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1. UVOD

Sukladno suvremenom nainu zivota razvijaju se i novi prehrambeni trendovi.
Orijentiranost prema ,zdravom® nacinu zivota doprinosi sve vecem razvoju trzista
funkcionalnih proizvoda. Potrosacéi traze kvalitetnu, nutritivno vrijednu hranu, hranu s
potencijalnim zdravstvenim benefitima te hranu bez sintetskih aditiva. U skladu s time, novija
znanstvena istraZivanja usmjerena su na proucavanje bioaktivnog sastava biljaka, posebice
polifenola, u svrhu inkorporacije istih u prehnrambene proizvode kao funkcionalnih sastojaka.

Polifenolni spojevi skupina su sekundarnih biljnih metabolita, kojima se pripisuje
snazno antioksidacijsko djelovanje te antimikrobna, protuupalna, antialergijska 1
antikancerogena svojstva. Biljka dobricica (Glechoma hederacea L.) iz porodice Lamiaceae,
kao ljekovita biljka s dugom tradicijom primjene u narodnoj medicini, takoder je prepoznata
kao potencijalni izvor bioaktivnih spojeva, ukljucujuéi polifenole.

Kako bi se polifenolni spojevi biljnoga podrijetla mogli identificirati, kvantificirati, ali
I dalje inkorporirati u proizvode, potrebno ih je prethodno iz biljnoga materijala i ekstrahirati.
Odabir ekstrakcijske metode ovisi o0 vrstama i kemijskim strukturama ciljanih spojeva,
svojstvima biljnoga materijala iz kojih se ekstrahiraju, ali i ¢imbenicima poput onih ekoloskih
i financijskih. Prilikom razvoja metode ekstrakcije potrebno je definirati parametre ekstrakcije
poput veli¢ine Cestica, omjera uzorka i otapala, vremena, tlaka i temperature ekstrakcije te
drugih parametara relevantnih za odabranu metodu. Metode ekstrakcije danas se naj¢esce dijele
na konvencionalne i inovativne. Konvencionalne metode ekstrakcije imaju odredene
nedostatke, kao Sto su uporaba velikih koli¢ina otapala 1 uporaba toksi¢nih otapala, dugo
vrijeme ekstrakcije, niska efikasnost, degradacija vrijednih spojeva te veliki utrosak energije.
Kako bi se prevladali navedeni nedostaci novija istraZivanja orijentiraju se na razvoj inovativnih
metoda ekstrakcije poput ekstrakcije potpomognute mikrovalovima i ekstrakcije subkriticnom
vodom.

Cilj ovog rada je karakterizacija osnovnog kemijskog i bioaktivnog sastava uzoraka
dobricice sakupljenih s razlicitih lokacija unutar kontinentalne Hrvatskoj. U svrhu dobivanje
maksimalne ekstrakcijske ucinkovitosti polifenola istrazit ¢e se konvencionalna metoda
ekstrakcije potpomognuta toplinom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima te ekstrakcija

subkriti¢cnom vodom, ¢iji parametri ¢e se optimirati metodom odzivnih povrSina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BILINA FLORA REPUBLIKE HRVATSKE

Prema podacima Flora Croatica Database (2018), biljna flora Republike Hrvatske (RH)
sastoji se od 4630 vrsta i 1186 podvrsta, koje pripadaju 1098 rodova, odnosno 189 porodica.
RH je tre¢a zemlja u Europi prema raznolikosti biljne flore $to je posljedica specifi¢nog
geografskog smjestaja, koji se nalazi pod utjecajem sredozemne i kontinentalne klime te vrlo
raznolikog reljefa (od planinskih masiva, krskih polja, rije¢nih dolina do vrlo razvedene obale
s brojnim otocima). Biljna flora RH uklju¢uje 10 % endemskih vrsta, poput vrlo poznate biljke
Velebitske degenije (Degenia velebitica) te prastaru floru (relikte) (Botanicki vrt PMF, 2021;
Nikoli¢, 2001). Oko 9 % vrsta klasificira se ugrozenima, sto je 2 do 4 puta manje u odnosu na
susjedne zemlje. Ovaj podatak ukazuje na dobro o¢uvanje biljne flore RH (Nikoli¢, 2001).

Petnaest najvecih porodica sadrze oko 77 % svih vrsta i podvrsta, a tri najveée porodice
su Compositae (742), Fabaceae (458) i Poaceae (448). Porodica Lamiaceae s ukupno 226 vrsta
I podvrsta nalazi se na 8. mjestu (Nikoli¢, 2001). Oko 17 % biljnih vrsta imaju svoju primjenu,
ponajvise u medicini, zatim prehrani, kao medonosne biljke, prehrambeni aditivi, sastojci u
izradi razli¢itih materijala, i slicno. Najvec¢i broj uporabnih biljaka pripada trima najveé¢im
porodicama, no Lamiaceae se takoder nalaze pri vrhu te liste (Nikoli¢ i Resetnik, 2007).

Za uporabu u medicini i tradicionalnoj medicini koristi se ¢ak 64 % poznatih vrsta,
najvise u lijeCenju digestivnih i genitourinarnih poremecaja, infekcija, respiratornih tegoba,
metabolickih poremecaja, poremecaja lokomotornog i krvozilnog sustava te upala. Porodice
koje obuhvacaju najvise vrsta za medicinsku uporabu su Rosaceae, Astraceae i Lamiaceae
(Nikoli¢ i Resetnik, 2007).

Biljna flora RH sastoji se od brojnih autohtonih i alohtonih vrsta. Uporaba autohtonih,
samoniklih vrsta zamrla je razvojem poljoprivrede i industrije, no posljednjih su desetljeca
postale predmetom brojnih istrazivanja, prvenstveno zbog povoljnog kemijskog sastava, u

svrhu ponovnog uklju¢ivanja u prehranu (Zuna Pfeiffer i sur., 2020).

2.2. DOBRICICA (Glechoma hederacea L.)

Dobricica (slika 1) (Glechoma hederacea L., sinonim: Napeta glechoma, Benth.) je
viSegodiS$nja i aromati¢na zeljasta biljka iz porodice usnaca (Lamiaceae). Zbog karakteristi¢ne

puzave stabljike naziva se i 'puzavom dobri¢icom' (Kumarasamy i sur., 2002). Stabljika



dobricice Cetvrtastog je presjeka te raste isprepleteno uz tlo, dok se cvjetne stabljike pruzaju u
vis te rastu do 0,5 m visine. Listovi su nasuprotni i bubrezastog oblika s okruglastim rubovima.
Lice, odnosno gornja povrsina lista je sjajna i tamno zelene boje, dok je nali¢je (donja) povrsina
lista svjetlije boje 1 bez sjaja. 1z pazusaca srednjih i gornjih listova rastu cvjetovi skupljeni u
cvatove (do 6 cvjetova u skupini). Cvjetovi su ljubicaste ili plave boje te se sastoje od pet latica,
od kojih 3 ¢ine gornju, a 2 donju usnu cvijeta. DobriCica cvate od travnja do kolovoza, a

razmnozava se sjemenom i zakorijenjavanjem novih stabljika (Grli¢, 1980).

Slika 1. Dobri¢ica (Glechoma hederacea L.) (Calow, 2007)

Dobricica je rasprostranjena u umjerenom klimatskom pojasu na podrucju Azije, Europe
1 Sjedinjenih Americkih Drzava. Raste na sjenovitim mjestima; na vlaznim 1 hranjivim
stanistima poput livada, travnjaka, listopadnih Suma; uz jarke, potoke, zivice, grmlje i putove
(Kumarasamy i sur., 2002). Cesto raste kao korov po poljima, njivama i vrtovima. U Republici
Hrvatskoj rasprostranjena je u kontinentalnom dijelu zemlje, dok u priobalnim podrucjima ne
raste (Grli¢, 1980).

Osim kao korov, dobri€ica je prepoznata i kao ljekovita biljka, posebice u lijeCenju
prehlade, astme, bronhitisa, artritisa i slicno. Nadzemni dijelovi biljke posjeduju
antihipertenzijska, stimulativna, diureticka, protuupalna svojstva te svojstva adstringiranja
(stezanja sluznica i tkiva) (Kumarasamy i sur., 2002; Grli¢, 1980). Vodeni ekstrakti dobri¢ice
pokazali su razliCite povoljne bioloske aktivnosti poput depigmentacije, antikancerogenih,
antioksidacijskih, protuupalnih, hepatoprotektivnih i antimelanogenih svojstava. Za navedena
svojstva najvjerojatnije su zasluzni polifenolni spojevi kao glavni antioksidansi dobri¢ice (Chao

i sur., 2020; Chou i sur., 2019).



2.3. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenoli, sekundarni biljni metaboliti visih biljaka, predmet su znanstvenih
istrazivanja dugi niz godina, prvenstveno zbog njihovog potencijalnog pozitivnog uc¢inka na
ljudski organizam. Zastupljeni su u svim vrstama biljnih tkiva, gdje imaju niz fizioloskih i
morfoloskih uloga poput pigmenata, biljnih hormona, obrane biljaka od bioti¢kih i abioti¢kih
stresora. Polifenoli obuhvacaju nekoliko tisu¢a spojeva razlic¢itih kemijskih struktura te se

najcesce dijele na flavonoide i neflavonoide (slika 2) (Daglia, 2012; Gorniak i sur., 2019).

Fenolne
kiseline
Stilbeni

Slika 2. Podjela polifenolnih spojeva (Daglia, 2012; Gorniak i sur., 2019)

Polifenolni se spojevi u biljkama najces¢e ne nalaze u slobodnom obliku. Mogu se naci
vezani za ugljikohidrate (najcesce u obliku glikozida sa SecCerima), organske kiseline ili su
vezani medusobno. Kemijske strukture ovih spojeva uvjetuju njihova snazna antioksidacijska
svojstva, antimikrobna, protuupalna, antialergijska i antikancerogena svojstva. Zbog navedenih
svojstava polifenolni spojevi svoju su primjenu pronasli u prevenciji razli¢itih bolesti, kao
aditivi u prehrambenoj industriji, u kozmetic¢koj industriji, industriji proizvodnje papira, i slicno
(Bravo, 1998; Daglia, 2012).

Mehanizmi antioksidacijskog uc¢inka polifenola ukljucuju izravno uklanjanje slobodnih
radikala (doniranjem elektrona ili vodikovog atoma), keliranja metalnih iona ukljuc¢enih u
nastajanje slobodnih radikala, inhibiciju enzima uklju€enih u nastajanje slobodnih radikala i

regeneraciju antioksidansa stani¢énih membrana kao $to je a-tokoferol. Polifenole karakterizira

4



niska bioraspolozivost, odnosno niska razina sposobnosti prelaska crijevne barijere i ulaska u
krvotok. Zbog toga se vecina antioksidacijske aktivnosti odvija u probavnom traktu. Primjer
takve aktivnosti jest inhibicija peroksidacije viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina hem-
zeljezom (Hollman i Katan, 1999; Vulcain i sur., 2005).

Osim same fenolne strukture polifenola, nezasi¢enost veza, stupanj metoksiliranosti i
broj hidroksilnih skupina takoder znatno utje¢u na antioksidacijsku aktivnost polifenola. Na
primjer, polimerizacijom flavonoidnih monomera nastaju proantocijanidini i kondenzirani
tanini, koji zbog velikog broja hidroksilnih skupina imaju visoki antioksidacijski potencijal in
vitro, dok glikozilacija znacajno smanjuje antioksidacijski kapacitet polifenola (Bors i sur.,
1990).

Struktura flavonoida je heterocikli¢ka: sastoje se od osnovnog kostura fenil-benzopirana
(Ce-C3-Cs). Osnovna struktura sastoji se od dva benzenska prstena (prsten A i B) spojena
linearnim lancem od 3 ugljikova atoma. Lanac ugljikovih atoma tvori zatvoreni piranski prsten
(prsten C) s A benzenskim prstenom kako je prikazano na slici 3. Prema nezasic¢enosti veza te
oksidacijskom stanju srediSnjeg piranskog prstena flavonoidi se dijele na flavonole (npr.
kvercetin, kampferol), flavone (najcesc¢e u obliku glikozida luteolina i apigenina), flavanone,
flavanole (katehini i proantocijanidini), izoflavone (npr. genistein), flavanonole, kalkone i
hidrokalkone, aurone i antocijanidine (Daglia, 2012; Gérniak i sur., 2019). U prirodi se, osim u
slobodnom obliku, nalaze i u obliku sulfoniranih i metiliranih derivata, glikozida te kompleksa
s lipidima, aminima i organskim kiselinama (Duthie i sur., 2003).

Flavonoidi su najveca skupina polifenolnih spojeva u prirodi (poznato preko 8 000
razli¢itih flavonoida). Prisutni su u vecini biljaka te raspodijeljeni u vecini njihovih organa, pri
¢emu njihova koncentracija varira ovisno o biljci i promatranom organu. Takoder, na koli¢inu
1 sastav flavonoida prisutnih u biljci utjeu geneticke predispozicije, starost biljke 1 okolisni
¢imbenici poput dostupnosti vode i nutrijenata, intenziteta sunceve svjetlosti, 1 slicno.
Flavonoidi u biljkama imaju niz razli¢itih uloga. Antocijani predstavljaju vazne biljne pigmente
u cvjetovima i plodovima biljaka. Takoder, uz neke neobojene flavonoide poput flavona i
flavonola imaju protektivnu ulogu biljnih organa od bioti¢kih i abioti¢kih stresora. Jedno od
vaznijih uloga flavonoida jest i antimikrobno djelovanje, zbog ¢ega se proucavaju kao
antimikrobni agensi u prehrambenim proizvodima, ali i kao tvari koje sinergisti¢ki djeluju s
lijekovima te olakSavaju suzbijanje humanih infekcija multirezistentnim bakterijama. U
ljudskoj prehrani predstavljaju znacajan izvor antioksidansa te se povezuju sa zdravstvenim
benefitima namirnica poput crvenog vina, ¢aja, meda, raznog voca, i sli¢no (Gorniak i sur.,
2019).



Fenolne kiseline predstavljaju tre¢inu fenolnih spojeva ljudske prehrane te se odlikuju
visokim antioksidacijskim kapacitetom koji najvise ovisi 0 broju hidroksilnih skupina u
molekuli. U prirodi se ve¢inom nalaze u vezanom obliku te tvore estere, amide i glikozide te
mogu biti vezane za makromolekule stani¢nih stijenki. Strukturu fenolnih kiselina karakterizira
benzenski prsten, karboksilna skupina i jedna ili viSe hidroksilnih i/ili metoksilnih skupina, a
dijele se na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Osnovne strukture fenolnih kiselina
pikazane su na slici 3.

Hidroksibenzojeve kiseline derivati su benzojeve kiseline, sastoje se od 7 ugljikovih
atoma (Ce-C1) te su najjednostavnije fenolne kiseline u prirodi. Osim u obliku estera i glikozida,
mogu se naéi i vezane za spojeve stani¢ne stijenke poput lignina. Najcesée hidroksibenzojeve
kiseline su p-hidroksibenzojeva, galna protokatehinska, vanilinska 1 siriginska.
Hidroksicimetne kiseline sadrze 9 ugljikovih atoma (Cs-C3) te imaju jaca antioksidacijska
svojstva i prisutnije su u prirodi od hidroksibenzojevih. U hrani se obi¢no nalaze u obliku estera
s kininskom kiselinom i glikozida s glukozom. Najzastupljenija hidroksicimetna kiselina jest
klorogenska kiselina (ester kininske i kafeinske kiseline), a uz nju i ferulinska, p-kumarinska,

kafeinska i sinapinska. (Kumar i Goel, 2019; Bels¢ak-Cvitanovic¢ i sur., 2018).

COOH

COCH

a) b) c)

Slika 3. Prikaz kemijskih struktura redom: a) benzojeve kiseline, b) cimetne kiseline te
c) flavonoida (Khoddami i sur., 2013)

2.4. EKSTRAKCIJA POLIFENOLNIH SPOJEVA

Ekstrakcija polifenolnih spojeva prvi je korak u njihovoj identifikaciji i kvantifikaciji, a
podrazumijeva izdvajanje istih iz biljnog materijala pomocu prikladnog otapala (Xu i sur.,

2017). Odabir prikladne metode ekstrakcije ovisi 0 ¢cimbenicima poput vrste spojeva 0d interesa



i svojstva biljnog materijala iz kojeg se spojevi ekstrahiraju, ali i ekoloskim i financijskim
¢imbenicima (Azmir i sur., 2013).

Glavni parametri koji utjecu na proces ekstrakcije su svojstva uzorka (npr. veli¢ina
Cestica), vrsta otapala, omjer uzorka i otapala te vrijeme, tlak i temperatura (Azmir i sur., 2013).
Smanjenje veliCine Cestica povecava ekstrakciju Zeljenih komponenti pove¢anjem aktivne
povrsine materijala, ¢ime otapalo i materijal dolaze u bolji kontakt. Za efikasnu ekstrakciju
veli¢ina Cestica uzorka trebala bi biti manja od 0,5 mm (Azwanida, 2015). S obzirom na vrstu
spojeva koji se zele ekstrahirati, potrebno je odabrati prikladno otapalo prema principu 'sli¢éno
otapa sli¢no' - polarna otapala koriste se za polarne spojeve, nepolarna za nepolarne. Cesto se
koriste vodene otopine i mjeSavine razliitih vrsta otapala kako bi se osigurao $to veéi prinos

ekstrakcije (Xu i sur., 2017).

2.4.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Jedna od najjednostavnijih i najéeS¢e provodenih ekstrakcija u svrhu izdvajanja
polifenolnih spojeva iz biljnih materijala jest ekstrakcija kruto-tekuée. Princip metode
podrazumijeva izravnu ekstrakciju svjezeg ili osusenog i/ili zamrznutog biljnog materijala
pomocu razlicitih otapala, Cesto uz mijesanje. Otapala koja su se pokazala najboljima u tu svrhu
jesu voda te vodene otopine metanola, etanola i acetona. IskoriStenje procesa ovisi o
parametrima poput vremena ekstrakcije, temperature, omjera otapala i uzorka, vrste i polarnosti
otapala te veli¢ine Cestica uzorka (Xu i sur., 2017; Azmir i sur., 2013).

Najcesc¢e koriStene konvencionalne metode ekstrakcije jesu maceracija, infuzija i
dekokcija. Maceracija podrazumijeva namakanje usitnjenog ili fino mljevenog biljnog
materijala u prikladnom otapalu u zatvorenom spremniku, pri sobnoj temperaturi u trajanju od
nekoliko dana, te uz povremeno mijeSanje (Azwanida, 2015).

Infuzija i dekokcija zasnivaju se na istom principu. Infuzija podrazumijeva namakanje
materijala u hladnom ili toplom otapalu kroz kraci vremenski period. Kod dekokcije biljni se
materijal namace u to¢no definiranom volumenu otapala te se zagrijava na visoku temperaturu.
Zbog zagrijavanja biljnog materijala u otapalu pri visokim temperaturama, metoda dekokcije
prigodna je samo za ekstrakciju termostabilnih spojeva (Azwanida, 2015; Handa, 2008).

Konvencionalne metode ekstrakcije imaju odredene nedostatke, kao $to su uporaba
velikih koli¢ina otapala i uporaba toksi¢nih otapala, dugo vrijeme ekstrakcije, niska efikasnost,
degradacija vrijednih spojeva te visok utroSak energije. Kako bi se prevladali navedeni

nedostaci tijekom zadnjih 50 godina razvijaju se nove, ,,zelene“ metode, poput ekstrakcija
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potpomognutih visokim hidrostatskim tlakom, ultrazvukom, mikrovalovima, pulsiraju¢im
elektriénim poljem i superkriticnim teku¢inama. Konvencionalne metode ekstrakcije i dalje su
u Sirokoj uporabi, a koriste se i kao referentne metode prilikom razvoja novih metoda
ekstrakcija (Xu i sur., 2017; Azmir i sur., 2013; Vinatoru i sur., 2017).

2.4.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima predmet je znanstvenih istrazivanja ve¢ dugi
niz godina te se pokazala ucinkovitom metodom ekstrakcije u odnosu na konvencionalne
metode. Naime, ova metoda ckstrahira bioaktivne komponente znatno brze u odnosnu na
konvencionalne metode ekstrakcije s jednakom ucinkovitosti. Pri tome troSi znatno manje
energije, generira manje Stetnog otpada te koristi manje otapala, $to utjece na otpustanje manje
koli¢ine Stetnih otapala u okoli§ i manje ljudske izlozenosti Stetnim otapalima. Takoder,
prikladna je za ekstrakciju termolabilnih komponenti, Sto joj uvelike daje prednost pred
konvencionalnim i drugim toplinskim metodama (Bagade i Patil, 2021; Vinatoru i sur., 2017).

Mikrovalovi pripadaju elektromagnetskom spektru zracenja u rasponu frekvencija od
300 MHz do 300 GHz. Tek je nekoliko frekvencija iz tog raspona dozvoljeno za uporabu u
industriji, znanosti i medicini. Najc¢esce koristene frekvencije su 0,915 12,450 GHz. Mikrovalno
zracenje je neionizirajuce zracenje, stoga ne utjece na molekulske strukture, ve¢ u interakciji s
odredenim materijalima apsorpcijom mikrovalnog zracenja dolazi do njihova zagrijavanja.
Ucinkovitost zagrijavanja materijala mikrovalovima ovisi 0 sposobnosti materijala da apsorbira
elektromagnestko zracenje te ga prevodi u toplinsku energiju (Vinatoru i sur., 2017; Leonelli i
sur., 2013).

Mehanizam zagrijavanja mikrovalovima posljedica je interakcije elektri¢ne i magnetske
komponente vala s materijalom. Kod nemetalnih materijala dolazi do dielektri¢nih gubitaka,
koji se temelje na ionskoj provodljivosti i rotaciji dipola, pri cemu ,,nastaje* toplinska energija.
Ionska provodljivost oznacava elektroforetsku migraciju nabijenih Cestica poput iona i
elektrona pod utjecajem elektricne komponente mikrovalova. Migracija dovodi do trenja
izmedu gibajucih Cestica i medija, $to dovodi do zagrijavanja medija. Rotacija dipola odnosi se
na rotaciju dipolnih molekula u izmjeni¢nom elektricnom polju mikrovalova, §to takoder
dovodi do sudaranja Cestica, njihova trenja te posljedi¢no zagrijavanja medija (Vinatoru i sur.,
2017). 1z tog razloga, za ekstrakciju mikrovalovima pogodna su polarna otapala poput vode,

metanola i etanola, koja upijaju vise mikrovalne energije (Bagade i Patil, 2021).



Zarazliku od konvencionalnog zagrijavanja kada je toplinu potrebno dovoditi izvana te
se zagrijavanje provodi nejednoliko, mikrovalnim zagrijavanjem dolazi do jednakomjernog
zagrijavanja uzorka kroz cijeli volumen (Veggi i sur., 2013). Zagrijavanjem biljnog materijala
mikrovalovima prvo dolazi do zagrijavanja molekula vode u biljnim stanicama, §to dovodi do
povecanja tlaka u stanicama te rupture stani¢nih stijenki pri cemu dolazi do oslobadanja Zeljenih
molekula. Mikrovalovi u potpunosti razaraju strukturu stanice, dok je kod konvencionalnih
metoda glavni mehanizam ekstrakcije penetracija otapala u biljni materijal te otapanje zeljenih
komponenti u otapalu (Bagade i Patil, 2021). Mehanizam djelovanja mikrovalova na biljne

stanice prikazan je naslici 4.

Mehanizam djelovanja mikrovalova na biljne stanice

i. Unutarstanicna ii. Dolazi do povecanja  iii. Vakuola vr3i pritisak  iv. Dolazi do pucanja
tekucina zagrijava se tlaka i ekspanzije na stanitnu stijenkn stanine stijenkei
mikrovalovima vakuolEe . X oslobadanja zadrzaja

= vaporirana viaga . : ..
i Povedanje tlaka Ozlobadanye sadrzajz
Staniéna . Totka

Mikrovalovi stijenka

Oszufena stanica Rasteznuta stanica Rasteznuta stijenka Ra:puimusa stanica

Slika 4. Mehanizam djelovanja mikrovalova na biljne stanice (prema Chan i sur., 2016).

Mehanizmi pretvorbe energije mikrovalova u toplinu ovise o temperaturi. Pri nizim
temperaturama dominantnija je pretvorba rotacijom dipola, dok je pri vis§im temperaturama
dominantnija ionska provodljivost. S obzirom da stani¢na tekuéina biljnog materijala sadrzi
razlicite soli, biljni materijal ima dobru ionsku provodljivost, zbog ¢ega se brzo zagrijava,
posebice pri temperaturama visim od 40-50 °C. To je jedan od mnogih razloga zbog kojih je
mikrovalna ekstrakcija postala jedna od glavnih tehnika ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz
kompleksnih biljnih pripravaka (Vinatoru i sur., 2017; Bagade i Patil, 2021).

Glavni parametri koji utjeCu na prinos ekstrakcije mikrovalovima su dielektri¢na
svojstva otapala i biljnog materijala, snaga mikrovalova te trajanje ekstrakcije (Vinatoru i sur.,
2017; Bagade i Patil, 2021). Izbor otapala ovisi o topljivosti Zeljenih komponenti u otapalu te
njegovih dielektri¢nih svojstava. Prikladna su otapala visoke dielektri¢ne konstante, koja dobro
apsorbiraju mikrovalove. Najpogodnija otapala za mikrovalnu ekstrakciju bioaktivnih spojeva

iz biljnih materijala su voda, etanol i metanol te njihove mjesavine. Snaga mikrovalova mora



biti prilagodena svojstvima i koli¢ini uzorka kako ne bi doslo do razvoja visoke temperature i

time degradacije termolabilnih spojeva (Blekic¢ i sur., 2011).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima provodi se u otvorenim ili zatvorenim
sustavima prikazanim na slici 5. Kod zatvorenog sustava ekstrakcija se provodi u zatvorenom
spremniku pri ¢emu se mogu regulirati tlak i temperatura. Zbog mogucnosti povisenja tlaka
ekstrakcija se moze provoditi pri temperaturama viSim od temperature vrenja odabranog
otapala. Ovaj sustav pogodan je za ekstrakciju termostabilnih spojeva. Obi¢no se provodi
ekstrakcija pri temperaturi dva do tri puta viSoj od temperature vrenja otapala, dok se u

otvorenom sustavu provodi pri atmosferskom tlaku i temperaturi vrenja otapala (Uzel, 2018).

RasprSeni mikrovalovi Usmjereni mikrovalovi

Ekstrakcijske celije  1agoetron

. Sustav za
Rasprieni
Frovaliss hladenje =
mikrovalovi Magnetron
\ Usmjerlvac vala | Ekstrakcijska
Celyja
Usmjerem'
nnkrovalovi
Rotacijski tanjur
Zatvoreni sustav Otvoreni sustav
Vijak 2
Poklopac
Disk ~f. “-'i )
L] Otapalo
Celija o411 Zatvorena
™ ekstrakcijska ¢elija
E} | Uzorak
Potporni
oy modul

Slika 5. Shematski prikaz zatvorenog i otvorenog sustava ekstrakcije potpomognute

mikrovalovima (prema Uzel, 2018).

2.4.3. Ekstrakcija subkriticnom vodom

Subkriti¢na voda je stanje vode pri temperaturama iznad temperature vrenja vode (100
°C) 1 ispod kriticne tocke (374 °C) te tlaku pri kojem voda ostaje u teku¢em stanju. Pri ovim
uvjetima voda je manje polarna pa moze zamijeniti organska otapala u ekstrakciji bioaktivnih

spojeva iz biljnog materijala (Joki¢ i sur., 2018).
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Ekstrakcija subkriticnom vodom temelji se na specifi¢noj molekulskoj strukturi i
termodinamickim svojstvima vode. Voda je dipolna molekula s blago pozitivnim nabojem (6+)
s jedne strane i blago negativnim nabojem (6-) s druge strane molekule, $to utjeCe na bioloski
vazna svojstva vode poput povrSinske napetosti, medusobnog povezivanja molekula vode
vodikovim vezama, polarnost, i slicno. Pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku voda ima
vrlo visoku dielektri¢nu konstantu (e = 80), te se smatra izrazito polarnim otapalom (Gbashi i
sur., 2017).

Dovodenjem vode u subkriticno stanje bitno se mijenjaju njena ekstrakcijska svojstva.
Porastom temperature dolazi do pada dielektri¢ne konstante. Na primjer, pri 250 °C i 50 bara,
€ 1znosi 27, $to je slicno vrijednostima dielektri¢nih konstanti nepolarnih otapala (npr. metanola,
e = 33). Voda postaje manje polarna te time pogodna za ekstrakciju nepolarnih spojeva iz
biljnog materijala (Gbashi i sur., 2017; Joki¢ i sur., 2018). Posljedi¢no tome, polarnije
komponente ekstrahiraju se pri nizim temperaturama, dok se umjereno i slabo polarne
komponente moraju podvrgnuti visSim temperaturama (Haghighi Asl i Khajenoori, 2013). Osim
toga, dolazi do smanjenja povrsinske napetosti, viskoznosti i gustoce vode. To omoguéava bolje
prodiranje vode u ekstrakcijski materijal, bolje vlazenje materijala te time i bolju difuziju
zeljenih komponenti iz ekstrakcijskog materijala u vodu (Joki¢ i sur., 2018). Prijenos mase
prilikom ekstrakcije subkriticnom vodom odvija se putem difuzije i konvekcije (Gbashi i sur.,
2017).

Osim snizavanja dielektri¢ne konstante, dolazi 1 do pada pH vode (tri reda veli¢ine za
temperaturni porast do 250 °C pri ¢emu se oslobadaju oksonijevi ioni (H3O"). Oksonijevi ioni
poticu reakcije katalizirane kiselinama, §to znaci da se ekstrakcijom subkriticnom vodom mogu
hidrolizirati konjugirane bioaktivne molekule (Cvetanovi¢ i sur., 2018; Cvjetko Bubalo i sur,
2015).

Povecanjem temperature dolazi do ometanja i prekidanja interakcija izmedu zeljenih
spojeva i matriksa, poput van der Waalsovih sila, vodikovih veza i dipolnih interakcija. Naime,
toplinska energija moze nadvladati kohezijske (interakcije izmedu ciljanih komponenti) i
adhezijske (interakcije izmedu matriksa i ciljanih komponenti) interakcije snizavanjem energije
aktivacije potrebne za desorpciju. Tlak pod kojim se provodi sama ekstrakcija vazan je
parametar zbog odrzavanja vode u teku¢em stanju, no nema utjecaj na ekstrakcijski prinos.
Obic¢no se koriste tlakovi od 1 do 10 MPa za ekstrakcije pri 100 do 300 °C (Richter i sur., 1996;
Joki¢ i sur., 2018; Gbashi i sur., 2017). Veli¢ina Cestica uzorka pokazala se optimalnom u
razmjeru od 0,25 do 0,5 mm (Joki¢ i sur., 2018; Haghighi Asl i Khajenoori, 2013).
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Dvije osnovne vrste sustava za ekstrakciju subkritiénom vodom jesu dinamicki i staticki
sustavi. Slicne su konstrukcije s obzirom na osnovne dijelove: ekstraktor, pec¢nicu i ventile.
Slika 6 prikazuje shematski prikaz statickog sustava. Ekstraktor se nalazi unutar peénice koja
precizno regulira temperaturu pomocu temperaturne sonde i regulatora temperature. Tlak se
regulira pomocu plina. Koriste se inertni plinovi poput dusika kako bi se sprijecila oksidacija
uzoraka (Jokic i sur., 2018). Uzorak se zadrzava u ekstrakcijskoj ¢eliji s odredenim volumenom
vode pri zatvorenim termodinamickim uvjetima. Nedostatak takvog sustava je potencijalno losa
rekuperacija zeljenih spojeva zbog ograni¢enog volumena otapala, $to se moze dogoditi kod
slabije topljivih spojeva ili uzoraka s visokom koncentracijom Zeljenih spojeva. Kod visoke
koncentracije analita u uzorku brzo ¢e do¢i do ravnoteznog stanja izmedu koncentracije analita
u uzorku i otapalu, zbog ¢ega nece do¢i do daljnje ekstrakcije neovisno o povecanju vremena,

tlaka ili temperature ekstrakcije (Gbashi i sur., 2017).

Slika 6. Shema aparature za stati¢ku ekstrakciju subkriti¢cnom vodom: 1. Spremnik dusika, 2.
Ventil za snizenje tlaka, 3. Manometar, 4. Ekstraktor, 5. Pe¢nica, 6. TRC (regulator
temperature) i TRP (sonda za regulaciju temperature), 7. Ventil, 8. Magnetska mijeSalica

(Joki¢ i sur., 2018)

Dinamicki sustav podrazumijeva kontinuirani protok otapala kroz sustav. Time se moze
umanyjiti ili potpuno eliminirati postizanje ravnoteznog stanja analita u uzorku i otapalu, §to
dovodi do veceg ekstrakcijskog prinosa. Kontinuirani protok otapala osigurava tlatna pumpa.
Takoder, takav sustav zahtjeva i filtere kako bi se sprije¢ilo zacepljenje cjevcica. Prednost
dinamickog sustava nad statickim jest vrijeme zadrzavanja vode u sustavu, koje je znatno krace,
¢ime je smanjena i mogucnost degradacije termolabilnih komponenti. S druge strane, ovakav
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sustav zahtjeva uporabu vece koli€ine otapala te je skuplji (Gbashi i sur., 2017; Joki¢ 1 sur.,
2018).

Prednosti ekstrakcije bioaktivnih komponenti subkriticnom vodom su uporaba vode kao
siroko dostupnog, jeftinog, netoksi¢nog i nezapaljivog otapala, pri ¢emu su i sami ekstrakti
sigurniji za uporabu, bolja difuzija i prijenos mase u odnosu na konvencionalne metode,
smanjeno vrijeme ekstrakcije, moze se koristiti za ekstrakciju nepolarnih komponenti te
opcenito nizi troskovi ekstrakcije. S druge strane, ekstrakcija subkriticnom vodom zahtijeva
visoke investicijske troskove te pri visokim temperaturama ekstrakcije moze do¢i do nezeljenih
reakcija kojima nastaju toksi¢ni spojevi (karamelizacija, Maillardove reakcije) te do
degradacije termolabilnih spojeva i smanjene selektivnosti procesa (Cvjetko Bubalo i sur.,
2018; Joki¢ i sur., 2018; Gbashi i sur., 2016).

2.5. OPTIMIRANJE UVJETA EKSTRAKCIJA METODOM ODZIVNIH POVRSINA

Proces optimiranja provodi se u svrhu pobolj$anja ucinkovitosti sustava, procesa ili
proizvoda. Pri tome se nastoji dobiti maksimalna uc¢inkovitost uz smanjenje troskova i vremena
procesa. U prehrambenoj tehnologiji i srodnim podrué¢jima optimiranje se najcesce koristi za
utvrdivanje uvjeta odredenih procesa kako bi se dobio $to bolji odziv (Bezerra i sur., 2008).

Tradicionalno se optimiranje provodilo proucavanjem utjecaja jednog po jednog
parametra na eksperimentalni odziv, odnosno univarijantnim metodama pri ¢emu bi se
mijenjala vrijednost jednog parametra, dok bi se vrijednosti ostalih odrzavale konstantnima.
Glavni nedostatak ove metode jest to Sto ne uzima u obzir medusobne interakcije razlicitih
varijabli. Ukoliko postoji znacajna interakcija izmedu razlicitih parametara procesa, optimalni
uvjeti predvideni univarijantnom metodom nece u stvarnosti biti optimalni. Takoder, zahtjeva
znatno veéi broj eksperimenata za provodenje istrazivanja/optimiranja u odnosu na
multivarijantne. Posljedi¢no tomu povecavaju se troSkovi eksperimenta, kao i utroSak reagensa
i vremena (Bezerra i sur., 2008; Ferreira i sur., 2007).

Kako bi se nadvladali navedeni nedostaci razvijene su multivarijantne statisticke metode
optimiranja procesa. Jedna od najpoznatijih i najvise upotrebljavanih jest metoda odzivnih
povrsina (engl. Response Surface Methodology). Metoda odzivnih povr$ina je skup statistickih
i matematickih metoda temeljenih na pronalazenju polinominalne jednadzbe (odzivne funkcije)
koja dovoljno dobro opisuje i predvida ponasanje eksperimentalnih podataka. Metoda je

korisna za razvoj, pobolj$anje i optimiranje procesa u kojima na odziv utjece nekoliko varijabli
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s obzirom da moZe definirati utjecaj nezavisnih varijabli na odziv pojedina¢no i njihovim
medudjelovanjem (Bezerra i sur., 2008; Bas i Boyaci, 2007). Zavisne varijable predstavljaju
rezultate, odnosno odziv procesa, koje ovise 0 parametrima procesa. Parametri procesa su
nezavisne varijable te mogu biti kvalitativni i kvantitativni (Ferreira i sur., 2007).

Optimiranje metodom odzivnih povr§ina moze se podijeliti u tri faze. Prva faza
podrazumijeva preliminarna istrazivanja u svrhu odredivanja nezavisnih varijabli i njihovih
vrijednosti. Druga faza podrazumijeva odabir dizajna eksperimenta, predvidanje oblika odzivne
funkcije i njezinu verifikaciju. Tre¢a faza odnosi se na generiranje dijagrama odzivne povrsine
1 konturnog dijagrama te odredivanja optimalnih tocaka (Bas i Boyaci, 2007).

Prije primjene ove metode potrebno je odabrati eksperimentalni dizajn koji definira koji
bi se eksperimenti trebali provesti u promatranom eksperimentalnom podrucju.
Eksperimentalno podru¢je/domena je podrucje koje mora biti istrazeno, a definirano je
minimalnim i maksimalnim vrijednostima prou¢avanih eksperimentalnih varijabli. Provedbom
svih eksperimenata definiranih eksperimentalnim dizajnom dobiva se odzivna funkcija
eksperimenta. Za eksperimentalne podatke koji se mogu opisati linearnom funkcijom Koristi se
eksperimentalni dizajn za modele prvog reda (npr. faktorijalni dizajn), dok se za ostale koriste
dizajni za modele drugog reda (kvadratni polinom) kao $to su faktorijalni plan pokusa na tri
razine, Box-Behnkenov, centralno kompozitni i plosno centrirani plan pokusa (Bas i Boyaci,
2007; Cajner, 2011).

Metoda odzivnih povrsina koristi se u prehrambenoj industriji za optimiranje procesa
poput ekstrakcije, suSenja, pasterizacije, hidrolize 1 slicnih jedini¢nih operacija, kao i pri
formulaciji novih proizvoda. S obzirom na velik raspon faktora koji utje€u na procese u
prehrambenoj industriji, evaluacija svakog zasebno je prakticki nemoguca. Kako bi se razlucili
faktori koji imaju znacajan utjecaj na odziv procesa, ¢esto je potrebno prethodno iskustvo te
preliminarna istrazivanja. Preliminarna istrazivanja mogu se izvrsiti pomocu potpunog ili
djelomi¢nog faktorijalnog plana eksperimenta (Yolmeh i Jafari,, 2017).

Centralno kompozitni plan pokusa, koji je koriSten u ovom radu, pripada skupini
nezavisnih kvadratnih planova pokusa i temelji se na potpunom ili nepotpunom faktorijalnom
planu pokusa. Sadrzi i dodatni dizajn, najceS¢e aksijalni/'zvjezdasti' dizajn u kojem se
eksperimentalne tocke nalaze na udaljenosti a od srediSta (aksijalne tocke) te centralnu tocku.
Centralna toc¢ka ukazuje na nelinearnosti u odzivu, dok aksijalne tocke omoguéuju uc¢inkovitu
procjenu parametara drugog reda. U ovom planu pokusa, aksijalnih to¢aka ima dvostruko vise
od faktora. Svaki se faktor varira na 5 razina, Sto utjece na kompleksnost izvedbe pokusa. Na

slici 7 prikazan je centralno-kompozitni dizajn pokusa za optimiranje dvije (a) i tri (b) varijable,
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pri ¢emu crne tocke predstavljaju tocke faktorijalnog dizajna, bijele tocke predstavljaju
aksijalne tocke te kvadrat srediSnju tocku. Centralno kompozitni dizajn pokusa ima Siroku
uporabu u razvoju metoda analiticke kemije te se najée$ce koristi za optimiranje dvaju ili triju

varijabli jer kod veceg broja varijabli ima smanjenu efikasnost (Cajner, 2011; Bezerra i sur.,
2008).

F 3
(a) & (b)
o 0
.
/O
L | P a r--""'
TT T |
.
O 0
> X3 ,
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Slika 7. Prikaz centralno-kompozitnog dizajna za optimiranje dvije (a) i tri (b) varijable
redom (Bezerra i sur., 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERNAL

3.1.1. Uzorci

U svrhu izrade ovog rada koriSteni su uzorci dobricice s razli¢itih lokacija Republike
Hrvatske. Uzorak D1 sakupljen je u Loboru (Krapinsko-zagorska zupanija), uzorak D2 u parku
Maksimiru (Grad Zagreb), uzorak D3 kupljen je od tvrtke Travar d.o.o. (Bilogora, Bjelovarsko-
bilogorska zupanija), uzorak D4 sakupljen je na podru¢ju Svetog Ilije (Varazdinska Zupanija),
uzorak D5 na podruc¢ju Donja Vocéa (Varazdinska Zupanija) te uzorci D6 i D7 u Sikirevcima
(Brodsko-posavska zupanija) pri ¢emu je uzorak D7 dobri¢ica velikih listova. Lokacije
sakupljanja uzoraka dobricice prikazane su na karti RH na slici 8. Nadzemni dijelovi dobricice
osu$eni su na zraku, usitnjeni i prosijani pri ¢emu se za sve daljnje analize koristila frakcija

veliCine Cestica <450 pm.

Slika 8. Prikaz lokacija sakupljanja uzoraka dobri¢ice po Zupanijama na karti Republike
Hrvatske.
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3.1.2. Reagensi

Odredivanje proteina po Kjeldhal-u

e Sumporna kiselina, 96 %-tna, Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spain)

e Natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e BornaKkiselina, T.T.T. d.o.o0. (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Bromkrezol-zeleno, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

e Metil-crveno, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Kjeldahl-ove tablete (bez zive i selena), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Njemacka)

e Klorovodi¢na kiselina, 0,1 N, Kemika (Zagreb, Hrvatska).

Odredivanje udjela masti po Soxhlet-u

e n-Heksan, Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spain)

Odredivanja sastava masnih kiselina

e lzooktan (2,2,4-trimetilpentan), Fischer Scientific (UK)

e Kalijeva luzina, Kemika (Zagreb)

e Metanol, J.T.Baker (US)

e Natrijev klorid, Kemika (Zagreb)

e Bezvodni natrijev hidrogensulfat, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)

Odredivanje mineralnog sastava

e Dusicna kiselina, Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spain)

Odredivanje udjela vlakana

e Enzimski set za odredivanje vlakana, Megazyme (Wicklow, Irska)

e Etanol, 96 %-tni, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Aceton, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

o Celite 545, Merck (Darmstadt, Njemacka)

e Trizma® Base (Sigma cat. no. T-1503), Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
e Octena kiselina, Kefo d.o.0. (Sisak, Hrvatska)

Odredivanje udjela pigmenata (ukupnih antocijana, pigmenata, i klorofila)

e Etanol, 96 %-tni , Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e Klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev hidrogensulfit, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

17



Aceton, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

n-Heksan, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanije antioksidacijskog kapaciteta

Metanol, J. T. Baker (Pennsylvania, SAD)

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal), Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline), > 98 %-tne
Cistoce, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka).

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

Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli
(ABTS), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje ukupnih polifenola

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)
Natrijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Karakterizacija polifenolnih _spojeva primjenom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC)
Acetonitril, Fischer Scientific (Waltham, SAD)

Mravlja kiselina, 99 %-tna, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)

Rutin trihidrat (> 97 %-tne Cistoce), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)
Galna kiselina (> 97 %-tne cCistoce), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)
Kafeinska kiselina (> 97 %-tne cCisto¢e), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Klorogenska kiselina (> 97 %-tne ¢istoce), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

3.1.3. Aparatura

Analiticka vaga, New Classic MF, Mettler Toledo AG (Svicarska)

Susionik, Instrumentaria, Zagreb (Hrvatska)

Kjeltec 2100 ureda;j (destilacijska jedinica Kjeldahl), Foss (Danska)

Blok za spaljivanje i aspiracijski modul, Tecator, Foss (Danska)

Plinski kromatograf ATl Unicam 610 (Cambridge, Engleska)

ICP-AES instrument, Mason (SAD)

Spektrofotometar, UV-Vis Spektrofotometar Genesys 10S, Thermo Scientific (SAD)
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e Centrifuga SL8 / 8R, Thermo Scientific (SAD)

e Ultrazvucna kupelj Elmasonic S 60 H, Elma (Njemacka)

e NIR spektrofotometar NIR-128-1.7-USB/6.25/50um (Control Development, Inc.,
South Bend, IN, USA) sa instaliranim programom CDI software Spec32 (Control
Development, Inc)

e Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju bioloski aktivnih komponenti iz hrane, Ethos easy
(Sorisole, Italija)

e Uredaj za ekstrakciju subkriti¢cnom vodom (opisan u radu Joki¢ i sur., 2018)

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje makromolekularnog sastava

3.2.1.1.  Odredivanje udjela suhe tvari

Udio suhe tvari odredivan je prema modificiranoj AOAC 930.15 (1990) metodi
suSenjem uzoraka do konstantne mase pri 105 °C.
Postupak

Homogenizirani uzorci masa 0,5 g (s tocnoS¢u = 0,1 g) izvagani su u prethodno osusene
(do konstantne mase pri 105 °C), ohladene i izvagane aluminijske posudice s poklopcem.
Nepokrivene posudice i poklopci suse se u suSioniku pri 105 °C do postizanje konstantne mase.
Nakon susenja, posudice se poklope i stave u eksikator na hladenje do sobne temperature.
Ohladene posudice se izvazu, a prema razlici masa posudica prije 1 nakon susenja izracuna se

udio suhe tvari prema formuli [1]. Analiza je za svaki uzorak radena u dvije paralele.

x 100 [1]

. mo,—m
% suhe tvari = ———
m(uzorak)

M2 — masa aluminijske posudice s poklopcem nakon susenja (g)

M — masa aluminijske posudice s poklopcem prije suSenja (g)

3.2.1.2.  Odredivanje udjela proteina

Udio proteina u uzorcima odredivan je prema modificiranoj metodi odredivanja sadrzaja

dusika (proteina) po Kjeldahl-u (HRN EN 1SO 20483:2014 ICC 105/2).
Princip
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Organske tvari uzorka razaraju se pomoc¢u sumporne kiseline i Kjeldahl katalizatora pri
visokoj temperaturi pri ¢emu se dusik iz uzorka prevodi u amonijev sulfat. Alkalizacijom s
natrijevim hidroksidom anorganski dusik oslobada se u obliku amonijaka, koji se zatim destilira
u bornu kiselinu (koja je u suvisku u odnosu na amonijak) pri ¢emu nastaje amonijev borat.
Nastali amonijev borat titrira se klorovodi¢nom kiselinom
Postupak

U Tecator kivete odvagano je 1 g (s tocnos¢u £ 0,1 g) uzorka. U svaku kivetu dodana je
po jedna tableta Kjeldahl katalizatora i 12 mL koncentrirane sumporne kiseline te se lagano
promijesa. U kivetu za slijepu probu dodana je samo sumporna kiselina. Kivete se postave na
uredaj za spaljivanje sa sustavom za odvod pare u digestoru. Prvih 10 min spaljivanja uzroka
sustav za odvod pare radi pri maksimalnom protoku vode nakon ¢ega se protok smanjuje za 50
%. Spaljivanje se provodi postepenim povecanjem temperature otprilike sat vremena. Reakcija
je gotova kada u kivetama zaostane bistra zeleno-plava tekuéina. Nakon mineralizacije, kivete
se ohlade do sobne temperature. U svaku se dodaje po 80 mL destilirane vode.

Destilacija uzoraka provodi se u Kjeltec uredaju. Kiveta i prihvatna Erlenmayer tikvica,
u koju je prethodno dodano 25 mL borne kiseline, postave se na predvidena mjesta.
Pokretanjem uredaja, dolazi do ulijevanja 50 mL NaOH u kivetu te pocetka destilacije.
Destilacija se odvija 4 min pri ¢emu destilat poprima tamno plavu boju ($to ukazuje na prisustvo
amonijaka).

Dobiveni destilat titrira se klorovodicnom kiselinom do promjene boje u crveno-
ruziastu. Iz utrosenog volumena HCI izra¢una se udio proteina na suhu tvar uzorka prema
formulama [2] i [3]. Uzorci su analizirani u 2 paralelna mjerenja.

IzraCunavanje udjela dusika:

(Vu—Vsp) XN Xf x1,4007

% N =

[2]

my
Vu — volumen HCI utro$en za titraciju uzorka [mL]
Vsp — volumen HCI utrosen za titraciju slijepe probe [mL]
N — molaritet kiseline [mol L]; 0,1 mol L™
f — faktor kiseline; 1
my — masa suhe tvari uzorka [g]
IzraCunavanje udjela proteina:
% proteina =% N X F [3]

F — faktor za prera¢unavanje dusika u bjelancevine; 6,25
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3.2.1.3.  Odredivanje udjela masti

Udjel masti odreden je prema modificiranoj AOAC (1990) 920.39 metodi.
Princip

Metoda se temelji na ekstrakciji lipidnih komponenata biljnog matriksa pomocéu
nepolarnog organskog otapala u aparaturi po Soxhlet-u. Otapalo isparavanjem i kondenzacijom
cirkulira u zatvorenoj aparaturi, a lipidna frakcija sakuplja se u tikvici.
Aparatura se sastoji od okrugle tikvice ravnog dna volumena 250 mL, na koju se nastavlja
stakleni ekstraktor u kojem se nalazi celulozna ¢ahura s uzorkom te vertikalno vodeno hladilo.
Zagrijavanjem u pjescanoj kupelji dolazi do isparavanja otapala, koje se u vodenom hladilu

kondenzira u ekstraktor iz kojeg se pri odredenom volumenu prelijeva u tikvicu.

Postupak

U celulozne ¢ahure odvaze se ~ 3 g uzorka te se ¢ahure zatvore suhom vatom i postave
uspravno u ekstraktor postavljen na prethodno osusenu i izvaganu tikvicu, koja sadrzi 2 kuglice
za vrenje. Zatim se u ekstraktor ulijeva n-heksan u volumenu od dva volumena ekstraktora
(volumena potrebnog da se otapalo prelije iz ekstraktora u tikvicu putem preljevne cijevi).
Tikvica s ekstraktorom spoji se na hladilo i postavi u kupelj. Ekstrakcija se provodi 5 h uz
brzinu ekstrakcije 10-12 sifona po satu (jedan sifon je oznaka za jednu izmjenu otapala iz
ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi). Nakon toga se otapalo iz tikvice otpari na
rotacijskom vakuum uparivacu, a tikvica s ekstrahiranom masti susi se do konstantne mase pri
105 °C te se hladi i ¢uva u eksikatoru. Ekstrakcije su provedene u 2 paralele za svaki uzorak, a

udjel masti na suhu tvar uzorka izracunat je prema formuli [4].

% masti = =% x 100 [4]

my
m2 — masa tikvice s ekstrahiranom masti [g]
m1 — masa prazne tikvice (s kuglicama za vrenje) [g]

my — masa suhe tvari uzorka [g]

3.2.1.4.  Odredivanje sastava masnih kiselina

Princip
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Sastav masnih kiselina odreduje se plinskom kromatografijom, prije ¢ega je potrebno
masne kiseline transmetilacijom prevesti u njihove metilne estere. Transmetilacija se radi prema
standardnoj metodi HR EN 1SO 12966-2:2017.

Postupak

Izvaze se 0,1 g uzorka u epruvetu od 10 mL s ¢epom, zatim se doda 2 mL izooktana 1
100 pL metanolne otopine KOH (2 mol L) te snazno protrese 1 min. Smjesa se ostavi 2 min
da reagira na sobnoj temperaturi pa se dodaje 2 mL otopine NaCl i kratko protrese. Izooktanski
sloj se odvoji u drugu epruvetu te se u njega doda bezvodni natrijev hidrogensulfat i snazno
protrese kako bi se uklonilo moguc¢i ostaci vode. Bistra otopina prebacuje se u vijalicu.

Pripremljeni uzorci analiziraju se na plinskom kromatografu ATI Unicam 610
povezanim s plameno ionizacijskim detektorom (FID) te povezanim na racunalo. Uvjeti analize
zadani su u raCunalnom sustavu, a odredeni su preliminarnim ispitivanjima kao optimalni uvjeti

(temperatura kolone, detektora, injektora, protok plina i koli¢ina injektiranog uzorka).

Tablica 1. Prikaz uvjeta analize
kapilarna TR-FAME (Thermo);
30m x 0,22 mm;
Kolona debljina filma 0,25 pm;
stacionarna faza: 70 % cijanopropil
polisilfenilen-siloksan
programirana;
120 °C do 160 °C (4°C min™),
160 °C do 190 °C (10 °C min, na 190 °C

zadrzava se 10 min)

Temperatura kolone

Plin nosioc Helij; protoka 0,7 mL min!
Temperatura injektora 250 °C
Temperatura detektora 280 °C

Split 75:1

Koli¢ina injektiranog uzorka 1pL

Identifikacija pojedinih masnih kiselina provodi se usporedbom retencijskih vremena
metilnih estera masnih Kkiselina iz uzorka s retencijskim vremenima metilnih estera
komercijalno dostupne standardne smjese (F.A.M.E. C8 — C22, Supelco) poznatog sastava.

Kvantifikacija se provodi normizacijom povrsina ispod pikova, a rezultati se izrazavaju kao
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udio pojedine masne kiseline. Iz rezultata se racuna udio zasi¢enih, mono- i polinezasi¢enih

masnih kiselina.

3.2.1.5.  Odredivanje udjela pepela

Odredivanje udjela pepela provedeno je prema normi HR EN 1SO 2171:2010.
Princip

Uzorci se karboniziraju na plameniku, a zatim mineraliziraju u mufolnoj peéi pri
odredenoj temperaturi do postizanja jednoli¢ne svjetlo sive boje ili konstantne mase.
Postupak

U prethodno izarenu, ohladenu i izvaganu porculansku posudicu odvagne se oko 0,5 (x
0,1) g dobro homogeniziranog uzorka. Uzorak se lagano podgrijava na plameniku dok ne
pougljeni, a zatim se stavlja u mufolnu pe¢ zagrijanu na 523 °C do potpune mineralizacije,
odnosno dok uzorak ne poprimi jednolicnu svjetlo sivu boju konstantne mase bez crnih
ostataka. Nakon spaljivanja, posudica se hladi u eksikatoru do postizanja sobne temperature te
izvaze. Udio pepela izra¢una se prema jednadzbi [5]. Provedena su dva paralelna mjerenja za
svaki uzorak.

37My

udjel pepela (%) = Z— %X 100 [5]

2—Mmy

m1 — masa prazne porculanske zdjelice [g]
m2 — masa porculanske zdjelice i uzorka prije spaljivanja [g]

m3 — masa porculanske zdjelice i uzorka nakon spaljivanja [g]

3.2.1.6.  Odredivanje sastava mineralnih tvari

Makroelementi 1 mikroelementi u uzorcima odredeni su atomskom spektrometrijom uz
induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES). Odredivani su udjeli sljedec¢ih elemenata: As, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sh, Se, Sn, Tl, Vi Zn.

Postupak

Uzorci masa 0,250 g razoreni su mikrovalovima uz dodatak 5 mL HNO3 (50 %, v/v).

Uzoreci su ostavljeni u teflonskoj posudi da se ohlade te su razrijedeni ultracistom vodom na

kona¢ni volumen od 25 mL. Postupak je ponovljen tri puta za svaki uzorak. Prije mjerenja
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uzorci su profiltrirani. Uvjeti mikrovalnog razaranja te uvjeti mjerenja prikazani su u tablicama

213.

Tablica 2. Uvjeti mikrovalnog razaranja

1 2 3
T[°C] 150 160 190
P [W] 80 80 80
t [min] 10 10 20

Tablica 3. Uvjeti mjerenja na ICP-AES instrumentu

Instrument Prodigy High Dispersive ICP
Spektrometar Eslatnog tipa
RF-generator ,free-running® 40 MHz

Vanjski: 18 L min!
Protok plina (argon) Pomo¢ni: 0,8 L min™

Za rasprSivanje: 36 psi

Plamenik Fasselov tip, Dual-view
Rasprsivac Pneumatski
Komora za rasprsivanje Ciklonska
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3.2.1.7.  Odredivanje topljivih i netopljivih prehrambenih vlakana visoke

molekulske mase

Udjel prehrambenih vlakana odreden je prema AOAC 2011.25 (2012) metodi.

Postupak:

U ciste filter loncic¢e dodaje se ~1 g Celita te se suse pri 105 °C do konstante mase nakon ¢ega
se hlade u eksikatoru i vazu. Odvaze se 1,000 + 0,005 g uzorka u 4 Duran boce s ¢epom
volumena 250 mL. Uzorak se navlazi s 1 mL 96%-tnog etanola te se doda 40 mL maleatnog
pufera, koji sadrzi pankreasnu a-amilazu i amiloglukozidazu. Uzorci se inkubiraju pri 37 °C 16
h uz stalno mijesanje. Tijekom inkubacije dolazi do hidrolize skroba na D-glukozu, maltozu i
manju koli¢inu maltrodekstrina. Po zavrSetku inkubacije se dodaje 3 mL 0,75 M Trisma Base
otopine (konac¢ni pH ~ 8,2) te se lagano pomijesa. Boce se stavljaju u vodenu kupelj pri 95-100
°C tijekom 20 min s malo olabavljenim ¢epovima te se povremeno promijesaju. Nakon toga,
uzorci se ohlade na 60 °C te se doda 100 pL otopine proteaze, promijesa i inkubira pri 60 °C
30 min. Nakon vadenja iz kupelji dodaje se 4 mL 2 mM octene kiseline.

Tako pripremljeni uzorak koristi se za odredivanje netopljivih vlakana. Postupak
zapocinje filtracijom uzorka kroz prethodno izvagani i pripremljen sinter lon¢i¢. Talog zaostao
na stjenki laboratorijske boce ispire se s minimalnim volumenom (10 mL) deionizirane vode
zagrijane na 60 °C. Dobiveni filtrat se zatim prebaci u staklenu menzuru te dopuni do
oznake (70 mL) s deioniziranom vodom zagrijanom na 60 °C. Tako pripremljeni filtrat koristi
se za odredivanje topljivih vlakana. Talog na sinter lonci¢u se ispire s 2 x 15 mL 78 % (v/v)
etanola, 96% (v/v) etanola i acetona (susenje izmjenom otapala). Nakon ispiranja, lonCi¢ se
stavi u susSionik na 105 °C te se susSi do konstantne mase. Osuseni lon¢i¢ hladi se u eksikatoru,
anakon hladenja se izvaze. Za izracun netopljivih vlakana potrebno je odrediti koli¢inu proteina
prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.2. i koli¢inu mineralnih tvari prema metodi opisanoj
u poglavlju 3.2.1.5. Za odredivanje topljivih prehrambenih vlakana koristi se filtrat koji
je skupljen prilikom odredivanja netopljivih vlakana. U 70 mL filtrata zagrijanog na 60 °C
doda se 280 mL 96 % (v/v) etanola temperature 60 °C. Uzorak se ostavi stajati na sobnoj
temperaturi 1 h u svrhu taloZenja topljivih prehrambenih vlakana nakon ¢ega slijedi filtracija
kroz sinter lon¢ice, susenje izmjenom otapala, susenje do konstantne mase i odredivanje udjela

proteina i mineralnih tvari kao i u slu¢aju netopljivih vlakana.
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3.2.2. Odredivanje udjela pigmenata
3.2.2.1.  Odredivanje udjela ukupnih antocijana

Ukupni antocijani odredivani su prema modificiranoj metodi opisanoj u radu Ough, i
Amerine (1998).
Princip

lon HSOs3™ veze se za antocijane na 2' polozaju te na taj nacin prevodi obojeni kation
antocijana u bezbojni leuko oblik. Paralelni se uzorak tretira destiliranom vodom, a razlika u
apsorbanciji ta dva uzorka proporcionalna je udjelu antocijana.
Postupak

Odvaze se 0,1 g uzorka u Falcon kivetu, zatim se doda 2 mL 96 %-tnog zakiseljenog
EtOH i 40 mL 2 %-tne (v/v) HCI. Smjesa se dobro promijesa i centrifugira (10 min, 9500 rpm).

Nakon centrifugiranja, po 5 mL supernatanta otpipetira se u dvije epruvete. U prvu se
dodaje 2 mL destilirane vode, a u drugu 2 mL 15 %-tnog (w/v) natrijevog hidrogensulfita.
Reakcija se odvija 15 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri valnoj
duljini od 520 nm. Kao slijepa proba koristi se 2 %-tni HCI. Udjel ukupnih antocijana ra¢una
se pomo¢u formula [7] i [8].
Ac [mg L] =615 % (4; — A) [6]
615 — faktor preracunavanja
A1 — apsorbancija uzorka tretiranog vodom
A> — apsorbancija uzorka tretiranog natrijevim hidrogensulfitom

Konacan rezultat izrazen je na suhu tvar uzorka prema formuli [7].

Ukupni antocijani [mg g~ '] = 1;::0;1/71 .

V — volumen otapala [mL]

my — masa suhe tvari uzorka [g]

3.2.2.2.  Odredivanje udjela ukupnih karotenoida

Ukupni karotenoidi odredivani su prema modificiranoj metodi opisanoj u radu Barros i
suradnika (2008).

Princip
Biljni pigmenti karotenoidi ekstrahiraju se iz biljnog materijala pomocu smjese

organskih otapala te se odreduju spektrofotometrijski.
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Postupak

Izvaze se 50 mg uzorka u Falcon kivete te se doda 5 mL mjeSavine acetona i heksana u
omjeru 4:6. Snazno se mijeSa 1 min te profiltrira kroz filter papir Whatman br. 4. Apsorbancija
filtrata mjeri se pri valnim duljinama od 543, 505 i 663 nm.

Udjeli R-karotena i likopena izracunaju se prema jednadzbama [8] i [9], a rezultati se izrazavaju
kao mg karotenoida po gramu suhe tvari uzorka.

Likopen [mg (100 mL)™1] = —0,0458 X Agez + 0,372 X Aggs — 0,0806 X Ayss [8]
3 — karoten[mg (100 mL)™1] = 0,216 X Agez — 0,304 X Agys + 0,452 X Aysg [9]
Aus3 — izmjerena apsorbancija 453 nm

Asos — izmjerena apsorbancija pri 505 nm

Ass3 — izmjerena apsorbancija pri 663 nm

3.2.2.3.  Odredivanje udjela klorofila

Ukupni klorofil u uzorcima odredivan je modificiranom metodom opisanom u radu
Huanga i suradnika (2007).
Princip

Klorofil se ekstrahira iz biljnog materijala 80 %-tnim (v/v) acetonom te se odreduje
spektrofotometrijski pri valnim duljinama od 663 nm (klorofil a) i 645 nm (klorofil b).
Postupak

Izvaze se oko 50 mg uzorka te se doda 25 mL 80 % (Vv/Vv) acetona. Snazno se mijesa 2
min te profiltrira kroz filter papir. Zatim se izmjeri apsorbancija filtrata. 1z vrijednosti
apsorbancija prema jednadzbama [10] i [11] izraunaju se udjeli klorofila a i klorofila b.
Rezultati su izrazeni kao ukupni klorofil u mg klorofila po g suhe tvari uzorka.
Klorofila[mg L™'] = 12,7 X Aggz — 2,95 X Agys [10]
Klorofil b [mg L™] = 22,95 X Agss — 4,67 X Aggs [11]

3.2.3. Optimiranje ekstrakcije polifenolnih spojeva

Optimiranje ekstrakcije polifenolnih spojeva dobricice provedena je u programu Design

Expert (version 12) (Minneapolis, SAD) koriste¢i metodu odzivnih povrSina i centralno
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kompozitni dizajn. Uzorak D3 koriSten je kao materijal za definiranje optimalnih uvjeta
ekstrakcija.

U slucaju konvencionalne metode ekstrakcije potpomognute zagrijavanjem (engl. heat-
assisted extraction - HAE), nezavisne varijable bile su : i) vrijeme (10, 20 i 30 min); ii)
temperatura (80, 90 i 100 °C) ; i iii) omjer uzorak/otapalo (w/v) (1g/100 mL (0.01 g/mL), 1g/40
mL (0.025 g/mL) i 1g/25 mL (0.04 g/mL)). Kod metode ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima (engl. microwave-assisted extraction - MAE), nezavisne varijable bile su: i)
vrijeme (3, 6 1 9 min); ii) temperatura (50, 70 i1 90 °C) ; i iii) omjer uzorak/otapalo(w/v) (1g/100
mL (0.01 g/mL), 1g/40 mL (0.025 g/mL) i 1g/25 mL (0.04 g/mL)). Nezavisne varijable
ekstrakcije subkriticnom vodom (engl. subcritical water extraction - SWE) bile su: 1) vrijeme
(5, 101 15 min); ii) temperatura (120, 160 i 200 °C) ; i iii) omjer uzorak/otapalo (w/v) (1g/100
mL (0.01 g/mL), 19/40 mL (0.025 g/mL) i 1g/25 mL (0.04 g/mL)). Raspon nezavisnih varijabli
za HAE, MAE i SWE prikazane su redom u tablicama 4, 5 i 6. Zavisne varijable svih triju
metoda bile su udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet (odreden pomo¢u ABTS i
DPPH metoda) te su predstavljale odziv u eksperimentalnom dizajnu za optimiranje procesa.
Modeli i koeficijenti regresije smatrali su se znacajnima pri p<0,05.

HAE je provodena u vodenoj kupelji Inko VKZ ERN (Inkolab d.o.o., Zagreb, Hrvatska),
a MAE u naprednom sustavu mikrovalne razgradnje Ethos Easy (Milestone, Sorisole, Italy).
Snaga mikrovalova odrzavana je na 900 W dok nije postignuta zeljena temperatura ekstrakcije.
SWE je provodena u aparaturi opisanoj u radu Joki¢ i suradnika (2018). Prilikom svih
navedenih ekstrakcija kao otapalo koriStena je destilirana voda te su sve provodene tri puta.
Nakon ekstrakcije svi su uzorci centrifugirani (9500 rpm, 20 min) te filtrirani (pomocu

Whatman® 4 filter papira).

Tablica 4. Prikaz raspona nezavisnih varijabli za konvencionalnu metodu ekstrakcije

polifenolnih spojeva

Redni broj X3: omjer
: X1: vrijeme (min) X2: temperatura (°C) '
eksperimenta uzorak/otapalo (g mL™?)

1 30 100 0,010
2 30 80 0,010
3 20 80 0,025
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4 10 100 0,040
5 20 100 0,025
6 20 90 0,025
7 10 90 0,025
8 30 90 0,025
9 10 100 0,010
10 30 80 0,040
11 10 80 0,040
12 20 90 0,040
13 10 80 0,010
14 30 100 0,040
15 20 90 0,025
16 20 90 0,010

Tablica 5. Prikaz raspona nezavisnih varijabli za MAE polifenolnih spojeva
Redni broj X3: omjer
eksperimenta X1:vrijeme (min)  X2: temperatura (°C)

uzorak/otapalo (g mL™?)

1 3 90 0,01
2 3 70 0,025
3 9 50 0,04
4 3 90 0,04
5 9 70 0,025
6 6 50 0,025
7 6 90 0,025
8 6 70 0,025
9 9 90 0,04
10 3 50 0,01
11 6 70 0,025
12 9 90 0,01
13 6 70 0,04
14 3 50 0,04
15 6 70 0,01
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16 9 50 0,01

Tablica 6. Prikaz raspona nezavisnih varijabli za SWE polifenolnih spojeva
Redni broj

.. _ X2: temperatura X3: omjer

eksperimenta XL vrijeme (min) (°C) uzorak/otapalo (g mL)
1 10 160 0,01

2 15 200 0,04

3 15 160 0,025

4 5 120 0,01

5 10 120 0,025

6 5 200 0,01

7 10 160 0,025

8 10 160 0,025

9 15 200 0,01

10 10 160 0,04

11 5 120 0,04

12 15 120 0,04

13 5 160 0,025
14 10 200 0,025
15 15 120 0,01

16 5 200 0,04

3.2.4. Karakterizacija bioaktivnog sastava dobivenih ekstrakata

3.2.4.1. Odredivanje ukupnih polifenola pomocu Folin-Ciocalteau reagensa

Princip

Ova metoda odredivanja ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im reagensom. Folin-Ciocalteau reagens smjesa
je fosfovolframove i fosfomolibenske kiseline, koji reagira s fenoksid-ionom iz uzorka.
Fenoksid-ion reducira Folin-Ciocalteau reagens do plavo obojenog volframovog i

molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Reakcija traje 2 h pri
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¢emu svi fenolni spojevi reagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom te se nakon toga
spektrofotometrijski mjeri intenzitet nastalog plavog obojenja pri valnoj duljini od 765 nm
(Ough i Amerine, 1988). Intenzitet nastalog obojenja proporcionalan je udjelu polifenolnih
spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).
Postupak

U staklene epruvete otpipetira se redom 3,95 mL destilirane vode, 50 pL uzorka, 250
ML Folin-Ciocalteau reagensa (razrijedenog s vodom u omjeru 1:2) i 750 uL 20 %-tne (w/v)
otopine natrijevog karbonata. Reakcijska smjesa se dobro promijesa. Slijepa proba priprema se
na isti na¢in, samo se umjesto 50 puL uzorka dodaje isti volumen destilirane vode. Nakon 2 h
reakcije u tami pri sobnoj temperaturi mjeri se apsorbancija razvijenog obojenja pri 765 nm.
Apsorbancija slijepe probe oduzima se od apsorbancije uzorka te se ta vrijednost (AA) Koristi
za izraCun konac¢nog rezultata. Analiza se provodi za svaki uzorak u dvije paralelne probe. Udjel
ukupnih polifenola u uzorku izra¢unava se iz jednadzbe bazdarne krivulje [12], konstruirane za
standard galne kiseline, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg L"
1. Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadajué¢im
standardnim devijacijama u mg ekvivalenata galne kiseline (engl. gallic acid equivalents -

GAE) po gramu suhe tvari uzorka (mg EGK g s.tv.).

y = 0,0020x — 0,0001 [12]
y =0,0010x — 0,0001
gdje su:

x — udjel ukupnih polifenola [mg L]

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm [AA]

3.2.4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Antioksidacijski kapacitet uzorka odreduje se prema metodi opisanoj u radu Brand-
Williamsa i suradnika (1995).
Princip

Metoda se temelji na redukciji DPPH radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u
metanolnoj otopini, koja je pracena kolorimetrijskom reakcijom. DPPH radikal pokazuje jaku
apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (pri valnoj duljini od 515 nm) zbog nesparenog elektrona.
U prisutnosti antioksidansa, odnosno elektron donora (AH), dolazi do sparivanja elektronskog
para DPPH radikala te do promjene boje otopine iz ljubicaste u zutu, $to se prati smanjenjem
apsorbancije.
DPPH- + AH — DPPH-H + A
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DPPH- + R- — DPPH-R
Postupak

Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH u metanolu. Apsorbancija te otopine mora biti
oko 1,000 na 515 nm. U epruvetu se otpipetira 3,9 mL otopine DPPH i 100 pL uzorka. Uzorci
se analiziraju u dva paralelna mjerenja. Za slijepu probu, umjesto 100 pL uzorka, u otopinu
DPPH doda se jednak volumen metanola. Apsorbancija se mjeri nakon 30 min pri valnoj duljini
od 515 nm.

Za izraCunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka iz jednadzbe bazdarne krivulje
[13], koristi se razlika apsorbancija uzorka i slijepe probe (AA). Jednadzba bazdarne krivulje
odredena je za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji
standarda (mmol L1). Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s
pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol Trolox-a po gramu suhe tvari uzorka (mmol
Trolox g s.tv.).
y = 0,603x — 0,006 [13]
X — koncentracija standarda otopine Trolox-a [mmol L]

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije [AA]

3.2.4.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
Princip

Metoda se temelji na ,gasenju“ ABTS radikal-kationa (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske Kiseline)), plavo-zelenog radikal-kationa, koji se formira
kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Otopina
ABTS-a oksidira se kalijevim persulfatom, pri ¢emu se maksimum apsorbancije dostize na
valnim duljinama od 645, 734 ili 815 nm. Dodatkom antioksidansa dolazi do redukcije ABTS
kation-radikala, $to uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije
ABTS+ radikala. Smanjenje apsorbancije ABTS radikala usporeduje se sa smanjenjem
apsorbancije, koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline), analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim
uvjetima (Re i sur., 1999).
Postupak

Otopina ABTS+ radikala priprema se oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7
mM) kalijevim persulfatom (140 mM) do konac¢ne koncentracije otopine kalijevog persulfata
od 2,4 mM. Potrebno je pomijeSati 88 pL (140 mM) otopine kalijevog persulfata s otopinom
ABTS-a (7 mM) do volumena 5 mL. ABTS i kalijev persulfat reagiraju u stehiometrijskom
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odnosu 1:0,5, zbog ¢ega nece doci do potpune oksidacije pa je potrebno pripremljenu otopinu
omotati aluminijskom folijom te ostaviti stajati preko no¢i (12-16 h) na sobnoj temperaturi.
Na dan analize otopina se razrijedi etanolom 96% etanolom do kona¢ne koncentracije
ABTS+ radikala od 1 %, tako da apsorbancija otopine iznosi 0,700 = 0,02 (1 mL otopine
ABTS+ radikala stavi se u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni do oznake 96 %-tnim
etanolom) na 734 nm.
Volumen od 20 uL uzorka pomijesa se s 2 mL otopine ABTS+ radikala u epruveti te se nakon
tocno 6 min izmjeri apsorbancija pri 734 nm. Slijepa proba radi se tako da se umjesto 20 puL.
uzorka doda jednaki volumen etanola.
Za izraCunavanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka iz jednadzbe bazdarne krivulje
[14], koristi se razlika apsorbancija uzorka i slijepe probe (AA). JednadZzba bazdarne krivulje
odredena je za standard Trolox-a te prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda
(mmol LY). Analiza se provodi u dvije paralelne probe, a rezultati se izrazavaju kao srednje
vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol Trolox-a po
gramu suhe tvari uzorka (mmol Trolox g s.tv.).
y =0,303x + 0,0006 [14]
X — antioksidacijski kapacitet uzorka [mmol Tolox-a L]

y —izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm [AA]

3.2.4.4. Odredivanje polifenolnin spojeva primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Pojedina¢ni polifenolni spojevi dobricice identificirani su i kvantificirani metodom
teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High Perfromace Liquid
Chromatography, HPLC).

Postupak

Uzorci su pripremljeni na nacin da su nerazrijedeni ekstrakti profiltrirani kroz
celulozno-acetatni mikrofilter veli¢ine pora 0,45 um (Nylon Membranes, Supelco, Bellefonte,
PA, USA) u HPLC vijalice. Analiza se provodila na HPLC sustavu Agilent 1200 Series s DAD
detektorom (engl. Diode Array Detector) (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). U sustav
je injektirano 5 pL uzorka te su provedena dva paralelna mjerenja za svaki uzorak. Analiza je
provedena kromatografijom obrnutih faza na koloni Zorbax Extend C18 (4.6 x 250 mm, 5 um
I.d.) termostatiranoj na 25 °C pri ¢emu su kao mobilne faze koristene 1 %-tna (v/v) otopina

mravlje Kiseline u vodi (mobilna faza A) i 1 %-tna (v/v) otopina mravlje Kiseline u acetonitrilu
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(mobilna faza B) u razli¢itim udjelima. Eluiranje analita provodeno je gradijentno pri protoku
od 1 mL min', tijekom 52 minuta, a analiti su detektirani pomo¢u DAD detektora pri valnim

duljinama od 320 i 350 nm. Rezim eluacije prikazan je u tablici 7.

Tablica 7. Prikaz rezima elucije analita za HPLC analizu polifenolnih spojeva

. ) Volumni udio Volumni udio )
Vrijeme (min) Protok (mL min-1)
otapala A (%o) otapala B (%)
0 93 7 1
5 93 7 1
45 60 40 1
47 30 70 1
52 30 70 1

Identifikacija polifenolnih spojeva dobri¢ice provedena je usporedbom retencijskih
vremena i UV spektra izdvojenih pikova na kromatogramima sa odgovaraju¢im HPLC
standardima. Kvantifikacija identificiranih spojeva provedena je pomoc¢u bazdarnih dijagrama
izradenih za standardne otopine polifenolnih spojeva (tablica 8). Rezultati su izrazeni kao

srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom u mg po gramima suhe tvari uzorka

(mg gt s.tv.).

Tablica 8. JednadZbe bazdarnih pravaca za identificirane polifenolne spojeve

Spoj Jednadzba pravca R2 Amax

Klorogenska kiselina y=14,274x + 2,6832 0,9998 320 nm
Kafeinska kiselina y=28,688x + 8,3483 0,9998 320 nm
RuZmarinska kiselina y=10,876x — 0,1215 0,9999 320 nm
Rutin y=7,7097x + 3,035 0,9997 350 nm

y — izmjerena vrijednost apsorbancije [AA]

x — udio polifenolnog spoja [mg g}

3.2.5. Odredivanje ekstrakcijskog prinosa
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Ekstrakcijski prinos odreduje se kao udjel suhe tvari ekstrakta susenjem do konstantne mase pri

105 °C prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.1.3.

3.2.6. Bliska infracrvena spektroskopija (NIR)

Ekstrakti  dobri¢ice snimani su pomocu NIR spektroskopa NIR-128-1.7-
USB/6.25/50um (Control Development, Inc., South Bend, IN, USA) sa instaliranim
programom CDI software Spec32 (Control Development, Inc) u podrucju spektra od 904 do
1699 nm. Svaki je uzorak sniman tri puta te je iz dobivenih rezultata izracunata srednja
vrijednost. PCA analiza (engl. Principal Component Analysis) provedena je u programu
XLStat (MS Excel 2019, Microsoft, Redmond, WA, USA; XLStat by Addinsoft, Paris, France)

na dijelu NIR spektra koji je pokazao razlike izmedu uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Razvojem 1 Sirenjem trziSta funkcionalnih proizvoda, novija znanstvena istrazivanja bave
se proucavanjem bioaktivnog sastava biljaka, medu kojima i polifenola, u svrhu inkorporacije
istih u prehrambene proizvode kao funkcionalnih sastojaka ili aditiva (Santos Fernandes i sur.,
2019; Milovanovi¢ i sur., 2010). Biljka dobricica (Glechoma hederacea L.), kao ljekovita biljka
u narodnoj medicini, prepoznata je kao potencijalni izvor bioaktivnih spojeva, posebice
polifenola. U ovome istrazivanju primijenjene su konvencionalna tehnika ekstrakcije
potpomognuta toplinom (engl. heat-assisted extraction - HAE) te inovativne tehnike —
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. microwave-assisted extraction - MAE) te
ekstrakcija subkriti¢cnom vodom (engl. subcritical water extraction - SWE) u svrhu kvalitativne
i kvantitativne karakterizacije polifenolnog sastava dobriCice. Takoder, ispitan je osnovni
makro- i mikrosastav analiziranih uzoraka.

Ispitivanje makro- i mikrosastava uzoraka, osim za kontrolu kvalitete biljaka i biljnih
proizvoda, vazno je 1 za analizu kvalitete bioloSke aktivnosti ekstrakata. Razlicite
makromolekule kao §to su odredene aminokiseline i polisaharidi tvore komplekse s

polifenolima te time utjecu na biolosku aktivnost ekstrakata (Bandyopadhyay i sur., 2012).

4.1. ODREDPIVANJE MAKRO- | MIKROSASTAVA SAKUPLJENIH
UZORAKA DOBRICICE

4.1.1. Odredivanje osnovnog makromolekulskog sastava

Uzorci dobri¢ice suSeni su na zraku do visokog udjela suhe tvari (> 90%), kao $to je
vidljivo u tablici 9. Udjeli proteina, masti, pepela te prehrambenih vlakana izrazeni su kao
postotak na suhu tvar uzoraka (% s.tv.). 1z eksperimentalno dobivenih vrijednosti prikazanih u
tablici 9 vidljivo je da uzorci dobricice obiluju vlaknima i proteinima te da sadrze visok udio

pepela i relativno mali udjel masti.

Tablica 9. Prikaz osnovnog makromolekulskog sastava dobri¢ice

Uzorak D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Suha tvar (%) 91,13+0,10 91,86+0,06 90,96+0,03 91,33+0,14 91,27+0,05 91,45+0,01 93,15+0,12
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Proteini (% s.tv.*) 15,63+0,13 14,75+0,23 15,61+0,20 17,74+0,16 23,13+0,33 15,86+0,00 16,16+0,16

Masti (% s.tv.) 2,80+0,54 2,05+0,07 1,10+0,20 2,63+0,71 1,86+0,15 2,39+0,10 2,30+0,06
Pepeo (%0 s.tv.) 9,76+0,09  9,59+0,10 10,98+0,44 10,95+0,23 10,02+0,13 9,20+0,02  9,97+0,41
Ukupna prehrambena

37,74+x2,11 43,14+1,15 46,65+1,19 55,23+3,42 41,44+0,65 44,05+1,08 49,76+1,10

vlakna (% s.tv.)

Netopljiva

prehrambena 32,26+0,55 34,14+0,65 41,50+0,82 48,03+0,18 36,47+0,82 37,03+1,15 40,61+0,85

vlakna (% s.tv.)

Topljiva

prehrambena 5,48+0,74  9,00+0,89 515+0,43 7,19+0,72 4,97+0,38 7,02+0,40 9,14+0,26

vlakna (% s.tv.)

*suha tvar uzorka

Udio proteina u uzorcima dobri¢ice varira od 15,63 (uzorak D1) do 23,13 % s.tv. (uzorak
D5). Dobivene vrijednosti znacajno su vise od onih dobivenih u radu Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i
suradnika (2017), gdje je udio proteina u 16 razli¢itih biljaka porodice Laminaceae iznosio 2,5
— 4,9 g kg*. Takoder, dobivene vrijednosti usporedive su s udjelom proteina u mahunarkama
(17 do 40 %) koje se smatraju bogatim izvorom proteina (Abbas i Ahmad, 2018). Sli¢an udio
proteina (15-20 %) imaju i chia sjemenke biljke Salvia hispanica L., takoder iz porodice
Lamiaceae (Knez Hrn¢i¢ i sur, 2019). S obzirom na sve prisutnije posljedice klimatskih
promjena nastalih ljudskim djelovanjem te promjene Zivotnog stila, prvenstveno zapadnjacke
kulture, sve je prisutniji trend zamjene zivotinjskih proteina biljnima. Proteini su neizostavan
sastojak ljudske prehrane s brojnim strukturnim i funkcionalnim ulogama te su sve zastupljeniji
kao temelj funkcionalnih proizvoda (Fasolin i sur., 2019). Biljka dobricica kao potencijalni
izvor proteina mogla bi pronaci svoju primjenu upravo u takvim vrstama proizvoda. Kako bi se
dodatno istrazio potencijal dobricice kao biljke visokog udjela proteina potrebno je odrediti
aminokiselinski sastav te bioraspoloZivost proteina dobricice.

Osim proteinima, dobricica obiluje i prehrambenim vlaknima. Udio vlakana u uzorcima
varira od 37,74 % s.tv. za uzorak D1 do 55,23 % s.tv. za uzorak D5, od kojih vecinu Cine
netopljiva vlakna (oko 85 % ukupnog udjela). Dobri¢ica ima znatno veéi udio prehrambenih
vlakana od biljaka koje se smatraju bogatim izvorima vlakana u prehrani, kao §to su zitarice 1
povrée. Na primjer, prema podacima navedenim u radu Dhingra i suradnika (2012) pSenica
sadrzi 12,6 % s.tv., jeam 17,3 % s.tv., a bijeli grah 17,7 % s.tv. prehrambenih vlakana. Takoder,
dobricica je bogatija prehrambenim vlaknima od chia sjemenki, koje su danas vrlo popularan

izvor vlakana te sadrze 18 — 30 % s.tv. prehrambenih vlakana (Knez Hrn¢i¢ i sur, 2019).
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Udio pepela u analiziranih uzorcima bio je u rasponu od 9,20 % s.tv. (uzorak D6) do
10,98 % s.tv. (uzorak D3). S obzirom na visok udio pepela u uzorcima, provedena je analiza
mikro- i makroelemenata ¢iji su rezultati prikazani u tablici 10 (Poglavlje 4.2.2).

Udio masti u uzorcima je nizak te iznosi od 1,10 % do 2,80 % s.tv. Sastav masnih
kiselina prikazan je u tablici 11 (Poglavlje 4.1.3.).

Varijacije u udjelima odredenih komponenti osnovnog makromolekulskog sastava
medu uzorcima vjerojatno su posljedica razli¢itih lokacija i uvjeta rasta biljaka, razli¢itih
varijeteta, vremena sakupljanja uzoraka, zrelosti biljaka u trenutku berbe te uvjeta skladistenja
(Kowalska, 2012; Shakeri i sur., 2018; Sik i sur., 2021).

4.1.2. Odredivanje sastava mineralnih tvari

Sastav mikro- i makroelemenata dobricice prikazan je u tablici 10.

Tablica 10. Udio makro- i mikroelemenata dobridice

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Makroelementi (mg kg™ s.tv.*)
58,11+2,21 97,73+4,02 72,16+1,66 81,04+0,96 61,71+2,65 73,3946,90  62,24+3,19
3289+85,78 2043+19,18 5500+80,76  2835+30,11 6671+139  3358+26,40 3695+32,45
1862+94,31 1612+54,09 669+15,49 693+55,87 219+14,60 666104 668+73,96
14448+355 20289+294 28373568 297944340  27528+303 26020+259  27800+445
9763+198  7783+104  14800+218  12254+125  13115+277 10803+96,02 12072+77,62
1430+62 1322162 498+16,20 616+68,94 187+8,85 476+77,73 443+43,77
1705+31 2187+35 2409+52 206522 2961+45 2877+ 25 2822+23
Mikroelementi (mg kg-1 s.tv.*)
1579+43 1554+18 1807+39 2185+23 2662+49 2334+19 2479+15
3,38+0,1 3,79+0,13  1,10+0,02 1,47+0,13 0,38+0,02  1,13+0,19 1,06+0,11
48,41+1,53 58,56+1,15 214+2,92 57,02+1,58 185+7,36 43+1,04 65,92+1,24
3,29+¢0,10  2,87+0,09  2,07+0,02 1,98+0,18 0,37£0,02  1,55+0,09 1,12+0,14
0,52+0,02  0,59+0,00  0,27+0,01 0,314+0,03  0,13#0,01  0,17+0,02 0,18+0,01
2,03+0,07  1,64+0,02  2,01+0,01 1,67+0,11 1,55+0,05  3,28+0,16 2,65+0,07
8,22+0,18  13,58+0,10 9,05+0,13 8,74+0,13 9,90+0,13  11,11+0,45  9,86+0,06
25,94+0,18 28,86+0,31 53,16+0,68  30,02+0,98  62,56+0,61 55,41+0,91  44,15+0,37
0,37+0,01  0,46+0,00  0,21+0,00 0,19+0,06 0,06+0,00  0,15+0,02 0,13+0,01
0,02+0,00  0,02+0,00  0,03+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,03+0,00 0,02+0,00
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1,23+0,02  1,36x0,02  0,34+0,00 1,23+0,02 0,83+0,01  0,64+0,05 0,48+0,00
0,01+0,00  0,02+0,00  0,09+0,00 0,01+0,00 0,02+0,00  0,02+0,00 0,02+0,00
0,11+0,00  0,11+0,00  0,04+0,00 0,05+0,00 0,04+0,00  0,07+0,02 0,04+0,00
0,04+0,00  0,05+0,00  0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00  0,03+0,00 0,02+0,00
0,02+0,00  0,03+0,00  0,02+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,02+0,00 0,01+0,00
0,02+0,00  0,02+0,00  0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00  0,01+0,00 0,01+0,00
0,96+0,01  1,32+0,02  0,42+0,01 0,37+0,05 0,26x0,01  0,47+0,07 0,33+0,04
0,10+0,00  0,11+0,00  0,11+0,00 0,01+0,00 0,02+0,01  0,08+0,01 0,10+0,01

*s.tv.=suha tvar uzorka

Iz dobivenih vrijednosti prikazanih u tablici 10, moZe se uociti da su mikro- i
makroelementi za veéinu uzoraka dobric¢ice (D3, D4, D5, D6 i D7) zastupljeni prema
redoslijedu: K > Ca > Mg > P > Al > Fe > Na. Sli¢an redoslijed uocen je za uzorke D11 D2, no
s druk¢ijim poretkom za Mg, Ali P (D1: K>Ca>Mg>AlI>P>Fe>Na; D2:.K>Ca>P >
mg g s.tv. za uzorak D1 do 29794 mg kg? s.tv. za uzorak D4. Slijede ga kalcij koji je
najzastupljeniji u uzorku D3 (14800 mg kgt s.tv.) i magnezij najzastupljeniji u uzorku D5 (6671
mg kgt s.tv.). Najzastupljeniji mikroelement jest sumpor ¢ija je koncentracija najvisa u uzorku
D5 (2662 mg kg*s.tv.).

Pravilnikom o dodacima prehrani (NN 46/2011) odredene su preporucene i maksimalne
dozvoljene dnevne doze unosa odredenih mineralnih tvari u ljudski organizam. Preporucena
dnevna doza kalija iznosi 2 000 mg, dok maksimalna nije definirana. Unosom 100 g suhe tvari
dobricice moze se osigurati unos od ~1 500 - 3 000 mg kalija u organizam. Takoder, 100 g
suhe tvari dobri¢ice moZe sadrzavati ~ 800 - 1 500 mg kalcija, ¢ija preporuc¢ena dnevna doza
iznosi 800 mg, a maksimalna dozvoljena 1 500 mg dnevno. Sadrzaj magnezija takoder
zadovoljava granice preporucene 1 maksimalne dnevne doze (375 mg; 700 mg), dok sadrzaj
zeljeza moze prijeéi preporucene dnevne koli¢ine. Preporuceni dnevni unos bakra i cinka iznosi
redom 1110 mg, a 100 g suhe tvari dobricice sadrzi 0,8-1,4 te 2,6 — 6,3 mg.

Osim bioaktivnih spojeva, biljke mogu akumulirati i toksi¢ne spojeve poput teskih
metala, koji konzumirani u koli¢inama visim od dopusStenih mogu izazvati izrazito negativne
posljedice na ljudski organizam. Iz tog razloga, potrebno ih je odrediti te kvantificirati u
uzorcima biljaka namijenjenih za ljudsku prehranu (Kowalska, 2012). Primjerice, prema
Europskoj agenciji za sigurnost hrane (EFSA, 2004), prihvatljivi tjedni unos zive iznosi 1,6 pg

kg? tjelesne mase za metil-zivu te 0,4 pg kg? tjelesne mase za anorganski oblik Zive.

39



Analizirani uzorci dobri¢ice sadrze 0,1 do 0,3 mg kg™ Zive u suhoj tvari. Unosom 100 g suhe

tvari dobri¢ice prosje¢na osoba mase 70 kg unijela bi 0,02 — 0,04 ug kg?, $to odgovara

prihvatljivom tjednom unosu. Takoder, udio kadmija znatno je nizi od najveée dopustene

koncentracije u drugim biljkama za ljudsku prehranu. Dobivene vrijednosti usporedive su s

udjelima teskih metala dobri¢ice prikazanih u istrazivanju Kowalska (2012): 0,01 mg kg za

Hg, 0,4 mg kg™ za Pb, 0,2 mg kg™ za Cd te <0,1 mg kg za As, pri ¢emu je u ovom istraZivanju

odredena niza koncentracija kadmija (0,01 — 0,09 mg kg™) i visa koncentracija arsena (0,06 —

0,5 mg kg™).

Sadrzaj mikro- i makroelemenata te varijacije njihovih koncentracija medu uzorcima

mogu ovisiti 0 uvjetima rasta, varijetetima biljke i sli¢no. Prisutnost teSkih metala Cesto je

posljedica zagadenosti okoliSa emisijama industrije i prometa te uporabe razliCitih insekticida,

gnojiva i herbicida koji ih sadrze (Kowalska, 2012).

4.1.3. Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina dobricice prikazan je u tablici 11 i iskazan je kao % ukupnih

masnih kiselina.

Tablica 11. Prikaz sastava masnih kiselina ispitivanih uzoraka dobricice

Uzorak D1 D2
Miristinska

0,18+0,02 nd
(C14:0) (%)
Palmitinska

7,34+0,09  7,70%0,23
(C16:0) (%)

Palmitoleinska

0,9340,03 nd
(C16:1) (%)
Heptadekaenska

0,1940,01 nd
(C17:0) (%)
Stearinska

2,28+0,50  4,40+1,.25
(C18:0) (%)

Oleinska (C18:1)
(%)

Linolna (C18:2)
(%)

28,88+0,31 33,85+1,76

24,51+0,12 22,63+0,22

D3

4,54+0,48

13,33+2,28

nd

nd

15,46+0,50

18,19+0,81

19,48+0,44
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D4 D5 D6

0,18+0,05 nd nd

7,14+0,14  10,24+0,82 11,68+0,86

0,14+0,01 nd nd

0,07+0,01 nd nd

1,60+0,00 16,33+0,30  5,89+0,05

39,01+0,09 nd 21,64+0,03

21,71+1,49 24,95+0,48 32,35+0,43

D7

1,25+0,32

7,68+0,42

1,07+0,03

0,39+0,02

1,88+0,05

8,70+0,41

14,92+0,29



a-linolenska

kiselina 29,45+0,14 24,13+0,81 18,25+0,55 20,27+0,51 37,92+1,44 21,96+0,14 27,15+0,38
(C18:3n3) (%)
Arahidska
0,34+0,16 nd nd 0,25+0,09 nd 2,15+0,13 0,63+0,04
(C20:0) (%)
Behenijska
nd nd nd nd nd nd 6,52+0,19

(C22:0) (%)

Lignocerinska

(C24:0) (%) 2,46+0,13 nd nd 3,22+0,42 nd nd 13,730,21

1z rezultata prikazanih u tablici 11 vidljiv je razliciti sastav masnih kiselina u razli¢itim

uzorcima dobricice. Najzastupljenije masne kiseline u uzrocima su oleinska, a-linolenska i
linolna kiselina. Unato¢ tomu, oleinska kiselina nije detektirana u uzorku DS5. Oleinska kiselina
najzastupljenija je u uzorku D4 (39,01 %), a-linolenska u uzorku D5 (37,92 %), a linolna
kiselina u uzorku D6 (32,35 %). Slijede ih palmitinska (najzastupljenija u uzorku D3; 13,33 %)
te stearinska kiselina (najzastupljenija u D5, 16,33 %). Sli¢ni rezultati dobiveni su u istrazivanju
Barros i suradnika (2011) gdje je najzastupljenija masna kiselina u dobri¢ici bila oleinska (~ 35
%), potom linolenska (~ 27 %), palmitinska (12,23 %), linolna (8,15 %) te stearinska kiselina
(4,53 %).

Oleinska kiselina neesencijalna je mononezasi¢ena masna kiselina koja se u ve¢im
koli¢inama nalazi u maslinovom ulju (56-85 %) 1 orasastim plodovima. Oleinska kiselina, kao
najzastupljenija masna kiselina u maslinovom ulju, povezuje se s zdravstvenim benefitima
mediteranske prehrane poput prevencije dijabetesa tipa 1 i koronarnih bolesti (Barros i sur.,
2011; Granado-Casas i Mauricio, 2019). a-Linolenska i linolna kiselina esencijalne su masne
kiseline te prekursori za viSestruko nezasi¢ene masne kiseline, stoga ih je potrebno unositi
prehranom. Unesene u povoljnom omjeru povezuju se s brojnim zdravstvenim benefitima poput
snizavanja kolesterola u krvi, sprjeCavanja kardiovaskularnih bolesti 1 protuupalnih svojstava.
Povoljan omjer n-6/n-3 jest 1:1 do 1:2, no u zapadnjackoj dijeti moze doseci ¢ak 16,7:1. (Barros
i sur., 2011; Saini i Keum, 2011). Uzorci biljke dobricice pokazuju povoljan omjer n-6/n-3 od
otprilike 1:1, osim uzorka D5 kojemu je omjer 1,5:1.

U manjim udjelima detektirane su miristinska, palmitoleinska, heptadekaenska i
arahidska kiselina. Behenijska masna kiselina detektirana je samo u uzorku D7, dok je

lignocerinska kiselina detektirana samo u uzorcima D1, D4 i D7.
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4.2. ODREPIVANJE UDJELA PIGMENATA U SAKUPLJENIM UZORCIMA
DOBRICICE

Biljni pigmenti vazni su bioaktivni spojevi, koji osim fizioloskih uloga u biljkama,
imaju i antioksidacijsku i protektivnu ulogu u ljudskom organizmu te su izvori esencijalnih
vitamina. Mogu se podijeliti u razli¢ite skupine poput: flavonoida (antocijani), karotenoida
(beta-karoten, lutein), betalaina, klorofila i drugih (Sircelj i sur., 2018; Shakeri i sur., 2018).
Pojedini pigmenti odredeni u uzorcima dobriCice prikazani su u tablici 12. Ukupni Klorofili
izrazeni su kao zbroj klorofila a i klorofila b, dok su ukupni karotenoidi izrazeni kao zbroj

likopena i beta-karotena.

Tablica 12. Udio pojedinih pigmenata u ispitivanim uzorcima dobriice

Uzorak Kilorofil  Klorofil Ukupni  Likopen Beta- Ukupni Antocijani
a [mgg™ b[mgg* Klorofili [mg g™ karoten karotenoid [mg g™t
Ss.tv.*] s.tv.] [mg g™ s.tv.] [mg g™ i[mgg™ S.tv.]
s.tv.] S.tv.] S.tv.]

D1 1,57+0,03 0,67+0,04 2,23+0,07 0,08+0,08 0,51+0,12 0,59+0,03 8,14+0,38
D2 1,20+0,06 0,55+0,02 1,76+0,09 nd 0,47+0,01 0,47+0,01  29,88+0,94
D3 1,41+0,08 0,76+0,04 2,17+0,12 0,04+0,00 0,18+0,01 0,22+0,02 2,34+0,15
D4 2,84+0,02 1,26+0,01 4,10+0,03 nd 0,85+0,10 0,85%0,10 3,54+0,52
D5 2,72+0,12 0,77+0,49 3,49+0,37 nd 0,69+0,01 0,69+0,02 10,90+1,51
D6 1,54+0,11 1,24+0,47 2,78+0,36 nd 0,71+0,02 0,71+0,02  12,81+0,05
D7 1,57+0,01 0,71+0,00 2,28+0,01 nd 0,67+0,02 0,67+0,02 2,61+0,03

*s.tv.=suha tvar uzorka

Antocijani su biljni pigmenti topljivi u vodi zasluzni za crvena, ljubicasta 1 plava
obojenja biljaka te se smatraju snaznim antioksidansima (Krga i Milenkovic, 2019). Iz
navedenih rezultata vidljivo je da su antocijani najzastupljeniji pigmenti u uzorcima dobricice.
Varijacije u udjelu antocijana medu uzorcima su znacajne pri ¢emu najveci udio ima uzorak D2
(29,88 mg gs.tv.), a najmanji uzorak D3 (2,34 mg gs.tv.). Udio antocijana u svjezoj dobri¢ici
iznosio bi ~ 210 - 2 700 mg u 100 g, $to je usporedivo sa sadrzajem antocijana u plodovima
bazge Kkoji iznosi 664 -1816 mg u 100 g svjezih plodova. Varijacije u udjelima antocijana medu
uzorcima mogu biti posljedica okoli$nih uvjeta, ali 1 vremena 1 nacina skladiStenja s obzirom

da su antocijani spojevi osjetljivi na toplinu, svjetlost i kisik (Krga i Milenkovic, 2019).
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Drugi pigmenti po zastupljenosti jesu klorofili. Klorofili su zajedno s karotenoidima
najvaznije molekule za fotosintezu. Udjeli klorofila u uzorcima dobricice krecu se od 1,76
(uzorak D3) do 4,10 mg g s.tv. (uzorak D4). Najveéi udio klorofila a i klorofila b zasebno ima
uzorak 4 (2,84 mg g*s.tv.; 1,26 mg g s.tv.), dok najniZe vrijednosti ima uzorak D2 (1,20 mg
gls.tv.; 0,55 mg gt s.tv.). Klorofil a obi¢no je 2 do 3 puta zastupljeniji u odnosu na klorofil b
(Sircelj i sur., 2018). Taj se trend moZe uoéiti i u predstavljenim vrijednostima udjela klorofila
a1b za dobricicu, osim u slucaju uzorka D6 gdje je taj omjer neSto manji. Razlog tomu moze
biti rast biljke u hladu, s obzirom da biljke koje rastu u hladu imaju nizi omjer klorofilaaib
(Sircelj i sur., 2018). Istrazivanjem udjela pigmenata u jestivim divljim travama u radu Sircelj
i suradnika (2018) dobivene su vrijednosti udjela klorofila a i b za biljku dobricicu 40,43 mg u
100 g svjeze dobricice te 20,55 u 100 g svjeze dobricice, odnosno ukupno oko 61 mgu 100 g.
Udio ukupnog klorofila u svjezoj dobricici dobiven ovim istrazivanjem iznosi ~ 160 - 370 mg
u 100 g, §to je znatno vise od rezultata dobivenih u radu Sircelj i suradnika (2018).

Najmanje zastupljeni pigmenti u uzorcima jesu karotenoidi, od kojih je u znacajnijoj
mjeri prisutan beta-karoten, dok je likopen odreden u dva uzorka (uzorci D1 i D3) u vrlo malim
koli¢inama. Karotenoidi su prirodni pigmenti topljivi u uljima te daju Zutu, narancastu i crvenu
boju biljkama i zivotinjama (Shakeri i sur., 2018). Beta-karoten kao predstavnik skupine
prekursor je esencijalnog vitamina A te ima antioksidativno djelovanje. Nizak udio pigmenata
topljivih u mastima moze se povezati s niskim sadrzajem masti dobricice. Uzorci s vis§im
udjelom masti imaju i ve¢e udjele ukupnih karotenoida, no postoje odstupanja, zbog cega
vrijednosti nisu proporcionalne. Najvec¢i udio karotenoida odreden je u uzorku D4 (0,85 mg g~
!s.tv.) koji je drugi po udjelu masti (2,63 % s.tv.), dok uzorak s najvise masti D1 (2,80 % s.tv.)
sadrzi manji udio karotenoida (0, 59 mg g s.tv.). Najmanji udio ukupnih karotenoida sadrzi
uzorak D3 (0,22 mg g s.tv.), koji takoder sadrzi i najmanje masti (1,10 % s.tv.). Varijacije u
udjelima karotenoida u uzorcima mogu biti posljedica uvjeta rasta, vremena berbe, ali i uvjeta
skladiStenja s obzirom da su nestabilni spojevi osjetljivi na svjetlost, toplinu i kisik (Shakeri i
sur., 2018). Takoder, udio karotenoida u 100 g biljke iznosio bi 19,8 — 76,5 mg, $to je znatno

vise od rezultata dobivenih u istrazivanju Sircelj i suradnika (2018) (4,55 mgu 100 g).

4.3. OPTIMIRANJE PARAMETARA EKSTRAKCIJE POLIFENOLNIH
SPOJEVA DOBRICICE

Razvoj optimalne metode ekstrakcije fenolnih spojeva zahtjevan je proces zbog velike

raznolikosti kemijskih struktura polifenola, a time i njihovih svojstava, te zbog mogucih
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reakcija s drugim komponentama matriksa (Radojkovi¢ i sur., 2018). U ovom radu optimiranje
HAE, MAE i SWE metoda ekstrakcije provedeno je u programu Design Expert pomoc¢u metode
odzivnih povrsina (engl. Response Surface Methodology — RSM) i centralno kompozitnog
(CCD) plana pokusa s tri numeri¢ka faktora na tri razine. Plan pokusa sastojao se od 16
nasumicnih proba s dva ponavljanja srediS$nje tocke. Optimiranje ekstrakcijskih parametara
provedena je nauzorku D3, a kasnije su definirani optimalnih parametri ekstrakcija primijenjeni

na preostale uzorke.

4.3.1. Optimiranje parametara za konvencionalnu metodu ekstrakcije (HAE)

U tablici 13 prikazane su vrijednosti za udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet ekstrakata dobricice dobivenih provodenjem eksperimenata pri 16 razli¢itih
kombinacija nezavisnih varijabli (vremena, temperature i omjera uzorak/otapalo). Najniza
vrijednost za udjel ukupnih polifenola odredena je u eksperimentu broj 10 (30 min, 80 °C, 1
/25 mL) te iznosi 27,5 mg GAE g s.tv., dok je najvisa vrijednost dobivena eksperimentom 9
(10 min, 100 °C, 1 g/100 mL) te iznosi 40,6 mg GAE g s.tv. Najvisi antioksidacijski kapacitet
(0,220 mmol Trolox g s.tv.) odreden ABTS metodom utvrden je za ekstrakt eksperimenta broj
1 (30 min, 100 °C, 1 g/100 mL). Za isti ekstrakt odredena je i druga po redu najvisa vrijednost
za udjel ukupnih polifenola (38,9 mg GAE g s.tv.). Najvisi antioksidacijski kapacitet odreden
DPPH metodom utvrden je za eksperiment 9 (10 min, 100 °C, 1 g/100 mL) te iznosi 0,209
mmol Trolox g? s.tv. Takoder, eksperimentom 9 odreden je drugi po redu najvisi

antioksidacijski kapacitet ABTS metodom od 0,209 mmol Trolox gs.tv.

Tablica 13. HAE: Eksperimentalni dizajn i rezultati za udjel ukupnih polifenola i
antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i DPPH metodama

Nezavisne varijable Eksperimentalni podaci
Udio
) ) DPPH
) ) Xi: Xa: X3: Omjer ukupnih ABTS
Redni broj - ) (mmol
) Vrijeme Temperatura uzorak/otapalo polifenola (mmol Trolox
eksperimenta ) Trolox g*
(min) (°C) (g mL?) (mg GAE gls.tv.) .
S.tv.
gls.tv.)
1 30 100 0,01 38,9+0,6  0,220+0,008 0,201+0,005
2 30 80 0,01 37,8+0,3  0,190+0,003 0,168+0,001
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11
12
13
14
15
16

20 80 0,025 32,406  0,,161+0,003 0,092+0,000
10 100 0,04 31,3+0,3  0,107+0,000 0,088+0,000
20 100 0,025 358+0,4 0,180+0,004 0,168+0,002
20 90 0,025 34,9+0,6  0,171+0,003 0,155+0,005
10 90 0,025 37,1+0,5  0,182+0,003 0,168+0,001
30 90 0,025 35,2+0,8  0,176+0,005 0,158+0,002
10 100 0,01 40,6+0,9  0,209+0,005  0,209+0,006
30 80 0,04 27,5+0,2  0,109+0,000 0,046+0,000
10 80 0,04 27,6+x0,4  0,111+0,000 0,047+0,000
20 90 0,04 30,1+0,6  0,091+0,000 0,080+0,000
10 80 0,01 36,0+0,5  0,180+0,005 0,165+0,002
30 100 0,04 30,9+0,7  0,110+0,000 0,090+0,000
20 90 0,025 34,610 0,162+0,000 0,161+0,002
20 90 0,01 38,2+0,7  0,198+0,007 0,187+0,003

Eksperimentalni podaci opisani su kvadratnim modelom. Primjenom viSestruke
regresijske analize na eksperimentalne podatke dobivene su kvadratne jednadzbe [15], [16] 1
[17], kojima se moze izraziti model za zavisne varijable.

Udjel ukupnih polifenola (mg GAE gt s.tv.) = 35.33 — 0.2473 X1 + 1.62 X2 —4.42 X3—
0.4639 X1Xz - 0.0927 X1X3 + 0.1822 X2X3 + 0.8585 X312 — 1.21 X% — 1.15 X3? [15]

DPPH (mmol Trolox g* s.tv.) = 0.1560 — 0.0014 X1 + 0.0237 X2— 0.0579 X3— 0.0010
X1Xz +0.0009 X1X3 + 0.0012 X2X3 + 0.0107 X132 — 0.0223 X2 — 0.0186 X3? [16]

ABTS (mmol Trolox g s.tv.) = 0.1708 + 0.0016 X1 + 0.0075 X2 — 0.0470 X5+ 0.0008
X1Xz - 0.0027 X1X3 - 0.0077 X2X3 + 0.0086 X312 + 0.0003 X2? — 0.0253 X3? [17]

Kako bi se evaluirao model s obzirom na zavisne varijable provedena je analiza
varijance (ANOVA) sa 95 %-tnom sigurno$¢u. Rezultati su prikazani u tablici 14. Prihvatljivost
modela odredena je s obzirom na koeficijent determinacije (R?), p-vrijednost regresijskog
modela i p-vrijednost neuklopljenosti modela (engl. lack-of-fit) te ostale vazne parametre.

R? predstavlja omjer varijance opisane modelom i ukupne varijance. Priblizavanjem R?
vrijednosti 1, empirijski model bolje opisuje eksperimentalne podatke. Vrijednosti R? za sve
odzive vise su od 0,80 (udjel ukupnih polifenola: 0,9775; DPPH: 0,9806; ABTS: 0,9858), $to
ukazuje na prikladnost modela (Arruda i sur., 2017). Dobivene vrijednosti R?> ukazuju na
postotak varijacija koje nisu opisane modelom, a iznose 2,25 % (udjel ukupnih polifenola), 1,94
% (DPPH) 11,42 % (ABTS). Ovaj pokazatelj nije dovoljan za odredivanje prikladnosti modela,

45



ve je vazna i razlika izmedu vrijednosti R?i prilagodenog R?, koja mora biti niza od 0,1, §to je
utvrdeno za ovaj model. Prilagodeni R? predstavlja R? nakon izbacivanja beznacajnih
komponenti iz modela, a razlika izmedu njih manja od 0,1 ukazuje na odrzanje kvalitete modela
nakon njegove redukcije (Arruda i sur., 2017).

Osim toga, vrijednost adekvatne preciznosti odreduje omjer signala i Suma odziva te
mora biti veéa od 4 kako bi signal bio adekvatan, §to je uo¢eno kod svih rezultata (udjel ukupnih
polifenola: 18,979; DPPH: 19,755; ABTS: 22,2878). Niske vrijednosti koeficijenta varijacije
(udjel ukupnih polifenola 2,56; DPPH: 7,98; ABTS: 4,48) ukazuju na dobru preciznost i
pouzdanost eksperimentalnih rezultata.

Takoder, p-vrijednost modela niza od 0,5 ukazuje na vaznost modela i njegovu
prikladnost u opisivanju eksperimentalnih podataka te je u ovom slu¢aju niza od 0,0001 za sve
rezultate. Prikladnost modela odreduje se i pomocu testa neuskladenosti, ¢ija p-vrijednost mora
biti visa od 0,05 kako bi neuskladenost bila bezna¢ajna u odnosu na ¢istu pogresku (Arruda i
sur, 2017). U ovom radu, p-vrijednost testa neuskladenosti za sve odzive visa je od 0,05 (udjel
ukupnih polifenola: 0,7612; DPPH: 0,2048; ABTS: 0,8317), §to ukazuje na prikladnost modela
za opis eksperimentalnih podataka. Srednji kvadrati Cistih pogreski za sve rezultate su niski
(udjel ukupnih polifenola: 1,18; DPPH: 0,0000; ABTS: 0,0001), §to takoder ukazuje na

prikladnost modela.

Tablica 14. HAE: Analiza varijance (ANOVA) odabranog kvadratnog modela
a) Odziv: Ukupni sadriaj polifenola

Izvor Zbroj Stupanj Srednja F- p-

kvadrata slobode vrijednost vrijednost vrijednost
kvadrata

Model 235,82 9 26,20 33,82 < 0,0001

Ostatak 5,42 7 0,7747

Nedostatak 3,06 5 0,6116 0,5173 0,7612

uklopljenosti

Cista pogreska 2,36 2 1,18

Ukupna 241,24 16

korelacija

R?=0,9775; R%prilagoden=0,9486; RZpredviaen=0,7993; CV=2,56; adekvatna preciznost=18,979
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
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Model 0,0431

Ostatak 0,0009
Nedostatak 0,0008
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0001
Ukupna 0,0439
korelacija

2
16

0,0048 39,38 <0,0001
0,0001

0,0002 4,17 0,2048
0,0000

R?=0,9806; R?prilagoaen=0,9557; R%predviaen=0,8613; CV=7,98; adekvatna preciznost=19,755
¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

Model 0,0253
Ostatak 0,0004
Nedostatak 0,0002
pristajanja

Cista pogreska 0,0002
Ukupna 0,0253
korelacija

9
7
5

2
16

0,0028 53,90 < 0,0001
0,0017

0,0000 0,3847 0,8317
0,0001

R2=O,9858, Rzprilagoden=0,9675; Rzpredv1den=0,9315; CV=4,48; adekvatna

preciznost=22,2878

Znacajnost svakog koeficijenta determinacije odredena pomocu p- i F-vrijednosti

prikazana je u tablici 15. Iz prikazanih vrijednosti vidljivo je da dvije nezavisne varijable (X2 -

temperatura i X3 - omjer uzorak/otapalo) zna¢ajno utjec¢u (p<0,05) na udjel ukupnih polifenola

I antioksidacijski kapacitet. Na antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom znacajan

utjecaj imaju kvadratni utjecaj temperature (X2?) i omjera uzorak/otapalo (Xs?). Znacajan

utjecaj na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom imaju kvadratni utjecaj omjera

uzorak/otapalo (X3?) te medusobna interakcija temperature i omjera uzorak/otapalo (X2X3).
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Tablica 15. HAE: Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove zna¢ajnosti
za kvadratni model

a) Odziv: Ukupan sadrZaj polifenola

Izvor Zbroj Stupanj  Srednja F- p-
kvadrata slobode vrijednost vrijednost vrijednost
kvadrata

X1 (vrijeme) 0,6116 1 0,6116 0,7894 0,4038
X2 (temperatura) 26,11 1 26,11 33,70 0,0007
Xz (omjer 195,26 1 195,26 252,06 < 0,0001
uzorak/otapalo)

X1X2 1,72 1 1,72 2,22 0,1797
X1X3 0,0688 1 0,0688 0,0888 0,7744
X2X3 0,2655 1 0,2655 0,3427 0,5766
X12 1,97 1 1,97 2,55 0,1544
X2? 3,90 1 3,90 5,04 0,0597
X3? 3,54 1 3,54 4,57 0,0699

b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

X1 (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,1600 0,7011
X2 (temperatura) 0,0056 1 0,0056 46,31 0,0003
Xz (omjer 0,0335 1 0,0335 275,92 < 0,0001
uzorak/otapalo)

X1X2 8,213 x 10°® 1 8,213 x 0,0676 0,8023

10°®
X1X3 6,030 x 10°® 1 6,030 x 0,0496 0,8301
10°®
X2X3 0,0000 1 0,0000 0,0983 0,7630
X12 0,0003 1 0,0003 2,50 0,1577
X2? 0,0013 1 0,0013 10,96 0,0129
X3? 0,0009 1 0,0009 7,67 0,0277
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

X1 (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,4887 0,5071
X (temperatura) 0,0006 1 0,0006 10,82 0,0133
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Xz (omjer 0,0221 1 0,0221 425,05 < 0,0001
uzorak/otapalo)

X1X2 5,612 x 10°® 1 5,612 x 0,1078 0,7523
10

X1X3 0,0001 1 0,0001 1,10 0,3291

X2X3 0,0005 1 0,0005 9,15 0,0193

X1? 0,0002 1 0,0002 3,83 0,0914

X2? 2,508 x 107 1 2,508 x 0,0048 0,9466
107

X2 0,0017 1 0,0017 32,95 0,0007

Najznacajniji utjecaj na sve tri zavisne varijable ima omjer uzorak/otapalo (p<0,0001),
Sto se moze uociti 1 na 3D dijagramima odzivnih povrSina (grafickim prikazima regresijskih
jednadzbi) prikazanim na slikama 9a-i. Na 3D dijagramima moze se uociti povecanje svih
odziva priblizavanjem omjera uzorak/otapalo vrijednosti od 0,01 g mL™? (1 g u 100 mL).
Takoder, povecanje temperature do maksimalnih 100 °C dovodi do povecanja odzivnih
vrijednosti.

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli (uvjeta ekstrakcije) u svrhu dobivanja Sto
visih vrijednosti za udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet odredene su pomocu
3D odzivnih povrSina i matemati¢kih modela. Odredeni optimalni uvjeti HAE su 10 min za
vrijeme, 100 °C za temperaturu i 0,01 g mL? za omjer uzorak/otapalo. Dobivene
eksperimentalne vrijednosti za udio ukupnih polifenola (40,6 mg GAE g*! s.tv.) i
antioksidacijski kapacitet (0,209 mmol Trolox g s.tv. za obje metode) vrlo su sliéne
predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih polifenola: 40,3 mg GAE g s.tv.; DPPH: 0,209
mmol Trolox g s.tv.; ABTS: 0,212 mmol Trolox g s.tv.), pri ¢emu relativne pogreske iznose
redom 2,49, 0,00 i 1,44 %. To ukazuje na prikladnost modela za predvidanje udjela ukupnih
polifenola i antioksidacijskog kapaciteta u realnim sustavima. Prema istrazivanju Arrude i
suradnika (2017) temperature iznad 75 °C mogu uzrokovati degradaciju fenolnih spojeva ili
njihovu interakciju s drugim spojevima matriksa usporavajuci njihovu ekstrakciju. U ovom
radu optimalna temperatura iznosi 100 °C, no ekstrakcija se provodila pri kratkom vremenu (10

min), §to je o¢igledno nedovoljno za izazivanje degradacije polifenola.
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Slika 9a-i. Konvencionalna metoda ekstrakcije: 3D prikaz odzivnih povr$ina za utjecaje a)
temperature i vremena; b) omjera uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera
uzorak/otapalo; d) temperature i vremena; na udio ukupnih polifenola; d) vremena i
temperature; e) vremena i omjera uzorak/otapalo; f) temperature i omjera uzorak/otapalo; na
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom; a) temperature i vremena; b) omjera
uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera uzorak/otapalo; na antioksidacijski kapacitet
odreden ABTS metodom

4.3.2. Optimiranje parametara za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima (MAE)

U tablici 16 prikazane su vrijednosti za udio ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet ekstrakata dobri¢ice dobivenih provodenjem ekstrakcija potpomognutih
mikrovalovima pri 16 razli¢itih kombinacija nezavisnih varijabli (vremena, temperature i

omjera uzorak/otapalo). Najniza vrijednost za udio ukupnih polifenola dobivena je u
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eksperimentu broj 3 (9 min, 50 °C, 1 g/25 mL) te iznosi 28,6 mg GAE g s.tv., dok je najvisa
vrijednost dobivena eksperimentom 1 (3 min, 90 °C, 1 g/100 mL) te iznosi 48,6 mg GAE ¢!
s.tv. Najvisi antioksidacijski kapacitet (0,302 mmol Trolox g s.tv.) odreden ABTS metodom
dobiven je eksperimentom broj 1. Takoder, istim eksperimentom odreden je drugi po redu
najvisi antioksidacijski kapacitet DPPH metodom od 0,218 mmol Trolox g? s.tv. Najvisi je
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom za eksperiment broj 12 (9 min, 90 °C, 1 g u
100 mL) te iznosi 0,236 mmol Trolox gt s.tv. Za isti ekstrakt odredena je i druga po redu najvisa

vrijednost za udjel ukupnih polifenola (47,4 mg GAE g s.tv.).

Tablica 16. MAE: Eksperimentalni dizajn i rezultati za udio ukupnih polifenola i
antioksidacijski kapacitet odreden ABTS 1 DPPH metodama

Nezavisne varijable Eksperimentalni podaci

Redni broj X1 Xo: X3: Omjer Udio ukupnih ABTS DPPH
eksperimenta  Vrijeme Temperatura uzorak/otapalo(g  polifenola (mmol (mmol
(min) (°C) mL1) (mg GAE gt Trolox g Trolox g
s.tv.) s.tv.) s.tv.
3 90 0,01 48,6+0,2 0,302+0,034  0,218+0,009
3 70 0,025 35,4+1,0 0,209+0,005  0,174+0,005
9 50 0,04 28,6%0,2 0,171+0,006  0,137+0,002
3 90 0,04 38,1+0,6 0,207+0,003  0,172+0,002
9 70 0,025 35,1+0,3 0,220+0,001  0,173+0,005
6 50 0,025 33,4+0,7 0,210+0,007  0,167+0,005
6 90 0,025 44,4+1,9 0,250+0,005  0,221+0,008
6 70 0,025 35,4+0,4 0,219+0,005  0,180+0,003
9 90 0,04 41,3+1,3 0,227+0,003  0,179+0,001
3 50 0,01 36,9+0,4 0,202+0,005  0,194+0,002
6 70 0,025 35,8+0,6 0,179+0,010  0,181+0,004
9 90 0,01 47,4414 0,226+0,006  0,236+0,007
6 70 0,04 32,0+0,5 0,199+0,009  0,165+0,004
3 50 0,04 29,6+1,1 0,179+0,004  0,151+0,004
6 70 0,01 39,4+0,5 0,209+0,006  0,196+0,008
9 50 0,01 35,8+0,4 0,202+0,009  0,194+0,009

=
D
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Eksperimentalni podaci za udio ukupnih polifenola opisani su kvadratnim modelom
[18], dok su podaci za antioksidacijski kapacitet odredeni ABTS i DPPH metodama opisani
linearnim modelima ([19], [20]).

Udio ukupnih polifenola (mg GAE g s.tv.) = 35.70 — 0.0458 X1 + 5.54 X,—3.84 X3+

0.5081 X1Xz + 0.5665 X1X3 — 0.2707 X2X3 - 0.4968 X12 + 3.13 X2? — 0.0371 X532 [18]
DPPH (mmol Trolox g% s.tv.)=0.1835 + 0.0010 X1 + 0.0182 X,- 0.0235 X3 [19]
ABTS (mmol Trolox gt s.tv.)=0.2178 - 0.0022 X1 + 0.0278 X2—0.0197 X3 [20]

Analiza varijance prikazana je u tablici 17. Vrijednosti R? za sve odzive vise su od 0,80
(udjel ukupnih polifenola: 0,9948; DPPH: 0,8907; ABTS: 0,8008). Postotak varijacija koje nisu
opisane modelom iznose za udio ukupnih polifenola iznosi 0,52 %, dok je za antioksidacijsku
vrijednost odreden DPPH i ABTS metodama taj postotak visi te iznosi redom: 10,93 % (DPPH)
i 19,92 % (ABTS). Razlika izmedu vrijednosti R? i prilagodenog R? niza je od 0,1. Ovi
pokazatelji ukazuju na prikladnost modela za opisivanje eksperimentalnih podataka. Adekvatna
preciznost veca od 4 (udjel ukupnih polifenola: 36,3732; DPPH: 17,9428; ABTS: 12,7930) te
niske vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) (udjel ukupnih polifenola: 1,76; DPPH: 5,18;
ABTS: 7,14) ukazuju na dobru preciznost i pouzdanost eksperimentalnih rezultata.

p-Vrijednost modela niza je od 0,5 za sve rezultate (udjel ukupnih polifenola: <0,0001;
DPPH: <0,0001: ABTS: 0,0002). Za test neuskladenosti p-vrijednost visa je 0,05 te iznosi
0,3116 za udjel ukupnih polifenola, 0,0527 za DPPH i 0,2908 za ABTS. Iz navedenih rezultata,
vidljivo je da je p-vrijednost testa neuskladenosti za DPPH na granici znacajnosti. Srednji
kvadrati Cistih pogreski za sve rezultate su niski (udjel ukupnih polifenola: 0,0904; DPPH:
4,514 x10"; ABTS: 0,0000). S obzirom na vrlo niski srednji kvadrat ¢iste pogreske, znacajnost
neuskladenosti moze se zanemariti (Arruda i sur., 2017). Navedeni podaci ukazuju na kvalitetu

modela i prikladnost modela za opisivanje eksperimentalnih podataka.

Tablica 17. MAE: Analiza varijance (ANOVA) odabranog kvadratnog modela ekstrakcije
polifenolnih spojeva

a) Odziv: Ukupan sadrZaj polifenola

Izvor Zbroj Stupanj Srednja F- p-
kvadrata slobode vrijednost vrijednost vrijednost
kvadrata
Model 492,32 9 54,70 126,68 < 0,0001
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Ostatak 2,59 6 0,4318

Nedostatak 2,50 5 0,5001 5,53 0,3116
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0904 1 0,0904

Ukupna 494,91 15

korelacija

R2:0,9948; Rzprilagodenzo,9869; Rzpredvidenzo,ssso; CV:1,76; adekvatna
preciznost=36,3732
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

Model 0,0088 3 0,0029 32,60 < 0,0001
Ostatak 0,0011 12 0,0001

Nedostatak 0,0011 11 0,0001 218,32 0,0527
uklopljenosti

Cista pogreSka 4,514 x107 1 4,514 x10°7

Ukupna 0,0099 15

korelacija

R2:O,8907, Rzprilagoden=0,8634; Rzpredviden=0,8082; CV=5,18; adekvatna
preciznost=17,9428
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

Model 0,0117 3 0,0039 16,08 0,0002
Ostatak 0,0029 12 0,0002

Nedostatak 0,0029 11 0,0003 6,83 0,2908
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0000 1 0,0000

Ukupna 0,0146 15

korelacija

R2:0,8008, Rzprilagoden:0,7510; Rzpredviden:0,57o4; CV:7,14, adEKvatna
preciznost=12,7930

Znacajnost koeficijenata determinacije odredena pomocu p- i F-vrijednosti prikazana je
u tablici 18. Iz prikazanih vrijednosti vidljivo je da kod MAE nezavisne varijable X:
(temperatura) i X3 (omjer uzorak/otapalo) znacajno utjeCu na udio ukupnih polifenola i

antioksidacijski kapacitet. Na udio ukupnih polifenola takoder znacajno utjeCe i kvadrat
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temperature (X2?), a interakcija vremena i omjera uzorak/otapalo (X1X3 ) nalazi se na granici

znacajnosti. p-vrijednosti za temperaturu manje su od 0,0001 za sva tri odziva, dok za omjer

uzorak/otapalo iznose p<0,0001 za udio ukupnih polifenola i DPPH te 0,0018 za ABTS, $to

znaci da na udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH metodom najveci

utjecaj ima temperatura (X2), dok na antioksidacijski kapacitet mjeren ABTS metodom najveci

utjecaj ima omjer uzorak/otapalo (X3). Povecanje vrijednosti udjela ukupnih polifenola i

antioksidacijskog kapaciteta s poviSenjem temperature i smanjenjem omjera uzorak/otapalo

potvrden je i 3D prikazima regresijskih krivulja.

Tablica 18. MAE: Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove znacajnosti

lzvor

X1 (vrijeme)

X2 (temperatura)
Xz (omjer
uzorak/otapalo)
X1X2

X1 X3

XoX3

X412

X2?

X3?

X1 (vrijeme)
X2 (temperatura)
Xz (omjer

uzorak/otapalo)

X1 (vrijeme)

za kvadratni model

a) Odziv: Ukupan sadrZaj polifenola

Zbroj Stupanj Srednja F-
kvadrata slobode vrijednost
kvadrata
0,0210 1 0,0210 0,0486
307,43 1 307,43 711,97
147,83 1 147,83 342,35
2,07 1 2,07 4,78
2,57 1 2,57 5,95
0,5864 1 0,5864 1,36
0,6506 1 0,6506 1,51
25,78 1 25,78 59,71
0,0036 1 0,0036 0,0084
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
9,266 X 1 9,266 x 10°® 0,1025
10
0,0033 1 0,0033 36,50
0,0055 1 0,0055 61,20
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
0,0000 1 0,0000 0,2055
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p_

vrijednost vrijednost

0,8328
< 0,0001
<0,0001

0,0714
0,0506
0,2881
0,2656
0,0002
0,9300

0,7543

< 0,0001

<0,0001

0,6584



X2 (temperatura) 0,0078 1 0,0078 32,05 0,0001
Xz (omjer 0,0039 1 0,0039 16,00 0,0018

uzorak/otapalo)

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli odredene su pomoc¢u 3D odzivnih povr$ina
prikazanih na slikama 10a-i i matemati¢kih modela ([18], [19] i [20]). Odredeni optimalni uvjeti
MAE su 4,93 min za vrijeme, 90 °C za temperaturu i 0,01 g mL za omjer uzorak/otapalo.
Odzivne vrijednosti odredene pri definiranim optimalnim uvjetima ekstrakcije iznosile za udio
ukupnih polifenola (42,9 mg GAE g* s.tv.) te antioksidacijski kapacitet odreden ABTS
metodom (0,263 mmol Trolox g* s.tv.) i DPPH metodom (0,243 mmol Trolox g s.tv.) vrlo su
sliéne predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih polifenola: 48,4 mg GAE g s.tv.; ABTS:
0,266 mmol Trolox g* s.tv.; DPPH: 0,225 mmol Trolox g s.tv.), pri éemu relativne pogreske
iznose redom 12,82, 0,14 i 7,41 %. Definirani optimalni uvjeti vremena i temperature
ekstrakcije slicni su optimalnim uvjetima MAE ekstrakcije (80 °C tijekom 5 min) ruzmarinske
kiseline iz uzoraka limunske trave i ruzmarina, biljaka iz porodice Lamiaceae, definiranim u

radu Sik i suradnika (2020).
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Slika 10a-i. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima: 3D prikaz odzivnih povrSina za utjecaje
a) temperature i vremena; b) omjera uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera
uzorak/otapalo; d) temperature i vremena; na udio ukupnih polifenola; d) vremena i
temperature; e) vremena i omjera uzorak/otapalo; f) temperature i omjera uzorak/otapalo; na
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom; a) temperature i vremena; b) omjera
uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera uzorak/otapalo; na antioksidacijski kapacitet
odreden ABTS metodom

4.3.3. Optimiranje parametara za ekstrakciju subkriticnom vodom (SWE)

U tablici 19 prikazane su vrijednosti za udio ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet ekstrakata dobri¢ice dobiveni provodenjem ekstrakcija subkriticnom vodom pri 16

razli¢itih kombinacija nezavisnih varijabli (vremena, temperature i omjera uzorak/otapalo).
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Najniza vrijednost za udio ukupnih polifenola dobivena je u eksperimentu broj 11 (5 min, 120
°C, 1 ¢/25 mL) te iznosi 18,4 mg GAE g% s.tv., dok je najvisa vrijednost dobivena
eksperimentom broj 9 (15 min, 200 °C, 1 g/100 mL) te iznosi 62,6 mg GAE g*! s.tv.
Eksperimentom broj 9 odredeni su i najvisi antioksidacijski kapaciteti za obje metode (ABTS:
0,358 mmol Trolox g s.tv.; DPPH: 0,293 mmol Trolox g s.tv.).

Tablica 19. SWE: Eksperimentalni dizajn i rezultati za ukupne polifenole i antioksidacijski
kapacitet odreden ABTS I DPPH metodama

Redni broj Nezavisne varijable Zavisne varijable
eksperimenta Xi: Xo: Xs: Omjer Udio ukupnih ABTS DPPH
Vrijeme Temperatura uzorak/otapalo  polifenola (mmol (mmol
(min) (°C) (g mL?) (mg GAEg?! Troloxg?  Troloxg?
s.tv.) s.tv.) s.tv.

1 10 160 0,01 43,9+0,8 0,234+0,001 0,188+0,002
2 15 200 0,04 27,440,0 0,188+0,001 0,276+0,001
3 15 160 0,025 28,840,6 0,169+0,000 0,128+0,001
4 5 120 0,01 35,7+0,4 0,190+0,003 0,164+0,000
5 10 120 0,025 21,240,6 0,117+0,000 0,097+0,003
6 5 200 0,01 60,1+2,6 0,349+0,017 0,280+0,004
7 10 160 0,025 27,7+0,2 0,159+0,002 0,121+0,001
8 10 160 0,025 30,9+0,6 0,167+0,003 0,131+0,001
9 15 200 0,01 62,6+1,5 0,358+0,002 0,293+0,001
10 10 160 0,04 22,840,3 0,131+0,001 0,095+0,002
11 5 120 0,04 18,4+0,3 0,102+0,001 0,082+0,000
12 15 120 0,04 21,140,0 0,123+0,003 0,093+0,000
13 5 160 0,025 31,7+0,9 0,184+0,006 0,142+0,000
14 10 200 0,025 34,7+0,1 0,201+0,000 0,159+0,002
15 15 120 0,01 34,0+0,4 0,185+0,006 0,150+0,001
16 5 200 0,04 30,8+0,0 0,209+0,001 0,283+0,000
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Nize navedenim jednadzbama ([21], [22], [23]) izrazen je kvadratni model za

zavisne varijable udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH i
ABTS metodama.

Udio ukupnih polifenola (mg GAE g s.tv.) = 23.39 — 0.2800 X3 + 8.51 X2 — 11.58 X3

—0.2455 X1X7 - 0.1685 X1X3 — 4.29 XpX3 + 2.32 X12 + 0.0205 X2? + 5.42 X352 [21]

DPPH (mmol Trolox g* s.tv.) = 0.1123 - 0.0012 X; + 0.0705 X, — 0.0246 X3+ 0.0011

X1Xz +0.0004 X1 X3 + 0.0156 X2X3 + 0.0294 X;2 + 0.0294 X2 + 0.0366 X3? [22]

ABTS (mmol Trolox gt s.tv.) = 0.1574 — 0.0010 X; + 0.0589 X,— 0.0563 X3— 0.0037

X1X2 —0.0005 X1X3 — 0.0200 X2X3 + 0.0220 X;2 + 0.0047 X2? + 0.0283 X3? [23]

Analiza varijance prikazana je u tablici 20. Vrijednosti R? za sve odzive vi$e su od 0,80
(udjel ukupnih polifenola: 0,9855; DPPH: 0,9255; ABTS: 0,9819), postotak varijacija koje nisu
opisane modelom iznose 1,42 % (udjel ukupnih polifenola), 7,45 % (DPPH) i 1,09 % (ABTS),
razlika izmedu vrijednosti R?i prilagodenog R? niza je od 0,1, $to ukazuje na prikladnost modela
pri opisivanju eksperimentalnih podataka. Adekvatna preciznost vecéa je od 4 (udjel ukupnih
polifenola: 21,458; DPPH: 8,5245; ABTS: 20,3617), Sto ukazuje na adekvatan signal, a niske
vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) (udjel ukupnih polifenola: 7,27; DPPH: 19,15; ABTS:
8,05) ukazuju na dobru preciznost i pouzdanost eksperimentalnih rezultata.

p-vrijednost modela niZa je od 0,5 za sve rezultate (udjel ukupnih polifenola: <0,0001;
DPPH: 0,0091; ABTS: 0,0002). Za test neuskladenosti p-vrijednost visa je 0,05 te iznosi 0,6053
za udjel ukupnih polifenola, 0,1497 za DPPH 10,2671 za ABTS. Srednji kvadrati Cistih pogreski
za sve rezultate su niski (udjel ukupnih polifenola: 5,17; DPPH: 0,000; ABTS: 0,0000).

Tablica 20. SWE: Analiza varijance (ANOVA) odabranog kvadratnog modela ekstrakcije
polifenolnih spojeva

a) Odziv: Ukupni sadrZaj polifenola

Izvor Zbroj Stupanj Srednja F- p-
kvadrata slobode vrijednost vrijednost vrijednost
kvadrata
Model 2387,63 9 265,29 45,47 < 0,0001
Ostatak 35,01 6 5,83
Nedostatak 29,84 5 5,97 1,15 0,6053

uklopljenosti
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Cista pogreska 5,17 1 5,17
Ukupna 2422 .64 15
korelacija
R2=0,9855; R%prilagoden=0,9639; R%predviaen=0,8114; CV=7,27; adekvatna
preciznost=21,458
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

Model 0,0768 9 0,0085 8,28 0,0091
Ostatak 0,0062 6 0,0010
Nedostatak 0,0061 5 0,0012 25,31 0,1497
uklopljenosti
Cista pogreska 0,0000 1 0,0000
Ukupna 0,0830 15
korelacija
R?=0,9255; R?prilagoden=0,8138; RZpredviaen=0,3691; CV=19,15; adekvatna preciznost
=8,5245
¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
Model 0,0776 9 0,0086 36,12 0,0002
Ostatak 0,0014 6 0,0002
Nedostatak 0,0014 5 0,0003 7,68 0,2671
uklopljenosti
Cista pogreska 0,0000 1 0,0000
Ukupna 0,0790 15
korelacija
R?=0,9819; R?prilagoaen=0,9547; RZpredviaen=0,7788; CV=8,05; adekvatna preciznost
=20,3617

Znacajnost koeficijenata determinacije odredena pomocu p- i F-vrijednosti prikazana je
u tablici 20. 1z prikazanih vrijednosti vidljivo je da na sve odzive znacajno utjeCe nezavisna
varijabla X, (temperatura). p-vrijednosti za temperaturu manje su od 0,0001 za udio ukupnih
polifenola i antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom, dok za antioksidacijski
kapacitet odreden ABTS metodom iznosi 0,0004. Na odziv udjela ukupnih polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom takoder znacajno utjeCe omjer
uzorak/otapalo (p<0,0001), dok je za DPPH iznad granice znac¢ajnosti (p=0,0516). Na udio

ukupnih polifenola znacajan utjecaj imaju i interakcija temperature i omjera uzorak/otapalo
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(X2X3) te kvadrat omjera uzorak/otapalo (Xs?). Na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS

metodom znacajan utjecaj ima interakcija temperature i omjera uzorak/otapalo.

Tablica 21. SWE: Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove znacajnosti
za kvadratni model

a) Odziv: Ukupan sadrZaj polifenola

Izvor Zbroj Stupanj Srednja F- p-vrijednost
kvadrata slobode vrijednost  vrijednost
kvadrata
X1 (vrijeme) 0,7838 1 0,7838 0,1343 0,7266
X (temperatura) 724,47 1 724,47 124,16 < 0,0001
Xz (omjer 1339,86 1 1339,86 229,63 < 0,0001
uzorak/otapalo)
X1X2 0,4822 1 0,4822 0,0826 0,7834
X1X3 0,2273 1 0,2273 0,0390 0,8501
XaoX3 147,29 1 147,29 25,24 0,0024
X4? 14,13 1 14,13 2,42 0,1706
X2? 0,0011 1 0,0011 0,0002 0,9895
X3? 77,31 1 77,31 13,25 0,0108
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
X1 (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,0140 0,9096
X2 (temperatura) 0,0496 1 0,0496 48,18 0,0004
X3 (omjer 0,0061 1 0,0061 5,87 0,0516
uzorak/otapalo)
X1X2 0,0000 1 0,0000 0,0102 0,9227
X1X3 1,532 x 1 1,52 x 10 0,0015 0,9705
10°®
X2X3 0,0020 1 0,0020 1,90 0,2175
X1? 0,0023 1 0,0023 2,21 0,1879
X2? 0,0013 1 0,0013 1,30 0,2969
X3? 0,0035 1 0,0035 3,42 0,1138
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
X1 (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,0450 0,8391
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X, (temperatura)  0,0347 1 0,0347 145,32 < 0,0001

Xz (omjer 0,0317 1 0,0317 132,72 < 0,0001
uzorak/otapalo)

X1 X2 0,0001 1 0,0001 0,4688 0,5191
X1X3 1,797 x 1 1,797 x 10® 0,0075 0,9337

10°®

X2X3 0,0032 1 0,0032 13,45 0,0105
X1? 0,0013 1 0,0013 5,34 0,0602
X2? 0,0001 1 0,0001 0,2396 0,6419
X3? 0,0021 1 0,0021 8,85 0,0248

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli odredene su pomocu 3D odzivnih povrSina
prikazanih na slikama 11a-i i matemati¢kih modela ([21], [22], [23]). Odredeni optimalni uvjeti
SWE su 5 min, 200 °C te 1g/100 mL. Pri definiranim optimalnim uvjetima dobivene su
eksperimentalne vrijednosti za udio ukupnih polifenola 60,1 mg GAE g s.tv., antioksidacijski
kapacitet odreden ABTS metodom 0,349 mmol Trolox g s.tv. te DPPH metodom 0,280 mmol
Trolox g s.tv. Navedene vrijednosti vrlo su sliéne predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih
polifenola: 60,9 mg GAE g s.tv.; DPPH: 0,281 mmol Trolox g s.tv.; ABTS: 0,325 mmol
Trolox g s.tv.), pri éemu su relativne pogreske za udio ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet odreden DPPH metodom niske te iznose 1,33 % i 0,001%, dok je relativna pogreska
izmedu predvidene i dobivene vrijednosti za antioksidacijski kapacitet odreden ABTS
metodom nesto visa te iznosi 19,48 %. To ukazuje na bolju prikladnost modela za predvidanje
udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom u realnim
sustavima u odnosu na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom.

Dobiveni rezultati usporedivi su s onima dobivenim u radu Vladi¢ i suradnika (2017),
gdje je provedeno optimiranje ekstrakcijskih uvjeta SWE ekstrakcije polifenolnih spojeva
Primorskog vriska (Satureja montana L.) biljke iz porodice Lamiaceae. Temperatura
ekstrakcije odredena je kao najznacajniji parametar ekstrakcije, dok je vrijeme imalo zanemariv
utjecaj na promatrane zavisne varijable. Najvisi udio ukupnih polifenola ekstrahiran je pri
temperaturi od 150 °C, dok je povecanje temperature dovelo do smanjivanja navedene
vrijednosti. Unato¢ smanjenju vrijednosti udjela ukupnih polifenola pri viSim temperaturama,
najvisa antioksidacijska aktivnost izmjerena je kod ekstrakata dobivenih pri 220,5 °C. Razlog

tomu vjerojatno je neoformacija spojeva reakcijama karamelizacije i Maillardovim reakcijama,
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koje zapocinju pri temperaturama 140 — 160 °C (Plaza i sur., 2010; Cvetanovi¢ i sur., 2018).
Definirana optimalna vrijednost temperature ekstrakcije ista je kao ona definirana u radu Vladi¢
i suradnika (2017), dok je vrijeme ekstrakcije znatno dulje. U radu Cvetanovi¢ i suradnika
(2018) SWE ekstrakti kamilice (Matricaria chamomilla L.) pokazali su najvisu
antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS i DPPH metodama pri ekstrakcijskoj temperaturi od
150 °C u odnosu na vise temperature ekstrakcije (210 °C), $to je suprotno od rezultata dobivenih

u ovome radu.
a) b) c)
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Slika 1la-i. Ekstrakcija subkriticnom vodom: 3D prikaz odzivnih povrSina za utjecaje a)
temperature i vremena; b) omjera uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera
uzorak/otapalo; d) temperature i vremena; na udio ukupnih polifenola; d) vremena i
temperature; e) vremena i omjera uzorak/otapalo; f) temperature i omjera uzorak/otapalo; na
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom; a) temperature i vremena; b) omjera
uzorak/otapalo i vremena; c) temperature i omjera uzorak/otapalo; na antioksidacijski kapacitet
odreden ABTS metodom
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4.4. KARAKTERIZACIJA POLIFENOLNIH EKSTRAKATA DOBRICICE
DOBIVENIH POD OPTIMALNIM UVJETIMA EKSTRAKCIA

Optimalni parametri za istrazivane ekstrakcijske tehnike — HAE (100 °C, 10 min, 1g/100
mL), MAE (90 °C, 4,93 min, 1g/100 mL) i SWE (200 °C, 5 min, 1 g/100 mL) odredeni su na
uzorku D3 te su potom primijenjeni na preostale sakupljene uzorke dobri¢ice (D1, D2, D4, D5,
D6 i D7). Dobivenim ekstraktima odreden je ekstrakcijski prinos, udjel ukupnih polifenola,

antioksidacijski kapacitet te udio pojedinacnih polifenolnih spojeva.

4.4.1. Odredivanje ekstrakcijskog prinosa

Ekstrakcijski prinos, odreden kao postotak ekstraktibilne suhe tvari, za sakupljene

uzorke dobricice prikazan je u tablici 22.

Tablica 22. Ekstrakcijski prinos razlicito pripremljenih ekstrakata dobricice

Ekstrakcijski prinos

(%) HAE MAE SWE

D1 0,48+0,01 0,38+0,01 0,53+0,01
D2 0,48+0,02 0,44+0,01 0,42+0,01
D3 0,36+0,01 0,25+0,01 0,43+0,02
D4 0,41+0,00 0,36+0,00 0,54+0,01
D5 0,39+0,02 0,36+0,01 0,46+0,00
D6 0,41+0,03 0,34+0,02 0,51+0,00
D7 0,42+0,005 0,32+0,007 0,51+0,01

HAE — konvencionalna metoda ekstrakcije; MAE — ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; SWE — ekstrakcija

subkriticnom vodom
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Iz navedenih vrijednosti vidljivo je da je najviSi ekstrakcijski prinos odreden u
ekstraktima dobivenim SWE (0,42 za uzorak D2 do 0,54 % za uzorak D4), zatim HAE (0,36
za uzorak D3 do 0,48 % za uzorak D2) pa MAE (0,25 za uzorak D3 do 0,44 % za uzorak D2).
Ekstrakcijski uvjeti metoda razlikuju se u trajanju i temperaturi ekstrakcije. SWE metoda
ekstrakcije podrazumijeva ekstrakciju pri najvisoj temperaturi (200 °C), stoga je ocekivan
najvisi prinos, dok MAE metoda koja ima najnizi prinos podrazumijeva ekstrakciju pri najnizoj
temperaturi (90 °C). Prinos SWE metode visi je od prinosa HAE i MAE, §to se podudara s
podacima u literaturi. S obzirom na visi koeficijent difuzije, nizu viskoznost i povrSinsku
napetost, subkriti¢éna voda bolje penetrira u matriks i pogoduje boljem transferu mase. Takoder,
SWE metoda ima bolju selektivnost od konvencionalnih te time daje i vecu ¢istocu ekstrakta
(Azmir i sur., 2013; Zhang i sur., 2020).

4.4.2. Karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakata

Karakterizacija bioaktivnog sastava ekstrakata dobricice provedena je odredivanjem
udjela ukupnih polifenola, antioksidacijskog kapaciteta te udjela pojedinacnih polifenolnih

spojeva.
Na slici 12 prikazan je udio ukupnih polifenola odredenih u ekstraktima dobriCice

dobivenim HAE, MAE i SWE metodama ekstrakcije.
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Slika 12. Udjel ukupnih polifenola razli¢ito pripremljenih ekstrakata dobri¢ice sakupljenih sa
razli¢itih lokacija (HAE — konvencionalna metoda ekstrakcije; MAE — ekstrakcija

potpomognuta mikrovalovima; SWE — ekstrakcija subkriticnom vodom)
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Iz navedenih rezultata vidljivo je da je SWE metodom ekstrakcije ekstrahiran najvisi
udio polifenolnih spojeva u svim uzorcima te iznosi od 60,09 mg GAE g s.tv. za uzorak D3
do 101,71 mg GAE g s.tv. za uzorak D4. HAE metoda ekstrakcije rezultirala je najnizim
udjelom polifenola (44,60 mg GAE gs.tv. za uzorak D3 do 87,87 mg GAE gs.tv. za uzorak
D4), u svim uzorcima osim uzorka D2 gdje je nizi udio postignut metodom MAE. MAE
metodom ekstrahiran je visi udio polifenola u odnosu na HAE, unato¢ nizem ekstrakcijskom
prinosu MAE metode. Takoder, moze se uociti kako najvisi udio polifenola sadrzi uzorak D4
(87,87 mg GAE g!s.tv. za HAE do 101,71 mg GAE g!s.tv. za SWE), a najnizi uzorak D3
(40,60 mg GAE g*s.tv. za HAE do 60,09 mg GAE g!s.tv. za SWE).

Navedeni podaci za udio ukupnih polifenola odreden u ekstraktima dobivenim
konvencionalnom metodom za 1,5 do 3 puta su visi od podataka navedenih u radu Belscak-
Cvitanovi¢ 1 suradnika (2013), gdje je u ekstraktima dobivenim sli¢énim ekstrakcijskim
parametrima (10 min, 80 °C, 0,1 g mL™) odreden udio ukupnih polifenola od 27,55 mg GAE
g!s.tv. Razlog razli¢itog udjela ukupnih polifenola mogu biti svjetlost, lokacija i period berbe
uzoraka (Varga i sur., 2016).

U usporedbi s konvencionalnom metodom, gdje se ekstrakcija odvija mehanizmom
zagrijavanja otapala i njegove difuzije u stanice te otapanjem analita u otapalu i difuzije iz
stanice, MAE podrazumijeva jednoliko zagrijavanje cijelog volumena uzorka te rupturu
stani¢nih stijenki pri ¢emu dolazi do izlaska sadrzaja iz stanice i u¢inkovitije ekstrakcije (Galan
i sur., 2017). S obzirom na navedene Cinjenice, ekstrakcijom pomoc¢u mikrovalova ekstrahiran
je visi udio ukupnih polifenola kod svih analiziranih uzoraka nego konvencionalnom metodom.
Isti trend uocen je u radu Galan i suradnika (2017), gdje su ekstrakti dobiveni MAE sadrzavali
162 mg GAE gls.tv., a konvencionalnom metodom 150 mg GAE gts.tv.

SWE metodom postignuti su najvisa vrijednost udjela ukupnih polifenola u ekstraktima.
Uvjeti ekstrakcije poput povisenog tlaka i temperature dovode vodu u subkriticno stanje pri
¢emu se smanjuje polarnost vode. Time dolazi i do otapanja manje polarnih fenolnih spojeva u
vodi, $to moze biti jedan od razloga viSeg udjela polifenola u ekstraktima. Takoder, pri visokim
temperaturama ekstrakcije moze do¢i i do fragmentacije fenolnih spojeva pri ¢emu mogu nastati
novi fenolni spojevi, Cije hidroksilne skupine takoder ulaze u reakciju s Folin-Ciocalteu
reagensom (Rodrigues i sur., 2020). Visi udio ukupnih polifenola ekstrakata dobivenih SWE u
odnosu na MAE uocen je i u radu Rodrigues 1 suradnika (2020), gdje se ispitivala u¢inkovitost

SWE i MAE metode za ekstrakciju polifenolnih spojeva biljke Cnidoscolus Aconitifolius Mill.
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Na slikama 13 i 14 prikazan je antioksidacijski kapacitet odreden pomo¢u ABTS i

DPPH metode za iste uzorke.
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Slika 13. Antioksidacijski kapacitet razli¢ito pripremljenih ekstrakata dobricice sakupljenih sa
razli¢itih lokacija (HAE — konvencionalna metoda ekstrakcije; MAE — ekstrakcija

potpomognuta mikrovalovima; SWE — ekstrakcija subkriticnom vodom)
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Slika 14. Antioksidacijski kapacitet razli¢ito pripremljenih ekstrakata dobri¢ice sakupljenih sa
razli¢itih lokacija (HAE — konvencionalna metoda ekstrakcije; MAE — ekstrakcija

potpomognuta mikrovalovima; SWE — ekstrakcija subkriticnom vodom)
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Iz navedenih rezultata vidljivo je da ekstrakti dobiveni SWE metodom imaju najvise
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS i DPPH metodama, zatim ih slijede
MAE pa HAE ekstrakti. Iznimka je uzorak D4 kojemu je antioksidacijski kapacitet odreden
ABTS metodom nesto visi kod HAE metode u odnosu na MAE metodu. Sukladno dobivenim
vrijednostima za udio ukupnih polifenola, uzorak D4 pokazao je najviSi antioksidacijski
kapacitet (ABTS: 0,589 — 0,650 mmol Trolox g s.tv.; DPPH: 0,504 — 0,644 mmol Trolox g
s.tv.), dok je najnizi pokazao uzorak D3 (ABTS: 0,209 — 0,349 mmol Trolox g* s.tv.; DPPH:
0,209 — 0,333 mmol Trolox gt s.tv.).

Razlika antioksidacijskih kapaciteta odredenih ABTS i DPPH metodama vjerojatno je
posljedica razli¢itih reakcija izmedu polifenola i dva razlicita radikala. Polifenoli, s obzirom na
Siroki spektar kemijskih struktura, ulaze u razliite reakcije sa slobodnim radikalima. U radu
Platzer i suradnika (2021) uo¢eno je da odredeni dihidrokalkoni i flavanoni ne reagiraju s DPPH
radikalom, Sto dovodi do znacCajnih razlika antioksidacijskih kapaciteta odredenih ovim dvama
metodama. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka bogatih dihidrokalkonima i
flavanonima ucinkovitije je ABTS metodom. Za sve ekstrakte antioksidacijski kapacitet
odreden ABTS metodom visi je od onoga odredenog DPPH metodom, $to upucuje na razlicit
sastav polifenola u ekstraktima. Ova pojava posebice je izrazena za SWE ekstrakte, Ciji je
ABTS metodom odredeni antioksidacijski kapacitet znacajno visi u odnosu na onaj odreden
DPPH metodom. Sli¢ni rezultati prikazani su u radu Cvetanovi¢ i suradnika (2018), gdje su
promatrani SWE ekstrakti kamilice (Matricaria chamomilla L.) dobiveni pri razli¢itim
temperaturama ekstrakcije (65 — 210 °C) pokazali visu antioksidacijsku aktivnost odredenu
ABTS metodom u odnosu na DPPH.

Unato¢ nizem ekstrakcijskom prinosu ekstrakti dobiveni pomo¢u MAE imaju visi udio
polifenola i vi$u antioksidacijsku aktivnost (TPC: 48,6 mg GAE g s.tv., ABTS:,302 mmol
Trolox g s.tv.; DPPH: 0,218 mmol Trolox g s.tv..) od konvencionalne metode (TPC: 40,3
mg GAE g s.tv.; DPPH: 0,209 0,209 mmol Trolox g* s.tv.; ABTS: 0,212 0,209 mmol Trolox
g? s.tv.), §to ukazuje na veéu Sistocu ekstrakata dobivenih MAE metodom. Sliéni rezultati
dobiveni su u radu Galan i suradnika (2017) gdje je ekstrakcijom polifenola iz pasjeg trna
(Hippophae rhamnoides L.) MAE i konvencionalnom metodom, dobiven jednak prinos
ekstrakcije, ali ekstrakti dobiveni konvencionalnom metodom imali su nizi udio ukupnih

polifenola i antioksidacijski kapacitet.
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HPLC-DAD metodologijom identificirani su i kvantificirani pojedina¢ni polifenolni
spojevi u razli¢ito pripremljenim ekstraktima dobric¢ice (HAE, MAE i SWE). Rezultati su

prikazani u tablici 23.

Tablica 23. Udjel pojedinaénih polifenolnih spojeva u razli¢ito pripremljenim ekstraktima

dobricice sakupljenih sa razli¢itih lokacija

Flavanoidi
Fenolne kiseline (mg g s.tv.)
(mg g?ts.tv.)
Uzorak  Metoda Klorogenska Kafeinska Ruzmarinska .
ekstrakcije kiselina kiselina kiselina
D1 HAE 5,53+0,03 0,48+0,02 0,9620,06 4,69+0,02
MAE 6,10+0,01 0,47+0,01 1,33+0,02 5,61+0,03
SWE 1,73+0,00 0,10+0,00 0,17+0,03 1,01+0,00
D2 HAE 6,42+0,03 0,73+0,00 0,75+0,00 6,89+0,15
MAE 7,15+0,06 0,65+0,01 3,00+0,01 8,83+0,09
SWE 2,20+0,00 0,13+0,00 0,17+40,00 1,09+0,21
D3 HAE 1,13+0,02 0,38+0,00 4,80+0,02 1,53+0,01
MAE 1,10£0,02 0,45+0,00 5,56+0,04 1,64+0,03
SWE 0,47+0,00 0,14+0,00 0,40+0,00 0,40+0,00
D4 HAE 1,65+0,05 0,84+0,01 11,03+0,15 3,89+0,02
MAE 1,78+0,01 0,60+0,00 18,69+0,14 4,38+0,03
SWE 0,99+0,02 0,24+0,00 1,07+0,00 1,01+0,12
D5 HAE 1,76+0,06 0,47+0,02 0,94+0,33 0,58+0,01
MAE 2,31+0,03 0,47+0,02 4,14+0,08 1,03+0,02
SWE 1,1740,00 0,42+0,00 0,24+0,00 0,26+0,00
D6 HAE 3,14+0,11 0,62+0,03 0,40+0,03 1,88+0,00
MAE 4,98+0,01 0,71+0,00 3,54+0,01 3,95+0,02
SWE 1,52+0,00 0,11+0,00 0,21+0,00 0,82+0,00
D7 HAE 3,12+0,02 0,72+0,01 1,27+0,00 3,29+0,02
MAE 3,33+0,07 0,76+0,01 2,37+0,06 3,87+0,05
SWE 1,14+0,00 0,13+0,00 0,12+0,00 1,07+0,00
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U ekstraktima dobricice identificirani su cetiri polifenolna spoja: klorogenska, kafeinska i
ruzmarinska kiselina iz grupe fenolnih kiselina te flavonoid rutin. 1z navedenih rezultata
vidljivo je kako su razli¢ite metode ekstrakcije rezultirale razli¢itim udjelima pojedina¢nih
polifenolnih spojeva. Najvisi udjeli pojedinacnih polifenolnih spojeva odredeni su ve¢inom u
MAE ekstraktima, a zatim u HAE ekstraktima. SWE metoda ekstrakcije rezultirala je najnizim
udjelima pojedinacnih polifenolnih spojeva. Razlog tomu vjerojatno jest termalna degradacija
termolabilnih spojeva te ekstrakcija manje polarnih komponenti (Gbashi i sur., 2016).

Najvisi udio ruzmarinske kiseline odreden je u uzorku D4 (HAE: 11,03 mg g s.tv.; MAE:
18,69 mg gt s.tv.; SWE: 1,07 mg g s.tv.), koji ujedno ima i najvisi udio ukupnih polifenola i
antioksidacijski kapacitet. Ruzmarinska kiselina (slika 15) ester je kafeinske i 3,4-
dihidrofenillaktatne kiseline. Snazan je antioksidans te ima protuupalno djelovanje, zbog cega
ima terapeutski potencijal kod lije¢enja autoimunih bolesti. Osim toga, in Vvitro istrazivanja
pokazala su antikancerogeno djelovanje, posebice kod stanica raka pluc¢a, prostate i kronicne
mijeloi¢ne leukemije te preventivno i terapeutsko djelovanje na neurodegenerativne

poremecaje i dijabetes melitus (Chao i sur., 2019; Luo i sur., 2020; Sik i sur., 2021).
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Slika 15. Ruzmarinska kiselina (Chou i sur., 2019)

Kafeinska kiselina je hidroksicimetna kiselina zastupljena u vocu, povréu, kavi i zaCinima
(slika 16). U radu Sik i suradnika (2021) uocen je porast koncentracije kafeinske kiseline u
etanolnim ekstraktima razlicitih biljaka porodice Lamiaceae kao posljedica degradacije
ruzmarinske kiseline. Kafeinska kiselina sastavni je dio mnogih polifenolnih spojeva pa njeno
prisustvo u viSim koncentracijama moze biti posljedica degradacije spojeva visokom
temperaturom (Chou i sur., 2019). U HAE ekstraktima uzoraka D1, D2 i D4 uocena je visa
koncentracija kafeinske kiseline u odnosu na MAE ekstrakte, $to potencijalno moze ukazati na
ocuvanje polifenolnih spojeva MAE metodom, zbog blazih ekstrakcijskih uvjeta. Takoder, do

degradacije ruzmarinske kiseline dolazi i tijekom skladiStenja, pri ¢emu se povecava koli¢ina
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kafeinske, Sto moze upucivati i na svjeZinu pocetnih uzoraka, odnosno razli¢ito vrijeme berbe

(Sik i sur., 2021).

HO [ oH

HO

Slika 16. Kafeinska kiselina (Chou i sur., 2019)

Klorogenska kiselina (slika 17) najzastupljenija je fenolna kiselina u vecini ekstrakata,
izuzev HAE, MAE i SWE ekstrakata uzoraka D3, D4 i MAE ekstraktu uzorka D5. Nastaje
esterifikacijom kafeinske i kininske kiseline te je zastupljena u mnogim biljkama, npr. u
jabukama i zrnima kave. Razli¢ita in vivo i in vitro istraZivanja ukazuju na razli¢ite potencijalne
bioloske funkcije klorogenske kiseline, kao S$to su antioksidacijska, antikancerogena i

hepatoprotektivna funkcija (Chou i sur., 2019).

OH
HO"

OH

OH
Slika 17. Klorogenska kiselina (Chou i sur., 2019)

Flavanol rutin (slika 18), glikon kvercetina, poznat je po snaznim protuupalnim,
antioksidacijskim i protektivnim svojstvima kardiovaskularnog sustava. Nalazi se u brojnom
vocu i povréu. U ekstraktima dobricice u najvec¢em je udjelu odreden u MAE ekstraktu uzorka

D2 uzorka (8,83 mg gt s.tv.).
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OH OH OH
Slika 18. Rutin (Chou i sur., 2019)

Rezultati ovog rada u skladu su sa istrazivanjem Chou i suradnika (2019) koji su
identificirali 12 polifenolnih spojeva dobricice u ekstraktima dobivenim infuzijom. U najve¢em
udjelu detektirana su ista Cetiri spoja kao u ovom radu: ruzmarinska kiselina (0,62 — 13,98 mg
gt ekstrakta), klorogenska kiselina (0,18 — 2,50 mg g* ekstrakta), kafeinska kiselina (0,08 —
1,82 mg g! ekstrakta ) te rutin (0,16 — 0,94 mg g* ekstrakta), i u nesto nizim koncentracijama

genistin, ferulinska kiselina, daidzin, genistein, galna kiselina, katehin i kvercetin.

4.4.3. NIR i PCA analiza

NIR spektroskopija nedestruktivna je analiticka metoda, koja omogucava analizu
velikog broja uzoraka bez prethodne pripreme i predtretmana te omogucuje mjerenje u realnom
vremenu. Temelji se na apsorpciji ili refleksiji elektromagnetskog zracenja bliskog
infracrvenog dijela spektra te analizi spektra pomocu razli¢itih kemometrijskih metoda.
Snimljeni spektri predstavljaju 'otisak prsta’ (engl. fingerprint) snimanog uzorka. Interakcija
uzorka i svjetlosti mjeri se vibracijama kemijskih veza komponenti uzorka (Gajdos Kljusuri¢ i
sur., 2016; Bittner i sur., 2013). Vibracija molekule ima odredenu frekvenciju/valnu duljinu te
seriju overtona. Oblik spektra za odredeni uzorak rezultat je karakteristicnih temeljnih vibracija
I overtona kemijskih veza, primarno C-H, N-H, O-H i C=0 veza. Kompleksnost molekulskih
struktura rezultira preklapajué¢im signalima na spektrima. 1z tog razloga potrebno je analizirati
NIR spektre statistickim metodama (Badr Eldin, 2011).

Ekstrakti dobiveni inovativnim i konvencionalnom metodom ekstrakcije analizirani su
NIR spektroskopijom. Spektri su snimljeni u podruc¢ju valnih duljina 904 do 1699 nm za sve
uzorke, a usporedbe spektara snimljenih za ekstrakte dobivene razli¢itim metodama za pojedine
uzorke prikazane su na slici 19. Apsorpcija u podrucju od 900 do 1000 nm odgovara drugom i
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trecem overtoneu C-H i O-H veza te ukljucuje povezanost s tre¢im overtoneom C-Hz istezanjem
ili s aromatskim skupinama. Apsorpcija u podruéju 1340 — 1700 nm odgovara prvom i drugom
overtoneu C-H i drugom overtoneu O-H veza te takoder njihovu povezanost s aromatskim
grupama. Navedene veze i skupine o¢ekivane su u fenolnim spojevima i antioksidansima, $to
ukazuje na njihovu prisutnost u uzorku, a razlike u spektrima upucuju na razlike u sastavu i
koli¢ini polifenola (Gajdos Kljusuri¢ i sur., 2016). Najznacajnije razlike uocene na NIR
spektrima svih uzoraka nalaze se u podrucju apsorpcije od 1600 do 1700 nm, gdje se posebno
isti¢e krivulja SWE ekstrakata, koja ima nizu apsorpciju od preostale dvije, osim za uzorak D1
gdje je vrlo slicna krivulji HAE ekstrakata. Takoder, do izrazaja dolazi odstupanje SWE
ekstrakta uzorka D7, koji ima znatno visu apsorpciju od svih preostalih ekstrakata u navedenom
podru¢ju. Ovo podru¢je apsorpcije odgovara prvom overtoneu C-H veza povezanih s
aromatskim skupinama, §to moze ukazivati na razlicitu koli¢inu i sastav fenolnih spojeva. S
obzirom da udio ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet navedenih ekstrakata ne
odstupaju znacajno od ostatka, razlog odstupanja na NIR spektru vjerojatno je razlicit sastav

polifenolnih spojeva.
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Slika 19. Usporedba NIR spektara za ekstrakte dobivene HAE, MAE i SWE metodama

ekstrakcije za uzorke dobri¢ice D1-D7.

Na NIR spektrima svih uzoraka odredeni su dijelovi spektra koji upucuju na specificne

razlike medu uzorcima, stoga je napravljena redukcija spektra za daljnju obradu podataka. Za
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PCA analizu koristene su vrijednosti apsorbancija u rasponu 900 — 1000 nm i 1400 — 1700 nm.
Rezultati PCA analize prikazani su na slici 20. PCA analiza je kemometrijska metoda koja
prepoznaje ponavljajuce obrasce u podacima te ih grupira na nacin da se istaknu njihove
sli¢nosti i razlike. Cilj je izluciti vazne informacije iz dobivenih podataka te ih prikazati kao
nove ortogonalne varijable, odnosno glavne komponente (Jolliffe, 2002; Saporta i Niang,
2010).
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Slika 20. Prikaz prva dva faktora PCA analize HAE, MAE i SWE ekstrakata svih 7 uzoraka

dobridice

Slika 20 prikazuje prva dva faktora PCA analize, koji zajedno opisuju 98,16 % podataka
(75,70 % faktor 1; 22,46 % faktor 2). Faktor 1 ima vecu znacajnost za razlike medu uzorcima,
Sto ukazuje na znacajnije razlike izmedu uzoraka raspodijeljenih po x-osi. Uzorci su ve¢inom
grupirani prema metodama ekstrakcije, pri cemu se SWE ekstrakt uzorka D7 znacajno
razlikuje od ostalih SWE ekstrakata, $to je o¢ekivano s obzirom na odstupanje na NIR spektru
(slika 19). MAE i HAE ekstrakti grupirani su vrlo blizu. To potencijalno ukazuje na visi udio
1 razlicit sastav polifenolnih spojeva u SWE ekstraktima u odnosu na HAE i MAE ekstrakte.
HAE i MAE metoda ekstrakcije provodene su pri slicnim temperaturama (HAE: 100 °C i
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MAE: 90 °C), §to je potencijalno dovelo do ekstrakcije sli¢nih polifenolnih spojeva u HAE 1
MAE ekstraktima. Takoder, promatrajuci pozicije HAE, MAE i SWE ekstrakata uzorka D4
kojem je odreden najvisi udio ukupnih polifenola, moze se uociti slicnost HAE i MAE
ekstrakta koji se nalaze u gornjem lijevom kvadrantu, u odnosu na SWE ekstrakt pozicioniran
u donjem desnom kvadrantu. Ovakve razlike potencijalno upucuju na razlicit sastav

polifenolnih spojeva u ekstraktima.
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5. ZAKLJUCCI

1.

lako kemijski sastav dobri¢ice znacajno 0Vvisi o prirodnom staniStu, Svi analizirani
uzorci pokazali su se bogatim izvorima prehrambenih vlakana, naro¢ito onima
netopljivima, i proteinima.

Medu mineralnim tvarima najzastupljeniji elementi u svim analiziranim uzorcima
dobricice bili su K, Ca, Mg, P, Al, Fe i Na.

Metoda odzivnih povrsina i centralno-kompozitni dizajn uspjesno su primijenjeni za
optimiranje parametara konvencionalne metode ekstrakcije polifenolnih spojeva
potpomognute toplinom, ekstrakcije potpomognute mikrovalovima te ekstrakcije
subkriticnom vodom.

Eksperimentalne vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta
ekstrakata blisko su odgovarale predvidenim vrijednostima $to znaci da dobiveni
matemati¢ki modeli na ispravan nacin opisuju ponasanje ovih parametara u stvarnim
sustavima.

Optimalni parametri odredeni za konvencionalnu ekstrakciju su — 100 °C, 10 min,
19/100 mL; ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima — 90 °C, 4,93 min, 1g/100 mL i
ekstrakciju subkriticnom vodom — 200 °C, 5 min, 1 g/100 mL.

Ekstrakcija subkriticnom vodom pod definiranim optimalnim uvjetima rezultirala je
ekstraktom s najvisim udjelom ukupnih polifenola i antioksidacijskim kapacitetom, dok
se ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima pokazala najprikladnijom za ekstrakciju
ciljanih polifenolnih spojeva: klorogenska, kafeinska i ruzmarinska kiselina te rutin.
PCA analiza je, na temelju NIR spektara ekstrakata dobricice, grupirala uzorke vise
prema metodi ekstrakcije, nego prema mjestu sakupljanja - odnosno prirodnom stanistu,
Sto znaci da na konacan polifenolni profil ekstrakta ve¢i utjecaj ima odabrana metoda

ekstrakcije.
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