 0,01
UP9 6,59 + 0,03 882,75+ 7.42 32,85+0,85 6,23 + 0,56 25,07 £ 0,31 1,26 £ 0,01
UP10 | 6,53 +0,03 777,35+ 5,02 13,09 £ 0,13 2,74 +0,24 14,22 + 0,26 1,30 + 0,04
UP11 | 5,74 £0,02 1515+ 7,07 42,69 + 0,79 51+0,11 30,46 + 0,74 0,56 + 0,04
uP12 535+0 2923,50 + 160,51 50,31 +1,70 4,77 £ 0,06 25,41 +0,13 1,83+ 0

UP13 581+0 1607 £ 9,90 41,57 £ 1,59 6,03 + 0,06 30,07 £ 0,88 1,02 + 0,01
UP14 | 5,28 +0,03 | 3008,50 + 57,28 46,60 £ 0,21 5,32 £ 0,01 23,39+ 0,38 1,70 £ 0,04
UP15 5810 1265 + 1,41 14,01 £ 0,32 2,07 £ 0,02 14,44 + 0,03 1,30 £ 0,01
UP16 | 6,58 + 0,02 866,25 + 7,99 20,30 £ 0,53 3,91+0,14 19,63 £ 0,54 1,34 + 0,03
UP17 | 5,71+ 0,01 1507 + 4,24 26,37 + 1,51 3,37 £ 0,08 22,43 +£0,48 1,33 £ 0,01
uUP18 529+0 2913,50 £ 23,33 55,38 + 2,57 5,79 £ 0,04 28,41 + 0,09 2,09 £ 0,01
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UP19 6,62+0 869,60 + 1,41 24,54 + 0,46 3,62 +£0,02 21,70+ 0,29 1,31 £ 0,02
uP20 535+0 2910 £ 93,34 53,04 + 0,21 5,28 £ 0,01 26,56 + 1,28 2,11 +0,03
uP21 | 5,70+0,03 | 1553,50 £ 16,26 32,11 £ 1,40 4,56 + 0,02 24,91+ 0,10 1,19 £ 0,02
upP22 532+0 3028 + 19,80 35,15+ 0,27 3,50 £ 0,06 18,98 £ 0,30 2,03 +0,02
uUP23 | 6,33 +0,02 1558 + 15,56 39,03 + 0,59 4,59 + 0,07 28,29 + 0,73 0,69 £ 0,02
uP24 | 6,71 +£0,01 860,55 + 6,43 33,92 + 0,93 5,68 £ 0,18 26,20 + 0,76 1,040

UP25 | 5,32+0,05 3011 £ 14,14 35,71+04 4,24 + 0,09 17,70 £ 0,34 1,93 £ 0,03
UP26 | 6,41 +0,01 853,55 + 5,59 25,48 £ 0,34 4,32+0,54 20,95+ 1,04 1,40 =+ 0,01
UP27 | 6,53 £0,02 811 +£1,27 16,89 £ 0,99 3,67 £ 0,36 17,67 £1,73 1,54 £ 0,05
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Dobiveni rezultati (tablica 3) izrazeni su kao srednje vrijednosti dvaju uzastopnih mjerenja kada
su u pitanju fizikalni parametri (pH i elektricna vodljivost) te kao srednje vrijednosti dviju paralela
kada su u pitanju kemijski parametri (ukupni proteini, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost).
Iz tablice 3 se moze iSCitati kako se pH ekstrakata dobivenih ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom visokog intenziteta kre¢e od blago kiselog do skoro pa neutralnog podrucja pri
¢emu je najniza vrijednost (5,28 + 0,03) zabiljezena kod uzorka UP14 (amplituda 75 %, vrijeme
tretmana 6 min, udio etanola u otapalu 0 %), a najvisa (6,71 + 0,01) kod uzorka UP5 (amplituda
75 %, vrijeme tretmana 6 min, udio etanola u otapalu 50 %). Navedeno je u skladu s
istrazivanjem koje su proveli Kara i sur. (2022) gdje su zamijetili kako porast udjela etanola u
ekstrakcijskom otapalu utje€e na porast pH vrijednosti dobivenih ekstrakata. Rezultati
provodnosti su pak prikazali suprotan trend. Naime, ekstrakti ekstrahirani otapalom s najveéim
udjelom etanola zabiljezili su najnize vrijednosti elektricne provodnosti, dok su oni dobiveni
ekstrakcijom s deioniziranom vodom imali najvise vrijednosti. Pritom je uzorak UP10 (amplituda
50 %, vrijeme tretmana 3 min, udio etanola u otapalu 50 %) imao najniZu vrijednost u iznosu
od 777,35 + 5,02 uS/cm, a uzorak UP8 (amplituda 100 %, vrijeme tretmana 3 min, udio etanola
u otapalu 0 %) u iznosu od 3033,50 £ 12,02 pS/cm. Povecanjem udjela etanola u
ekstrakcijskom otapalu smanjuje se polarnost i dielektricna konstanta otapala i samim time
mogucnost ekstrahiranih komponenti poput organskih kiselina da disociraju na pripadajuce ione
(Lim i Cheong, 2015). Navedeno je moglo uzrokovati pad koncentracije disociranih
komponenata i samim time koli¢inu iona poput H* &ija prisutnost smanjuje pH vrijednost i
povecava elektricnu vodljivost otopine. Najvec¢a koncentracija ukupnih fenola zabiljezena je u
ekstraktu uzorka UP9 (amplituda 75 %, vrijeme tretmana 9 min, udio etanola u otapalu 50 %) i
iznosila je 6,23 mg + 0,56 mg GAE/g s.tv. dok je najmanja vrijednost koncentracije ukupnih
fenola zabiljezena u ekstraktu uzorka UP15 (amplituda 50 %, vrijeme tretmana 3 min, udio
etanola u otapalu 25 %) te je iznosila 2,07 mg GAE/g s.tv.. Navedeno se moze usporediti s
istrazivanjem Arteaga-Crespa i sur. (2020) koji su zabiljezili kako su jedne od najbitnijih varijabli
ultrazvuéne ekstrakcije fenolnih spojeva iz lis¢a biljne vrste llex guayusa bili udio etanola u
otapalu i vrijeme tretmana pri ¢emu su dva, od ukupno tri, optimalna parametra odredena
statistickom analizom bili 76,8 % etanola u ekstrakcijskom otapalu i vrijeme tretmana u trajanju
29,9 min. U usporedbi s istrazivanjem koje su proveli Duki¢ i sur. (2022), na svjezem i
osusenom liS¢u Secéerne repe, koli€¢ina ukupnih ekstrahiranih proteina iz osusenih peleta liS¢a
Secerne repe bitno je manja. Dukic i sur. (2022) su zabiljeZili najvecu koli€inu ekstrahiranih
proteina u iznosu od 147,91 mg BSA/g s.tv. dok je u ovom istrazivanju najveca koli€ina iznosila
55,38 + 2,57 mg BSA/g s.tv. i pripadala je uzorku UP18 (amplituda 100 %, vrijeme tretmana 9

min, udio etanola u otapalu 0 %). Unato¢ tome postoji direktna poveznica sa navedenom
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studijom koju su proveli Dukic i sur. (2022) pri ¢emu su jednaki procesni parametri (amplituda
100 %, vrijeme tretmana 9 min, otapalo Cista deionizirana voda) u obje studije rezultirali
najvecim zabiljeZzenim prinosom proteina u odnosu na ostale uzorke. Navedeno je rezultat
tretmana ultrazvukom visoke frekvencije uz primjenu maksimalne amplitude (100 %) i najduljeg
odabranog vremena tretmana (9 min) pri ¢emu je dokazani pozitivan efekt akusti¢ne kavitacije
na proces ekstrakcije maksimalno djelovao u okviru odabranih parametara, a upotreba
deionizirane vode kao otapala olak3ala je topljivost proteina koji su opéenito najbolje topljivi u
vodi (Pace i sur., 2004). Razlike u maksimalnim prinosima, pri istim uvjetima ekstrakcije,
izmedu dvije studije uvjetovane su izborom tretirane sirovine. Posto su peleti dobiveni susenjem
pulpe zaostale nakon preSanja soka iz svjezeg lis¢a Secerne repe doslo je do odredenog
gubitka u vodi topljivih proteina u procesu preSanja, a koji, prema ranije spomenutim navodima
u ovom istrazivanju, €ine oko 50 % ukupnih proteina sadrZzanih u listu Se¢erne repe. Najmaniji
prinos proteina zabiljeZzen je u uzorku UP10 (amplituda 50 %, vrijeme tretmana 3 min, udio
etanola u otapalu 50 %) te je iznosio 13,09 + 0,13 mg BSA/g s.tv. Nadalje, vrijednosti
antioksidacijskih aktivnosti bitno se razlikuju izmedu primijenjenih metoda pri ¢emu je FRAP
metoda zabiljeZila vecée vrijednosti (najvecéa vrijednost u iznosu 30,46 + 0,74 uymol Fe?*/g s.tv)
u odnosu na DPPH metodu (najveca vrijednost uiznosu 2,11 + 0,03 umol TE/g s.tv)). Navedeno
je u skladu sa sli¢nim istrazivanjem koje je provela Oras&anin (2023) na uzorcima suhog lis¢a
Secerne repe gdje je primijeéen isti trend pri C¢emu se kao objasnjenje mozZe navesti razlika u
kompatibilnosti primijenjenih metoda s fenolnim spojevima u dobivenim ekstraktima pri ¢emu
dolazi do razli¢itog stupnja reakcije s koriStenim radikalima (Rumpf i sur., 2023; Shah i Modi,
2015).

Takoder, iz temperatura izmjerenih na pocéetku i na kraju procesa moze se zakljuciti kako je
ultrazvuk uspjesno primijenjen kao netoplinska metoda s obzirom da su ocitane temperature
na kraju procesa iznosile do maksimalno 9 °C viSe u odnosu na sobnu temperaturu (25 °C)
odnosno proces ekstrakcije je proveden u uvjetima umjerene temperature (Jadhav, 2021).
Pritom je raspon izmjerenih vrijednosti temperatura uzoraka iznosio od minimalno 11 °C prije

pocetka tretmana do maksimalno 34 °C nakon provedenog tretmana.

4.1.3. Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara ekstrakata dobivenih toplinskom

ekstrakcijom
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Tablica 4. Prikaz rezultata fizikalno-kemijskih analiza provedenih na ekstraktima dobivenim toplinskom ekstrakcijom

Elektricna
Ukupni proteini Ukupni fenoli FRAP DPPH
Uzorak pH vodljivost
(mg BSA/g s.tv.) | (mg GAE/g s.tv.) | (umol Fe?*/g s.tv.) (mmol TE/g s.tv.)
(uS/cm)
TPEO/3 | 5,61+£0,05 | 3145,50 £ 17,68 25,95 + 0,51 2,90 £ 0,04 11,53 £ 0,45 2,06 + 0,01
TPE 0/6 5650 2973 £ 94,75 25,95 + 0,21 3,040 11,08 £ 0,31 1,82 £ 0,02
TPEO/9 | 5,66 £ 0,02 2804 + 21,21 23,71 +£0,19 3,16 £ 0,10 11,38 £ 0,22 2,03+0,18
TPE 25/3 | 5,94 + 0,01 1619,50 + 6,36 20,14 £ 0,34 3,31 +£0,08 16,25 £ 0,09 1,70 £ 0,02
TPE 25/6 599+0 1604 £ 0 22,66 £ 0,19 3,27 £ 0,07 19,3 +0,28 1,79 £ 0,01
TPE 25/9 | 5,96 + 0,01 1655+ 0 23,94 £ 0,66 3,32+ 0 23,32+ 0,23 1,74 £ 0,01
TPE 50/3 6,33+ 0 1004 £ 1,41 21.64 £ 0,72 3,83+0,12 25+0,39 1,450
TPE 50/6 | 6,52 £ 0,01 1027 + 2,83 26,97 + 0,21 4,62 + 0,23 26,48 + 0,77 1,29 + 0,01
TPE 50/9 6,590 1033,5 + 4,95 26,05+ 0,11 3,93 £ 0,04 23,42 +1,09 1,22 + 0,01
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Dobiveni rezultati (tablica 4) izrazeni su kao srednje vrijednosti dvaju uzastopnih mjerenja kada
su u pitanju fizikalni parametri (pH i elektricna vodljivost) te kao srednje vrijednosti dviju paralela
kada su u pitanju kemijski parametri (ukupni proteini, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost).
Iz tablice 4 moze se vidjeti kako se pH vrijednosti ekstrakata kre¢u u podrucju izmedu blago
kiselog do skoro pa neutralnog pH. Najvec¢a pH zabiljezena je kod uzorka TPE 50/9, a iznosila
je 6,59. Najniza pH vrijednost zabiljezena je kod uzorka TPE 0/3 i iznosila je 5,61 + 0,05. Moze
se primijetiti pad elektricne provodnosti ekstrakata s obzirom na rastu¢i udio etanola u
ekstrakcijskom otapalu. Pa tako uzorak TPE 50/3 biljezi najnizu vrijednost u iznosu od 1004 +
1,41 uS/cm, a uzorak TPE 0/3 najviSu u iznosu od 3145,5 + 17,68 uS/cm. Prinos ukupnih
proteina izmedu analiziranih ekstrakata se nije bitno mijenjao no najvece vrijednosti su
primije¢ene pri koridtenju Ciste deionizirane vode i 50 %-tnog etanola u funkciji ekstrakcijskih
otapala. Moguée objasSnjenje je u razli¢itoj prirodi ekstrahiranih proteina. Naime, proteini
sadrzani u listu Secerne repe dijele se na one topljive u vodi i netopljive. Postupak dobivanja
susenih peleta doveo je do odredenog gubitka u vodi topljivih proteina. Sadrzaj peleta vec¢inom
predstavljaju kruti sastojci zaostali nakon preSanja soka iz svjezeg liS¢a. Stoga je za oCekivati
kako su, osim odredene koli€ine u vodi topljivih proteina, zaostale membranske strukture poput
tilakoidnih membrana u kojima se nalazi vecina hidrofobne proteinske frakcije biljnih listova i
koja se u prisustvu porasta udjela slabo polarnog otapala poput etanola ekstrahirala (Tenorio,
2017; Zhang i sur., 2017). Takoder, porast prinosa proteina u uzorcima s 50 %-tnim etanolom
kao otapalom moze biti uvjetovan prisutno§¢u kompleksa izmedu proteina i fenolnih spojeva pri
¢emu se dodatna koliina proteina ekstrahirala zajedno s hidrofobnijim fenolnim spojevima
poput tanina i flavonoida koji se bolje otapaju u manje polarnim otapalima poput etanola (dos
Santos-Silva i sur., 2024; Bandyopadhyay i sur., 2012). Prinosu ekstrakcije ukupnih fenola
pogodovali su porast udjela etanola u ekstrakcijskom otapalu i vrijeme toplinskog tretmana no
najveci prinos je zabiljezen u slu€aju ekstrakta TPE 50/6 te je iznosio 4,62 + 0,23 mg GAE/g
s.tv. U istom uzorku je takoder zabiljezena i najvecCa antioksidacijska aktivnost (26,48 + 0,77
pumol Fe?*/g s.tv.) toplinskih ekstrakata odredena FRAP metodom te su antioksidacijske
vrijednosti svih ekstrakata opéenito vece u slu¢aju mjerenja FRAP metodom u odnosu na DPPH
metodu. Navedeni rezultati prinosa ukupnih fenola, vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti
odredenih FRAP metodom i njihova razlika u odnosu na DPPH metodu mogu biti objasnjeni
prirodom ekstrahiranih fenolnih spojeva. Tocnije re¢eno, zaostala frakcija fenolnih spojeva u
peletima, nakon pre$anja soka iz sviezeg lisS¢a Seéerne repe, vjerojatno sadrzi veci udio fenolnih
vrsta poput flavonoida koje su bolje topljive u manje polarnim otapalima poput etanola, a koje
se, zbog svoje bioloske uloge u obrani od patogena i biljoZdera i zastiti od UV zracenja, opéenito
nalaze u dijelovima biljke na granici s vanjskim okoliSem kao $to su npr. listovi (Herrera-Pool i
sur., 2021; Kumar i sur., 2020).
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4.1.4. Usporedba i rasprava rezultata fizikalno-kemijskih parametara toplinskih ekstrakata
i ekstrakata ultrazvukom potpomognute ekstrakcije

Usporedbom dobivenih rezultata moze se uoditi slic¢an trend u raspodijeli vrijednosti fizikalnih
parametara u ovisnosti o koriStenom otapalu. Pritom su najnize pH vrijednosti (5,61 £ 0,05 za
toplinski tretman i 5,28 + 0,03 za ultrazvucni tretman) zabiljezene kod ekstrakata dobivenih
primjenom deionizirane vode kao ekstrakcijskog otapala te se jednako tako moZe uoéiti porast
elektricne provodnosti u navedenim ekstraktima. Takoder, raspon pH vrijednosti te iznos gornje
i donje granice relativno su podjednaki u obje metode ekstrakcije. Isto se ne moze reéi za
parametar elektricne provodnosti gdje se mogu zamijetiti znatno nize vrijednosti u slucaju
uzoraka tretiranih ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom, lako su vrijednosti gornje granice
(3033,5 £ 12,02 pS/cm za ultrazvuéni tretman i 3145,50 + 17,68 uS/cm za toplinski tretman)
relativno jednake. Kao objasnjenje moze posluziti opCeniti utjecaj temperature na porast
elektricne provodnosti zbog poboljSane topljivosti malih iona poput natrija, magnezija i kalija, a
koji su zbog svoje bioloske uloge uvelike zastupljeni u svim Zivim stanicama pa tako, u slu€aju
provedenog istrazivanja, i u onima biljnog porijekla. Takoder, povisena temperatura smanjuje
viskoznost otopina ¢ime efektivno pospjeSuje mobilnost sadrzanih ionskih vrsta Sto rezultira
vecom elektricnom provodnosti (Yuan i sur., 2018). S druge strane, ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija rezultirala je najvecim prinosom ukupnih proteina i fenola $to je u skladu sa studijom
koju su proveli Duki¢ i sur. (2022). Pritom je najveci prinos ukupnih proteina postignut pri istim
ekstrakcijskim parametrima kao i u slu¢aju Duki¢ i sur. (2022). S druge strane najveéi prinos
ukupnih fenola u ovoj studiji postignut je u bitno drugadijim uvjetima (amplituda 75 %, 50 %-tni
etanol kao otapalo) s time da su i najveci prinosi ukupnih fenola (3,83 + 0,12; 4,62 + 0,23 te
3,93 + 0,04 mg GAE/g s.tv.) u slucaju toplinskih ekstrakcija zabiljezeni pri koriStenju 50 %-tnog
etanola kao otapala. Pritom se kao razlog mozZe navesti priroda preostalih fenolnih spojeva u
peletima ¢&iju vecinu vjerojatno €ine oni bolje topljivi u manje polarnim otapalima poput etanola.
Slican trend su u svojoj studiji primijetili Sharmila i sur. (2016) pri ¢emu je upotreba 80 %-tnog
etanola i 80 %-tnog metanola, tijekom ultrazvukom potpomognute ekstrakcije ukupnih fenola iz
lista biline vrste Cassia auriculata, rezultirala duplo veéim prinosom ukupnih fenola u odnosu
na ekstrakte kod kojih je kao otapalo koridtena voda. Primjena ultrazvukom potpomognute
ekstrakcije rezultirala je i najve¢im vrijednostima antioksidacijske aktivnosti neovisno o
primijenjenoj metodi mjerenja (30,46 £ 0,74 ymol Fe?*/g s.tv.za FRAP i 2,11 £ 0,03 umol TE/g
s.tv. za DPPH). Sliénost izmedu dvije primijenjene metode ekstrakcije (toplinske i ultrazvucne)
vidljiva je u odnosu izmjerenih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti pri ¢emu je u oba slu€aja
primjena FRAP metode rezultirala visestruko ve¢om vrijedno$¢u u odnosu na DPPH metodu.
Prisustvo navedene razlike u slu€aju dvije razliite metode ekstrakcije vjerojatno je posljedica

prirode ekstrahiranih antioksidativnih spojeva koji pokazuju bitno drugadciju biolosku aktivnost
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prema koristenim radikalima pri ¢emu je slicna razlika zamijeéena u studiji antioksidativne
aktivnosti razli¢itih vrsta lignina koju su proveli Rumpf i sur. (2023) gdje je FRAP metoda
rezultirala ve¢om izmjerenom vrijednosti antioksidativne aktivnosti u odnosu na mjerenje DPPH
metodom. Cinjenica da su najveée vrijednosti prinosa ukupnih proteina (55,38 + 2,57 mg BSA/g
s.tv.) i fenola (6,23 + 0,56 mg GAE/g s.tv.) te antioksidacijske aktivnosti (30,46 + 0,74 umol
Fe?*/g s.tv.za FRAP i 2,11 £ 0,03 pmol TE/g s.tv. za DPPH) zabiljeZzene u slu¢aju ekstrakata
dobivenih ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom moZe se objasniti dokazanim
prednostima koje pruza primjena ultrazvuka. Pojavom fenomena akusti¢ne kavitacije u otopini,
pri upotrebi ultrazvuka visokog intenziteta, dolazi do bubrenja i pucanja stani¢nih struktura sto
rezultira izlaskom unutarstani¢nog sadrzaja, implozija nastalih mjehuri¢a dovodi do razvoja
ekstremno visokih temperatura i tlakova na mikro lokacijama unutar otopine $to pospjeSuje
prijenos mase, formirani mikro mlazovi omogucavaju potpunije prodiranje otapala i sukladno
tome povecéan kontakt s ekstrahiranim komponentama, a umjerena temperatura procesa
omogucava ocuvanije bioloSke aktivnosti termolabilnih fenolnih spojeva i proteina (Duki¢ i sur.,
2022; Chemat i sur., 2017).

4.2. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA

4.2.1. Rezultati statistiCcke obrade podataka ultrazvucno tretiranih uzoraka

Tablica 5. Utjecaj ulaznih varijabli (A-amplituda, B-vrijeme tretiranja, C-udio etanola u otapalu,
AA-kvadratna interakcija amplitude, AB-interakcija amplitude i vremena tretiranja, AC-
interakcija amplitude i udjela etanola u otapalu, BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja,
BC-interakcija vremena tretiranja i udjela etanola u otapalu, CC-kvadratna interakcija udjela
etanola u otapalu) na izlazne varijable (fizikalno-kemijski parametri) ekstrakata dobivenim
ekstrakcijom ultrazvukom visokog intenziteta

p — vrijednost*
Ulazne
. Ukupni Ukupni
varijable pH G* FRAP DPPH
proteini fenoli
A 0,3670 0,0950 0 0 0 0,0762
B 0,1050 0,1066 0 0 0 0,0779
C 0 0 0 0,3761 0,0169 0
AA 0,4053 0,1649 0,0401 0,0609 0,1157 0,9050
AB 0,9432 0,0534 0,7474 0,3115 0,4831 0,5383
AC 0,8055 0,9975 0,0393 0,7257 0,1536 0,7680
BB 0,4298 0,0488 0,1359 0,0583 0,2056 0,9208
BC 0,5314 0,0479 0,2418 0,4918 0,9451 0,2019
CcC 0,0280 0 0,0433 0,1315 0,0009 0
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*crveno oznacene vrijednosti oznaCavaju statisti¢ki zna¢ajan utjecaj (p < 0,05)
**G — elektricna vodljivost

U tablici 5 prikazane su p — vrijednosti ulaznih varijabli (parametri ekstrakcije) za svaku od
izlaznih varijabli (fizikalno-kemijski parametri) u slu¢aju ekstrakcije potpomognute ultrazvukom.
Multivarijatna analiza varijance (MANOVA) dijeli varijabilnost u izlaznim parametrima u zasebne
dijelove za svaki od ucinaka odnosno za svaku od ulaznih varijabli. Zatim testira statistiCku
znacajnost svakog ulaznog parametra usporedujuci vrijednost srednjih kvadrata s procjenom
eksperimentalne pogreske. Pritom je u€inak ulazne varijable statisticki znacajan ako izraCunata
p — vrijednost iznosi < 0,05 Sto znaci da se znacajno razlikuje od nule na razini pouzdanosti od
95 %. Iz prikazanih podataka moze se vidjeti kako statisti¢ki znacajan utjecaj na pH vrijednost
pokazuju udio etanola u otapalu i kvadratna interakcija udjela etanola. Navedeno je u skladu s
prethodno komentiranim rezultatima pH vrijednosti pri Eemu je zamije¢eno kako pH vrijednost
raste povecanjem udjela etanola u otapalu odnosno pada smanjenjem udjela, a dostiZze
maksimalne vrijednosti u uzorcima za €iju se ekstrakciju koristila deionizirana voda. Statisti¢ki
izraCunata optimalna vrijednost pH iznosi 6,69, a kao optimalni parametri navode se amplituda
od 70,5 %, vrijeme tretmana u trajanju od 9 min i 50 %-tni udio etanola u otapalu. U slucaju
elektricne provodnosti statisticki zna€ajan utjecaj su pokazale: linearna interakcija udjela
etanola, kvadratna interakcija vremena trajanja tretmana, interakcija udjela etanola i vremena
trajanja tretmana te kvadratna interakcija udjela etanola. To znaci da promjenu udjela etanola
prati i promjena u elektri¢noj vodljivosti, ali i da pri ekstremnim vrijednostima udjela etanola (0
% i 50 %) dolazi do velikih promjena u vrijednosti elektricne provodnosti. Navedene p —
vrijednosti ukazuju kako na promjenu u vrijednosti elektricne provodnosti utjeCe i kombinirani
efekt vremena ftretiranja i udjela etanola u otapalu te da vrijeme tretiranja, zbog iskljucivo
statistiCki znaCajne kvadratne interakcije, dovodi do uvelike izraZzenih promjena u vrijednostima
elektricne provodnosti primjenom najkraéeg ili najdulieg vremena ftretiranja. Kao cilj je
postavljena optimizacija elektricne provodnosti pri ¢emu statistiCki odredena optimalna
vrijednost iznosi 3021,25 pS/cm primjenom slijedecih optimalnih parametara: amplituda 87,5
%, vrijeme tretmana 5,12 min i udio etanola u ekstrakcijskom otapalu 0,0000006 %. U slu€aju
prinosa proteina zamjecuje se viSe statistiCki zna€ajnih ulaznih varijabli i njihovih kombinacija.
Kao statistiCki znacajni uc€inci odredena su sva tri ulazna parametra pojedinacno (amplituda,
vrijeme tretiranja, udio etanola), kvadratna interakcija amplitude, medusobna interakcija
amplitude i udjela etanola te kvadratna interakcija udjela etanola. Navedeno znaéi kako
promjena u ukupnim proteinima linearno prati promjenu u pojedina¢nim ulaznim varijablama
Sto je vidljivo iz najve¢eg zabiljezenog prinosa proteina (55,38 + 2,57 mg BSA/g s.tv.) pri
parametrima ekstrakcije s najviSom primijenjenom amplitudom (100 %), najduljim vremenom

tretmana (9 min) i najmanjim udjelom etanola u otapalu (0 %) dok je najmanji prinos proteina
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(13,09 + 0,13 mg BSA/g s.tv.) zabiljezen pri parametrima ekstrakcije s najnizom primijenjenom
amplitudom (50 %), najkra¢im vremenom tretmana (3 min) i najve¢im udjelom etanola u otapalu
(50 %). Takoder, navedeni statistiCki znacCajni utjecaji kvadratne interakcije amplitude i
kvadratne interakcije etanola pojasnjavaju kako do velikih promjena u prinosu ukupnih proteina
dolazi primjenom ekstremnih (najviSih ili najnizih) vrijednosti amplitude i udjela etanola.
Povezivanjem dobivenih rezultata prinosa i statisticki zna€ajne medusobne interakcije
amplitude i udjela etanola moze se vidjeti kako je navedena interakcija antagonisticna odnosno
povecanje udjela etanola pri istim uvjetima amplitude rezultira smanjenjem prinosa ukupnih
proteina. Optimizacijom uvjeta za maksimalni prinos ukupnih proteina statisti¢ki su odredeni
slijededéi parametri: amplituda 100 %, vrijeme tretmana u trajanju od 9 min i 0 % etanola u
ekstrakcijskom otapalu. Za prinos ukupnih fenola statisticki znaajnim su se pokazali
pojedinacni utjecaji amplitude i vremena trajanja tretmana $to znadi da se prinos fenolnih
spojeva mijenjao promjenom vrijednosti navedenih parametara neovisno o drugim ulaznim
parametrima. Optimizacijom uvjeta tretiranja statistickom su obradom za optimalni prinos
ukupnih fenola odredeni slijede¢i parametri: amplituda 100 %, vrijeme tretmana u trajanju od
8,84 min i udio etanola u otapalu u iznosu od 0,000001 %. Tako dobiven optimalni prinos
ukupnih fenola iznosio bi 5,77 mg GAE/g s.tv. §to je manje od prinosa ostvarenog u
provedenom (6,23 mg GAE/g s.tv.) istrazivanju pri ¢emu je udio etanola u ekstrakcijskom
otapalu bio 50 % uz amplitudu 75 % i vrijeme tretiranja 9 min. Navedeno se moze pripisati ranije
opisanoj mogucoj prisutnosti fenolnih spojeva koji su bolje topljivi u manje polarnim otapalima
dok su primijenjena amplituda i dugo vrijeme tretiranja dodatno pridonijeli potpunijoj ekstrakciji
s obzirom na svoj statisticki zna€ajan utjecaj (tablica 5). Kod antioksidacijske aktivnosti
odredene FRAP metodom statisticki zna€ajnim su se pokazali pojedinacni utjecaji amplitude,
vremena trajanja ekstrakcije i udjela etanola te kvadratna interakcija udjela etanola.
Optimizacija antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom je statistiCkim izraunom
definirana pri slijede¢im parametrima: amplituda 99,99 %, vrijeme trajanja tretmana 9 min i udio
etanola u otapalu u iznosu 17,06 %. Pritom bi se dobivena optimalna vrijednost u odnosu na
maksimalnu zabiljeZenu vrijednost antioksidacijske aktivnosti u ovom istrazivanju razlikovala za
— 0,11 ymol Fe?*/g s.tv. §to ne predstavlja znac¢ajnu razliku kada se uzme u obzir da bi potro$nja
otapala bila smanjena oko 8 %. Za antioksidacijsku aktivhost odredenu DPPH metodom od
statistickog su se znaCaja pokazali samo pojedinacni ulazni parametar etanola i njegova
kvadratna interakcija. Opéenito, u dobivenim je rezultatima najveca antioksidacijska aktivnost
(2,11; 2,09; 2,09; 2,03; 1,93; 1,87; 1,83 umol TE/g s.tv.) zamijeCena u ekstraktima s
deionizirano vodom, dok su najnize aktivnosti (0,56; 0,69; 1,02; 1,04 pmol TE/g s.tv.)
zamijeCene kod viSih udjela etanola. Navedeno odgovara statistiCki znaCajnom utjecaju

kvadratne interakcije udjela etanola pri ¢emu najmaniji i najveéi udio dovode do ekstremnih
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promjena u vrijednosti antioksidacijske aktivnosti. Tu je bitno napomenuti da, iako je ekstrakt s
najve¢om zabiljezenom antioksidacijskom aktivnosti (2,11 £ 0,03 umol TE/g s.tv.) ekstrahiran s
deioniziranom vodom, ekstrakt s najmanjom antioksidacijskom aktivnosti (0,56 * 0,04 umol
TE/g s.tv.) ekstrahiran je s 25 % otopinom etanola $to nije u potpunosti u skladu s opisom
kvadratne interakcije. Navedena se pojava moze opisati ve¢ objaSnjenim moguéim prisustvom
fenolnih spojeva koji su bolje topljivi u manje polarnim otapalima pri ¢emu su ekstrakti s 50 %-
tnim etanolom zauzeli umjerene vrijednosti u raspodjeli izmjerenih antioksidacijskih aktivnosti.
Uvjeti za dobivanje optimalne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti (2,05 pymol TE/g s.tv.)
odredeni statistickim izraunom su slijedeci: amplituda 50 %, vrijeme tretmana 9 min, udio
etanola 0 %. Pritom se navedena vrijednost neznatno razlikuje od najveée zabiljeZene
vrijednosti u istrazivanju (2,11 + 0,03 pmol TE/g s.tv.) koja je dobivena pri koriStenju istog
otapala i vremena tretmana, ali pri amplitudi 75 % $to znaci da bi smanjenje amplitude pri istim

uvjetima rezultiralo ustedom energije uz zanemarive gubitke.

4.2.2 Rezultati statisticke obrade podataka toplinski tretiranih uzoraka

Tablica 6. Utjecaj ulaznih varijabli (A-vrijeme tretiranja, B-udio etanola u otapalu, AA-kvadratna
interakcija vremena tretiranja, AB-interakcija vremena tretiranja i udjela etanola u otapalu, BB-
kvadratna interakcija udjela etanola u otapalu) na izlazne varijable (fizikalno-kemijski parametri)
ekstrakata dobivenih toplinskom ekstrakcijom

p — vrijednost*
Ulazne

. Ukupni Ukupni
varijable pH G* FRAP DPPH

proteini fenoli
0,0669 0,1830 0,1496 0,6467 0,4989 0,4889
B 0,0002 0 0,7792 0,0205 0,0098 0,0061
AA 0,2897 0,8595 0,1675 0,3455 0,8301 0,4695
AB 0,1231 0,0660 0,0784 0,8055 0,8176 0,4456
BB 0,0655 0,004 0,0521 0,2754 0,5161 0,3103

*crveno oznacene vrijednosti oznaCavaju statistiCki znacajan utjecaj (p < 0,05)
**G — elektricna vodljivost

U tablici 6. prikazane su p — vrijednosti ulaznih varijabli (parametri ekstrakcije) za svaku od
izlaznih varijabli (fizikalno-kemijski parametri) u slu€aju toplinske ekstrakcije. Prema statistickim
podacima dobivenim provodenjem MANOVA metode moze se vidjeti kako na sve izlazne
varijable, osim na prinos ukupnih proteina, statistiCki znacajan utjecaj jedino ima linearna
interakcija ulazne varijable udjela etanola. Takoder, samo je kod izlazne varijable elektricne
provodnosti zamijecen i statistiCki znaCajan utjecaj kvadratne interakcije udjela etanola koji je

vidljiv i u dobivenim rezultatima fizikalno-kemijskih parametara ekstrakata. Naime, elektriCna
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provodnost poprimila je bitno drugacije vrijednosti kod uzoraka Cije je ekstrakcijsko otapalo
Cinila deionizirana voda (3145,50 + 17,68 uS/cm) u odnosu na uzorke kod kojih se kao
ekstrakcijsko otapalo koristila 50 % otopina etanola (1004 £ 1,41 uS/cm). Navedeno je u skladu
s prirodom znacajnosti utjecaja kvadratne interakcije pri ¢emu se najviSe i najnize vrijednosti
izlaznih varijabli zamjec¢uju prilikom primjene ekstremnih (najviSih i najnizih) definiranih
vrijednosti ulaznih varijabli. Dobivene p — vrijednosti za ulazni parametar vremena tretiranja
djelomi¢no se razlikuju od onih koje su zabiljezene u studiji koju su proveli Duki¢ i sur. (2022)
na suhom liS¢u Seéerne repe. U navedenoj studiji vrijeme tretiranja takoder nije imalo statisti¢ki
znacajan utjecaj na pH vrijednost i elektriénu provodnost ekstrakata, ali je pokazalo statisticki
znacajan utjecaj za prinos ukupnih proteina i fenola. Nadalje, zamije¢eno je kako nijedna ulazna
varijabla u slu€aju toplinske ekstrakcije nema statistiCki zna¢ajan utjecaj na ukupan prinos
proteina. Razlog navedenom moZze biti taj da su proteini, zaostali u pulpi nakon preSanja soka
iz svjezeg lis¢a Secerne repe, ,zarobljeni® u lignoceluloznom matriksu pulpe, a utjecaj
produljenog vremena tretmana toplinske ekstrakcije bez odgovarajuée metode oslobadanja
proteina (npr. akusti¢na kavitacija u slu€aju primjene ultrazvuka) samo pridonosi njihovoj
2020). Takoder, proteini su opéenito najbolje topljivi u vodi te prisutnost etanola u otapalu ne

dovodi do poboljSanja ekstrakcije (Pace i sur. 2004).
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5. ZAKLJUCCI

1. Primjena razli¢itih otapala utjecala je na fizikalne parametre ekstrahiranih uzoraka pri cemu
je primjena deionizirane vode rezultirala najve¢im vrijednostima elektricne provodnosti
ekstrakata (3145,50 + 17,68 uS/cm za toplinsku ekstrakciju i 3033,50 + 12,02 uS/cm za
ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju, a primjena etanolnih otapala rezultirala najve¢im pH
vrijednostima ekstrakata (6,59 +0 za toplinsku ekstrakciju i 6,71 + 0,01 za ultrazvukom
potpomognutu ekstrakciju)

2. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija rezultirala je najveéim prinosom ukupnih proteina
(55,38 £ 2,57 mg BSA/g s.tv.) i najve¢im prinosom ukupnih fenola (6,23 + 0,56 mg GAE/g s.tv.)
3. NajviSe antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom (30,46 + 0,74 pmol Fe?*/gs.tv.)
i DPPH metodom (2,11 + 0,03 umol TE/g s.tv.) zabiljezene su u ekstraktima dobivenim
tretmanom ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije

4. Udio etanola statisti¢ki znacajno utje€e na izlazne vrijednosti fizikalnih parametara ekstrakata
kod obje ekstrakcijske metode (p < 0,05)

5. Primijenjena amplituda te vrijeme tretiranja statisticki znacajno utje€u na ukupni prinos
proteina i fenola te antioksidacijsku aktivhost odredenu FRAP metodom u ultrazvuéno tretiranim
uzorcima (p < 0,05)

6. Udio etanola statistiCki znacajno utje€e na ukupni prinos proteina i antioksidacijsku aktivnost
(FRAP i DPPH) toplinski tretiranih uzoraka te na ukupan prinos proteina i antioksidacijsku
aktivnost (FRAP i DPPH) ultrazvuéno tretiranih uzoraka (p < 0,05)

7. Ultrazvuk se pokazao kao efikasna netoplinska metoda za ekstrakciju proteina i fenola iz

osusenih peleta liS¢a Seéerne repe
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