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1. UVOD

U posljednjih nekoliko godina, promjene okoli$nih uvjeta i smanjenje dostupnosti prirodnih
resursa rezultiraju ve¢im pritiskom na gospodarstvo i industrijsku proizvodnju hrane. Iz tog
razloga, koncept kruznog gospodarstva, kao dio odrzivog razvoja, predstavlja na¢in prevladavanja
postojeceg modela proizvodnje koji bi uspjesno povecao iskoristenje prisutnih resursa i time
smanjio industrijski otpad. U skladu s tim, javlja se sve veci interes za pretvorbu nusproizvoda
prerade u komercijalno vrijedne proizvode koriStenjem ,,zelenih* metoda, pri cemu se ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom istice kao tehnika primjerena za izdvajanje visokovrijednih spojeva iz
takvih izvora. Takoder, s ekoloskog i ekonomskog stajalista, tehnike ,,zelene ekstrakcije®
predstavljaju jedan od najbitnijih koraka u dobivanju bioaktivnih spojeva iz sporednih tokova

prerade Secernih sirovina (Gharib-Bibalan, 2018).

Zbog adekvatnog nutritivnog sastava, potaknuta su istrazivanja kojima bi se ostvarila izolacija
i upotreba visokovrijednih spojeva listova Secerne repe, U ljudskoj prehrani i prehrambenoj
industriji (Kiskini i sur., 2016; Tamayo Tenorio i sur., 2016). Dosadasnja istrazivanja, usmjerena
su uglavnom na ekstrakciju i proc¢iséavanje proteina lista u svrhu dobivanja topive i bezbojne
proteinske frakcije RuBisCO enzima (Udenigwe i sur., 2017). Takav pristup zanemaruje
kompletan sadrzaj proteina u listovima, koji posljedi¢no ostaje neiskoristen. Osim proteina, listovi
sadrze brojne visokovrijedne spojeve (npr. dijetalna vlakna, minerali i sekundarni metaboliti) koji

potencijalno proSiruju mogucénosti upotrebe listova 1 povecavaju njihovo iskoriStenje.

Op¢i cilj ovog diplomskog rada bio je ste¢i znanja o mogucoj primjeni listova SeCerne repe,
obzirom na njihovu dostupnost kao nusproizvoda prehrambene industrije. Eksperimentalni dio
rada imao je tri cilja koji se odnose na (i) usporedbu ekstrakcije potpomognute ultrazvukom s
toplinskom ekstrakcijom obzirom na razliCite uvjete tretmana, (ii) spektrofotometrijsko
odredivanje i usporedba koncentracije ukupnih proteina i fenola u dobivenim ekstraktima te (iii)
provedbu eksperimentalnog dizajna uz optimizaciju uvjeta ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom, kao i statisticku obradu izlaznih podataka za bolje razumijevanje i pronalazenje
statistiCki znacajnih parametara i kriti¢nih to¢aka u procesu. Buduci da ekstrakcija proteina i
sekundarnih metabolita iz listova moze biti izazovna zbog visokog udjela vode i enzimske
aktivnosti, u eksperimentu su koristeni suseni i svjezi listovi SeCerne repe, kako bi se dobiveni

udjeli ukupnih proteina i fenola mogli usporediti i obzirom na sadrzaj vlage u uzorcima lista.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. ODRZIVI RAZVOJ

Tijekom proteklih pedeset godina, povecan ljudski utjecaj na Zemlju i njezine resurse, kroz
gospodarski, znanstveni i tehnoloski razvoj, rezultirao je znacajnim klimatskim promjenama.
Jedno od rjeSenja nastalih problema je teznja ka odrzivom razvoju. Odrzivi razvoj je prvi put
opisan kao ,,razvoj koji zadovoljava potrebe sadaSnjosti, bez ugrozavanja moguénosti buduc¢ih
generacija za zadovoljavanjem vlastitin potreba“ (Purvis i sur., 2019). Odrzivi razvoj ima tri
glavna cilja: ekonomsku ucinkovitost, socijalnu pravednost 1 odrzivost okolisa, a istovremeno
zahtjeva znacajne promjene u nacinu razmisljanja 1 iskoriStavanja resursa. Jedan od primjera
realizacije ciljeva odrzivog razvoja je ,,Agenda 2030. za odrzivi razvoj“, koju su usvojile sve
drzave ¢lanice Ujedinjenih naroda 2015. godine, ukljuc¢ujuéi i Republiku Hrvatsku. Plan ukljucuje
17 ciljeva koji obuhvacaju podrucja klimatskih promjena, gospodarstva, drustva, kvalitete Zivota
1 politickih pitanja, te je iste potrebno realizirati do 2030. godine. Strategije koje ukljucuju odrzivi
razvoj u sektoru prehrambene industrije su ,,Zeleni plan®“ 1 ,,0d polja do stola“, koje poticu
smanjenje emisije staklenickih plinova, koriStenje obnovljivih izvora energije i razli€itih ekoloskih
metoda obrade (EC, 2019). Tijekom posljednjih nekoliko godina, u vidu odrzivog razvoja,
pojavljuje se 1 pojam kruzne ekonomije. Koncept kruzne ekonomije predstavlja moguénost
unaprjedenja postojeCeg modela proizvodnje i potros$nje, a temelji se na kontinuiranom rastu i
vecoj potrosnji dostupnih resursa. Takav zatvoreni pristup ka proizvodnom procesu unutar
prehrambenog lanca, mogao bi povecati iskoriStenje resursa i smanjiti industrijski otpad, odnosno

nusproizvode.

Pojam ,,otpad od hrane* je prema Organizaciji za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih naroda
(engl. Food and Agriculture Organization, FAO) ,,cjelovit jestivi materijal namijenjen ljudskoj
prehrani, koji nastaje u bilo kojem dijelu lanca opskrbe hranom, a koji se umjesto toga odbacuje,
gubi, razgraduje ili konzumira od strane $teto¢ina“ (Boland i sur., 2013). Duz lanca opskrbe
hranom, gubici ukljucuju otpad od hrane biljnog i Zivotinjskog porijekla. Otpadni ostaci biljaka
obuhvacaju otpatke nastale obrezivanjem i ljustenjem, stabljike, sjemenke, korijenje i ljuske iz
razli¢itih industrija kao $to su industrija Secera, uljna industrija i industrija voénih sokova (Falcone
i Imbert, 2017). Kao dio istrazivanja provedenog u Ujedinjenom Kraljevstvu, predstavljen je

postotni omjer koli¢ine otpada nastalog od hrane tijekom industrijske proizvodnje pri ¢emu



industrija prerade voca i povrca stvara 14,8 % otpadnih sirovina, u usporedbi s industrijom ribe i

morskih plodova gdje nastaje samo 0,4 % otpada (Tonini i sur., 2018).

Svake godine, oko 1,3 milijarde tona jestivog materijala biva neiskoristeno, $to ¢ini jednu
tre¢inu ukupne svjetske proizvodnje hrane (FAO, 2011). Iskoristavanje otpadnih ostataka i
nusproizvoda koji nastaju preradom hrane, potrebno je provoditi u svrhu poboljsanja gospodarske
ucinkovitost i osiguranja ekoloske odrzivosti. Spojevi dobiveni iz otpadnih sirovina mogu imati
potencijalnu primjenu u razli¢itim sektorima prehrambene industrije i biotehnologije. Istrazivanja
su pokazala da se u sjemenkama, kori, listu i stabljici biljaka, nalaze znatne koli¢ine bioaktivnih
spojeva (Rudra i sur., 2015) koji se mogu potencijalno primjenjivati u prehrambenoj industriji kao
sastojci hrane ili kao dodaci prehrani. Listovi mnogih biljaka prepoznati su kao potencijalni izvor
proteina i ostalih bioaktivnih spojeva, za primjenu u hrani na temelju njihovog nutritivnog sastava
i velike dostupnosti u obliku poljoprivrednog otpada. Naime, kod vecine industrijski vaznih usjeva,
beru se i preraduju samo odredeni dijelovi biljaka (npr. korijen, cvjetovi, plodovi), dok lis¢e ostaje
neiskoristeno. KoriStenje biljnih nusproizvoda za proizvodnju visokovrijednih spojeva predstavlja
zanimljivo rjesenje s ekoloskog gledista, ali i izvrsnu moguénost proizvodnje funkcionalnih
prehrambenih proizvoda visoke nutritivne vrijednosti, posebice u vidu odrzivih izvora proteina

kako bi se zadovoljila rastuéa potraznja i zdravstveni u¢inak na organizam.

2.1.1. Potraznja i dostupnost proteina

U danaSnje vrijeme, potaknuti rastu¢om svjetskom populacijom te socioekonomskim
promjenama, obrasci prehrane modernog druStva mijenjaju se na globalnoj razini. Promjene u
nacinu prehrane povezane su sa regulacijom tjelesne tezine (Rosenfeld i Burrow, 2017),
osvijestenosti da izbor namirnica utjece na zdravlje pojedinca, te eti¢kim i ekoloskim posljedicama
koje se povezuju s uzgojem stoke te proizvodnjom mesa i proizvoda od mesa (Schosler i sur.,
2012). 1z navedenih razloga, hrana bogata proteinima iz biljnih izvora sve vie zamjenjuje meso,
a suvremene alternative hrani s uravnotezenim sadrzajem nutrijenata dobivaju viSe pozornosti od
strane potro$aca (Kumar i sur., 2017). Proteini su medu kljuénim nutrijentima odgovornim za
zdravlje organizma i predstavljaju vrlo vaznu komponentu ljudske prehrane — neophodni su za
razli¢ite fizioloSke procese kao §to su odrzavanje miSi¢ne mase, imunoloski odgovor, stani¢nu
signalizaciju i popravak os$tecenih stanica (Wen i sur., 2019). U strukturi hrane, proteini imaju

vaznu ulogu zbog svoje funkcionalnosti, a ona ukljucuje topljivost, emulgiranje, pjenjenje i



zeliranje — svojstva neophodna za postizanje jedinstvenih karakteristika u prehrambenim
proizvodima. Posljedi¢no, gubitak strukture proteina utjeCe na funkcionalnost i nutritivnu
vrijednost namirnice.

Henchion i sur. u istrazivanju iz 2017. godine objavljuju da je potraznja proteina za tadasnje
7,3 milijarde svjetskog stanovnistva iznosila oko 202 milijuna tona globalno (Henchion i sur.,
2017). Obzirom na ocekivani rast svjetske populacije na oko 8,5 milijardi do 2030. godine te 9,7
milijardi do 2050. godine (UN, 2019) i potencijalno sve ve¢u potraznju za nutritivno bogatom
hranom, pretpostavlja se pojava velikog optere¢enja na buduéi sustav proizvodnje hrane. Proteini
mesa predstavljaju izvrstan izvor esencijalnih aminokiselina te imaju visoko iskoristenje i
probavljivost. |1z perspektive utjecaja na okoli$, masovni uzgoj zivotinja za proizvodnju hrane
zahtijeva velike povrSine za uzgoj sto¢ne hrane i opterecuje okoli§ otpadnim tokovima, emisijom
staklenickih plinova i gubitkom bioloske raznolikosti na kopnu. Uz to, Sve veca potraznja za
poljoprivrednim proizvodima i ograni¢ena dostupnost obradivog tla, ¢ini povecan uzgoj Zivotinja
neodrzivim. Nastavno, djelomi¢na zamjena zivotinjskih proteina biljnim izvorima u postoje¢im
proizvodima i razvoj novih proizvoda na bazi biljnih proteina, predstavlja jednu od glavnih
strategija iskoriStenja dostupnih proteina i opskrbe esencijalnim makro nutrijentima, buduci da su
proteini iz biljnih izvora ekonomski isplativiji i odrziviji u usporedbi s zivotinjskim (McClements

i Grossmann, 2021).

Iz perspektive ocuvanja okolisa i opceg zdravlja rastu¢e populacije, posljednjih su godina
razli¢itih organizacija, ukljucuju¢i Europsku komisiju (engl. European Commission, EC). Primjeri
novih izvora proteina ukljucuju insekte, alge, meso uzgojeno in vitro i razli¢ite biljne izvore
proteina — zitarice, oraSasti plodovi, uljarice, mahunarke i zeleni listovi (Tanambell i sur., 2022).
Medu izvorima biljnih proteina, mahunarke su vjerojatno najvaznija skupina. Slijede proteini lista,
koji potencijalno mogu biti glavni izvor proteina za primjenu u hrani. U tu svrhu razmatraju se
listovi odredenih usjeva, ovisno 0 njihovom sadrzaju proteina, regionalnoj dostupnosti i opcoj
upotrebi (npr. lucerna, $pinat, trava, moringa, duhan). Ostale izvore ¢ine listovi dobiveni u velikim
koli¢inama kao nusproizvodi nekih usjeva (npr. manioka, jeCam, brokula, Seerna repa).
Izdvajanje proteina iz sporednih tokova (nusproizvoda) prerade, predstavlja veliki pomak u
smanjenju nepovoljnih utjecaja prehrambene industrije na okoli§, ali i potencijalnu ekonomsku

korist, s obzirom na valorizaciju proteinske frakcije dobivene iz takvog izvora.



2.2. LIST SECERNE REPE

Seéerna repa (Beta vulgaris L.), pripadnica Chenopodiaceae, smatra se drugom najvaznijom
Se¢ernom kulturom u svijetu nakon Secerne trske (Saccharum officinarum L.) i jednom od
najbitnijih biljaka u prehrambenoj industriji s obzirom na Cestu primjenu u prehrani ¢ovjeka.
Buduc¢i da uspijeva u podru¢jima umjerene klime, omogucena je njena velika rasprostranjenost na
naseljenim podru¢jima — srednja i juzna Europa, SAD i dr. (Stevanato i sur., 2019), pri cemu

Europa ¢ini 60 % svjetske proizvodnje.

Nakon berbe i prerade u industriji Secera, Secerna repa za sobom ostavlja niz nusproizvoda koji
se mogu Kkoristiti u mnoge svrhe (slika 1) — prerada korijena rezultira nastankom dva vrijedna
proizvoda (pulpa i melasa Se¢erne repe) koji se odvojeno ili kombinirano mogu susiti i obraditi na
razne nacine U svrhu proizvodnje visokokvalitetne stocne hrane (Berlowska i sur., 2018).
Istovremeno, melasa Secerne repe moze sluziti i kao sirovina za fermentaciju u svrhu dobivanja

raznih proizvoda dodane vrijednosti (Stevanato i sur., 2019).

Nusproizvodi:
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Slika 1. Prerada Secerne repe i njeni nusproizvodi (prema Berlowska i sur., 2018)

Jedan od glavnih nusproizvoda Sec¢erne repe Cine glatki, tamnozeleni listovi, odvojeni od
korijena prilikom berbe, koji se uglavnom koriste kao hrana za stoku ili se ostavljaju na poljima.
Oni ¢ine 20-34 % biljke, a tezinom su uglavnom jednaki korijenu; ovisno o sorti, vremenu berbe i
sezoni rasta (Berlowska i sur., 2018). Na temelju iznimnog nutritivnog sastava i dostupnosti u
obliku poljoprivrednog otpada, potaknuto je pronalazenje primjene za visokovrijedne sastojke



listova, kroz ekstrakciju proteina i sekundarnih biljnih metabolita za upotrebu u ljudskoj prehrani

i prehrambenoj industriji (Tamayo Tenorio i sur., 2016).

2.2.1. List Sse¢erne repe kao izvor proteina

Promatranjem proteinskog sastava listova Secerne repe, utvrden je prili¢no nizak udio (3-5 %),
dok je s obzirom na suhu tvar sadrzaj proteina Visok, a iznosi 19,4-22,8 % (Tamayo Tenorio i sur.,
2017; Lammens i sur., 2012) i ¢ini listove Secerne repe obecavaju¢im izvorom proteina za
koristenje u ljudskoj prehrani i hrani za Zivotinje. Varijacije u kona¢nom prinosu proteina
uglavnom su posljedica dostupnosti dusika u tlu (Kiskini i sur., 2016). Nastavno na dane
vrijednosti, sadrzaj proteina u listovima Seéerne repe moze se procijeniti na 40-60 g m, §to je
usporedivo s proizvodnjom proteina soje (45-60 g m) i Zitarica (= 57 g m2) (van Krimpen i sur.,
2013). Nadalje, listovi SeCerne repe imaju uravnotezen sastav aminokiselina — prisutnost
esencijalnih aminokiselina kao $to su leucin, valin, fenilalanin, lizin, treonin, izoleucin 1 metionin,

dodatno pridonosi prehrambenoj vrijednosti i kvaliteti lista Se¢erne repe (Kiskini i sur., 2016).

U biljnim stanicama, vecina topivih i netopivih proteina nalazi se u kloroplastima (80 %), gdje
kroz reakcije fotosinteze sudjeluju u pretvorbi svjetlosne energije u kemijsku (Heinemann i sur.,
2021). Netopljivi proteini uglavnom ¢ine membranske proteine tilakoidnih membrana, gdje tvore
slozene fotosintetske sustave zajedno s pigmentima i kofaktorima (lipidi, karotenoidi i Klorofil) ili
se nalaze vezani za polisaharide (Martin i sur., 2014). Takvi membranski proteini proizvode
energiju putem transportnog lanca za prijenos elektrona, pri ¢emu stvorena energija omogucuje
fiksaciju ugljikovog dioksida (CO2) — kataliziranu enzimom topive frakcije zvanim RuBisCO

(ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza).

U optimalnim uvjetima, RuBisCO ¢ini gotovo 50 % topive frakcije proteina u listu SeCerne
repe, iako taj postotak varira ovisno o vrsti i uvjetima uzgoja (intenzitet svjetlosti i dostupnost
dusika u tlu). Njegova prisutnost u listovima brojnih biljaka, ¢ini ga najzastupljenijim proteinom
na svijetu (Martin i sur., 2014). Pokazalo se da RuBisCO ima znacajnu biolosku vrijednost zbog
svog sadrzaja esencijalnih aminokiselina — bogat je triptofanom, leucinom, tirozinom i
fenilalaninom (Edelman i Colt, 2016); a njegov sastav usporediv je sa sastavom proteina soje,
mesa, ribe i jaja, §to ga €ini izvrsnim izvorom nutrijenata i jedinstvenim medu biljnim proteinima.

Takoder, RuBisCO posjeduje pozeljna funkcionalna svojstva kao $to su zeliranje, pjenjenje i



emulgiranje §to bi proizvodac¢ima hrane omogucéilo uspjes$nu ugradnju ovog proteina u brojne
prehrambene sustave (Kaur i sur., 2021). Unato¢ visokoj prisutnosti u prirodi i istaknutoj
funkcionalnosti, RuBisCO ostaje nedovoljno iskoristen kao protein u industrijski proizvedenoj
hrani, uglavnom kao posljedica tehnoloskih izazova povezanih s njegovom ekstrakcijom iz biljaka
ili njegovog niskog prinosa s obzirom na masu lista, buduc¢i da 85-90 % lista ¢ini voda (Udenigwe
i sur., 2017). Uz to, procesi ekstrakcije u svrhu dobivanja proteinskih izolata uvelike utje¢u na
topljivost, stupanj denaturacije i sastav proizvoda, $to posljedi¢no mijenja i funkcionalna svojstva

koja su relevantna za njihovu primjenu u hrani (Hayati Zeidanloo i sur., 2019).

2.2.1.1. Potencijalna primjena biljnih proteina i njihovih ekstrakata

Biljni proteini smatraju se funkcionalnim sastojcima u raznim formulacijama prehrambenih
proizvoda gdje imaju razli¢ite uloge — sredstva za zguSnjavanje i Zeliranje, stabilizatori emulzija i
pjene, vezivna sredstva za masnocu i vodu. Brojni koncentrati biljnih proteina komercijalno su
dostupni, a koriste se u prehrambenoj industriji kao zamjena za zivotinjske proteine, u proizvodima
biljnog podrijetla, umacima ili visokoproteinskim napitcima (Nieuwland i sur., 2021). Takoder,
odredeni proteini imaju i biolosku vrijednost u vidu antioksidativnih i antimikrobnih svojstava
(Nasrabadi i sur., 2021). Izolirani i pro¢is¢eni topljivi proteini lista, uglavnom RuBisCO, ve¢ se
razmatraju kao funkcionalni sastojci u proizvodnji hrane — pokazalo se da proteinski izolati koji
sadrze RuBisCO, iz razli¢itih biljnih izvora (duhan, lucerna, soja i listovi Se¢erne repe), posjeduju
funkcionalna svojstva sli¢na komercijalno dostupnim proteinskim izolatima (Martin i sur., 2014).
koja im omogucuju uspjesnu ugradnju u niz razli¢itih prehrambenih proizvoda (razni deserti,
kompozitni mesni proizvodi, sladoledi, pica i sl.). RuBisCO izolate karakterizira dobro svojstvo
formiranja pjene u usporedbi s drugim komercijalno dostupnim proteinima (izolati proteina soje i
sirutke), stoga se tako dobivena pjena moze koristiti kao alternativa za pjene na mlijecnoj bazi u
proizvodima kao $to su kava, sladoled i razni deserti (Udenigwe i sur., 2017). Takoder, dobro
svojstvo zeliranja omogucuje potencijalnu primjenu RuBisCO-a kao sredstva za Zzeliranje u

desertima namijenjenim za vegane.

Proteini lista mogu se Kkoristiti za proizvodnju bioaktivnih peptida. Osim uporabe kao
nutritivno bogatog izvora esencijalnih aminokiselina u prehrambenim proizvodima, istrazena je i
primjena RuBisCO-a kao odrzivog izvora bioaktivnih peptida. Peptidi izolirani iz RuBisCO-a

pokazuju korisne uc¢inke u promicanju zdravlja in vitro i in vivo, a potencijalno imaju i razli¢ite



bioloske uloge u prevenciji i1 lijecenju kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, imunoloskih te
neurodegenerativnih bolesti (Udenigwe i sur., 2017). UnoSenje bioaktivnih biljnih peptida hranom
predstavlja alternativu sintetskim lijekovima, a njihova proizvodnja iz nusproizvoda prehrambene
industrije pridodaje im na vaznosti s obzirom da se radi o jeftinoj 1 uglavnom neiskoristenoj
sirovini.

Proteini iz biljnih izvora ¢ine dobru alternativu sintetickim polimerima u proizvodnji
ambalaznih materijala s obzirom na njihovu odrZivost, biorazgradivost, obnovljivost te
odgovarajuca mehanicka, tehnoloska i funkcionalna svojstva (Zhang i sur., 2018). Biorazgradiva
ambalaza izradena od biljnih proteina ima veliki utjecaj na poboljSanje kvalitete 1 sigurnosti hrane,
ali 1 na smanjenje oneciS¢enja okolisa. KoriStenje proteina, ekstrahiranih iz otpadnih nusproizvoda,
za proizvodnju ambalaze 1 jestivih filmova potpomaze gospodarenju otpadom 1 daje dodatnu
vrijednost takvim sirovinama. U proizvodnji jestivih filmova provedena su znacajna istraZivanja
o svojstvima nekoliko globularnih proteina, ukljucujuci pSeni¢ni gluten, kukuruzni zein i proteine
soje (Garrido i sur., 2018). lako nema konkretnih izvora koji opisuju koriStenje proteina lista u
svrhu proizvodnje ambalaznog materijala i jestivih filmova, biljni proteini opcéenito pokazuju
dobru sposobnost stvaranja filmova te imaju dobra mehanicka svojstva 1 barijerna svojstva za
plinove. KoriStenje proteina u jestivoj ambalazi ima povoljan utjecaj na pobolj$anje stabilnosti i
produljenje roka trajanja proizvoda, smanjenje ambalaznog otpada, a moze sluziti i za ugradnju
bioaktivnih spojeva uz posljedi¢no obogacivanje nutritivnog sastava namirnice (Katiyar i Ghosh,
2021).

Dodatni potencijal u ekstraktima lista predstavljaju i proteini koji se uglavnhom odbacuju
tijekom izolacije RuBisCO-a, a radi se 0 netopivoj proteinskoj frakciji. Trenutno nema konkretnih
izvora o upotrebi proteina iz sporednih tokova ekstrakcije i izolacije RuBisCO-a u prehrambenoj
industriji. Medutim, usmjeravanjem ekstrakcije u svrhu dobivanja ukupnih proteina te
pronalaskom njihove primjene, raste iskoriStenje listova Secerne repe 1 slicnih nusproizvoda. U
tom slucaju, postoji i mogucnost primjene sekundarnih biljnih metabolita koji se zajedno s
proteinima nalaze u dobivenim ekstraktima. Dodatno, prisutni kompleksi (npr. protein-lipid,
protein-ugljikohidrat) imaju odredena funkcionalna svojstva koja je potrebno istraziti i
karakterizirati za njihovo potencijalno koristenje u hrani. Na primjer, tilakoidne membrane
(kompleks membranskih proteina i lipida) imaju dobra emulgirajuca svojstva i sporu probavljivost,

a takve karakteristike omogucuju njihovu potencijalnu primjenu u mikrokapsuliranju (Rayner i



sur., 2011). Mikrokapsuliranje ima Siroku upotrebu u prehrambenoj industriji, a obuhvaca
inkorporiranje razli¢itih sastojaka hrane, enzima, antioksidansa, probiotika, vitamina, minerala i
tvari arome u mikrokapsule. Kapsulirani materijal se na taj nacin §titi od nepozeljnih vanjskih
uvjeta (voda, temperatura, pH) koji utjeCu na njihovu stabilnost i odrzivost. Opcenito, biljni
proteini imaju svojstva potrebna za tvorbu membrana mikrokapsula, a njihovo koristenje se s

vremenom sve viSe istrazuje i potencira (Karaca i sur., 2015).

2.2.2. List se¢erne repe kao izvor sekundarnih biljnih metabolita

S obzirom na ukupan kemijski sastav, list Se¢erne repe sadrzi nutrijente neophodne za
funkcioniranje biljnih stanica, pri ¢emu odredeni spojevi mogu povoljno utjecati i na ljudski
organizam. Listovi Secerne repe sadrze minerale (isticu se kalij, magnezij i natrij), vitamin A te
sekundarne metabolite (fitokemikalije — klorofil, flavonoidi, fenolne kiseline i dr.) (Gawet, 2012)
s antioksidacijskom aktivnosti kao obrambenim odgovorom protiv degradacije tkiva uzrokovane

visokoreaktivnim kemijskim vrstama (slobodnim radikalima).

Sekundarni biljni metaboliti, proizvedeni u biljnim stanicama, obuhvacaju raznolike molekule
koje nastaju modifikacijama produkata primarnog metabolizma biljke. U ve¢im koncentracijama,
pokazuju antifungalna i antivirusna svojstva te stite biljku od biljojeda i raznih $tetnika, djelujuci
negativno na njihove stani¢ne i metabolicke procese. Takoder, apsorbiraju sunc¢eve ultraljubicaste
(engl. ultraviolet, UV) zrake ¢ime sprjeCavaju ozbiljna oStec¢enja listova od utjecaja svjetlosti
(Hussein i El-Anssary, 2019). Sekundarni biljni metaboliti klasificiraju se prema kemijskoj
strukturi u sljedece kategorije: (i) fenoli, (ii) alkaloidi, (iii) saponini, (iv) terpeni, (v) lipidi i (vi)
ugljikohidrati (Hussein i EI-Anssary, 2019); od kojih fenoli ¢ine najveéu skupinu sa vise od 8000

razli¢itih vrsta spojeva.

Zajednicka karakteristika svih vrsta fenola je prisutnost jedne ili viSe fenolnih (aromatskih)
skupina, dok se prema slozenosti dijele na flavonoide (flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, izoflavoni,
flavanoni, antocijanidini i dr.) i ne-flavonoide (fenolne kiseline i dr.) (Del Rio i sur., 2013). Siroko
su rasprostranjeni u biljnim vrstama gdje primarno sluze kao molekule ukljucene u obranu od
patogena i UV zracenja, a djelom su odgovorni za pigmentaciju i rast biljaka. Fenoli u biljkama
nisu jednoliko rasporedeni — netopljivi fenoli ¢ine sastavne dijelove stani¢nih stijenki, dok su

topljivi fenoli rasporedeni unutar vakuola biljnih stanica. U hrani, fenoli mogu doprinijeti gor¢ini,



trpkosti, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti proizvoda suzbijanjem biokemijskog i
fizickog propadanja namirnica (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Kao dio prehrane, imaju velik
znactaj zbog svog bioloskog ucinka, koji ukljucuje antioksidativnu aktivnost te protuupalno i
hepatoprotektivno djelovanje, a uz to Sstite organizam od pojave kardiovaskularnih,

neurodegenerativnih i drugih kroni¢nih bolesti uzrokovanih oksidativnim stresom.

Fenoli koji su prisutni u biljkama iz porodice Amaranthaceae (ukljucujuci Secernu repu)
obuhvacaju fenolne kiseline i flavonoide. Fenolne kiseline (npr. hidroksibenzojeva i
hidroksicimetna kiselina), flavonoli (npr. kvercetini) i flavoni pronadeni su u korijenu i listovima
vrste Beta vulgaris (Vissers i sur., 2017). U ekstraktima listova Secerne repe utvrdena je prisutnost
fenolnih kiselina uz znacajan udio galne (344 pg ml™?) i ferulinske kiseline (89,7 ug ml?), a
identificirani su i flavonoidi medu kojima se isti¢e kvercetin (EI-Gengaihi i sur., 2016). Vjeruje se
istrazivanje koje ukazuje na hepatoprotektivno djelovanje ekstrakta lista Secerne repe uz
poboljsanu aktivnost jetrenih, odnosno antioksidativnih enzima (El-Gengaihi i sur., 2016).
Prisutnost fenolnih spojeva, listovima Secerne repe daje dodatnu vrijednost radi kemijske
stabilnosti, lake identifikacije, Siroke distribucije i kemijske varijabilnosti koje ¢ine fenole
korisnima za viSestruke funkcije i primjene (Shahidi i Ambigaipalan, 2015) — poboljsanje kvalitete
I trajnosti prehrambenih proizvoda, primjena u znanosti o materijalima i upotreba bioaktivnih

molekula za prevenciju bolesti kod ljudi i zivotinja.

2.2.2.1. Potencijalna primjena fenola i njihovih ekstrakata

Zbog svojih antioksidativnih i antimikrobnih svojstava, fenolni spojevi u prehrambenim
proizvodima mogu predstavljati idealnu zamjenu za konzervanse — npr. ferulinska kiselina
(antioksidans) klasificira se kao prehrambeni aditiv (Alam, 2019). Budu¢i da se vlakana koja
sadrze fenolne spojeve ne mogu dodavati proizvodima u visokim postocima, fenoli iz takvih izvora

mogu se nadomjestiti dodavanjem ekstrakata koji ih sadrze.

Fenolni spojevi iz biljnih izvora mogu se koristiti kao funkcionalni sastojci prehrambenih
proizvoda u svrhu poboljsanja antioksidativnog kapaciteta preradene hrane, ali i prevencije bolesti
uzrokovanih oksidativnim stresom, nastalih kao posljedica onec¢i§¢enog okolisa i ubrzanog nacina

zivota (Sarkar i Shetty, 2014). Takoder, karakterizacija fenolnih spojeva u hrani biljnog porijekla,
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moze povecati razumijevanje njihove uloge u oc€uvanju kvalitete i trajnosti namirnica, §to
potencijalno moze rijesiti globalne probleme sigurnosti hrane vezane uz velike razmjere kvarenja
i rasipanja svjezih proizvoda. Osim razlicitih fenolnih spojeva, biljni ekstrakti mogu sadrzavati i
druge bioaktivne spojeve koji mogu imati sli¢an, razlicit ili komplementaran bioloski kapacitet u
odnosu na fenole. Prilikom konzumacije, djelovanje pojedinacnih bioaktivnih komponenti moze
se modificirati sinergistickim, aditivnim ili antagonisti¢kim interakcijama medu njima, Sto
posljedi¢no moze promijeniti njihov fizioloSki uc¢inak (Phan i sur., 2018). Kada se pojedinacni spoj
sa zeljenim bioloskim svojstvom Zeli upotrijebiti kao dodatak prehrani, ¢esto su potrebne velike
doze. Medutim, koriStenjem ekstrakata s odgovaraju¢im sastavom omoguéeno je smanjenje

potrebnih doza, upravo radi kumulativnog u¢inka pojedinih spojeva prisutnih u ekstraktu.

Istrazena je i upotreba fenola (fenolnih kiselina i flavonoida), dobivenih iz biljnih izvora, kao
sredstava za umrezavanje prilikom proizvodnje stabiliziranih Zelatinskih gelova 1 zelatino-
pektinskih koacervata (Gomez-Guillén i sur., 2011). Eksperiment je proveden u svrhu dokazivanja
potencijalne upotrebe takvih gelova kao novih sastojaka za modifikaciju prehrambenih sustava.
Gelovi umrezeni fenolnim spojevima pokazuju veliku mehanicku ¢vrstocu i toplinsku stabilnost,
te smanjeno bubrenje. Takva svojstva omogucavaju njihovu primjenu u obliku novih sastojaka

hrane.

2.3. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

2.3.1. Koncept zelene ekstrakcije

U laboratorijskim uvjetima, ali i u prehrambenoj industriji, za ekstrakciju se uglavnom Koristi
niz konvencionalnih metoda — uglavnom ekstrakcije kruto-tekuce kao $§to su ekstrakcija po
Soxhletu ili maceracija. Opcenito, svaka metoda ekstrakcije najprije zahtijeva mehanicko
razaranje stanica kako bi se omogucilo oslobadanje zeljenih komponenti iz kompleksnih stani¢nih
struktura. Klasi¢no razaranje izvodi se mehanickim metodama (npr. mljevenjem, drobljenjem) ili
toplinskim 1 kemijskim tretmanima, a takvi postupci mogu ostetiti ili smanjiti kvalitetu
ekstrahiranih proizvoda (Chemat i sur., 2020). Osim toga, nedostaci konvencionalnih metoda
ukljuCuju koristenje velikog volumena toksi¢nih organskih otapala, dugotrajno provodenje
ekstrakcije, visok unos energije, nisku selektivnost, nizu kvalitetu i prinos kona¢nog proizvoda te
rizik za okoli$ (Alexandre i sur., 2017). Kako bi se izbjegli spomenuti nedostaci, pojavile su se

alternativne tehnike u skladu s konceptom ,,zelene ekstrakcije®, koje rezultiraju ve¢im prinosom,
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kra¢im vremenom ekstrakcije te manjim tros$kovima i utjecajem na okolis$ (Poji¢ i sur., 2018). Ove
metode ekstrakcije su takoder poznate kao netoplinske jer je temperatura tijekom procesa relativno

niska i ne utjeCe na stabilnost ekstrahiranih spojeva.

,Zelena ekstrakcija“ razvija se kao dio ,,zelene kemije®, programa za osmisljavanje, razvoj i
primjenu kemijskih proizvoda i procesa koji reduciraju ili eliminiraju uporabu i proizvodnju
supstanci opasnih po ljudsko zdravlje i okoli§. Spomenuti koncept ekstrakcije temeljen je na
nekoliko principa koji uklju¢uju (i) uporabu novih i obnovljivih izvora biljnih materijala, (ii)
uporabu prirodnih odn. ,,zelenih* otapala (uglavnom voda), (iii) smanjenje potro$nje energije
optimizacijom procesa, (iv) dobivanje vise ciljanih produkata iz jednog izvora, (V) Koristenje
¢is¢eg 1 sigurnijeg protokola ekstrakcije s manjim brojem operacija te (vi) usmjerenje ka
proizvodnji biorazgradivog i stabilnog ekstrakta bez prisutnih kontaminanata (Chemat i sur.,
2012). Neke od zelenih tehnika koje najvise obecavaju su ekstrakcija potpomognuta enzima ili
ultrazvukom (engl. Ultrasound-assisted extraction, UAE), mikrovalna ekstrakcija, ekstrakcija
pulsiraju¢im elektricnim poljem, ekstrakcija superkriticnim fluidima 1 ubrzana ekstrakcija
otapalima pri poviSenom tlaku (Azmir i sur., 2013). Medu novim metodama ekstrakcije, primjena
ultrazvuka se sve vise istiCe za primjenu u prehrambenoj industriji radi relativno jednostavnog
koristenja, manjeg novCanog ulaganja i mogucnosti obrade namirnica bez dodatka aditiva.
Takoder, koristenjem ultrazvuka kompletna ekstrakcija moze se zavrsiti unutar nekoliko minuta
uz visoku ponovljivost, smanjenu potro$nju otapala i pojednostavljenu manipulaciju parametrima

procesa.

2.3.2. Svojstva ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom mehanicki je postupak koji se temelji na zvucnim
valovima odredenih frekvencija i amplituda koji ubrzavaju prijenos mase i topline, a time
povecéavaju propusnost stani¢nih stijenki i membrana te stimuliraju oslobadanje stani¢nog sadrzaja
(Chemat i sur., 2017), a rezultat je bolji prinos i krace vrijeme ekstrakcije. U tu svrhu koristi se
ultrazvuk visoke snage (10-1000 W cm) i niske frekvencije (20-100 kHz) koji uzrokuje osteéenja
bioloskog materija kroz koji prolazi (Li i sur., 2021). Za razaraju¢i u¢inak ultrazvu¢nih valova
odgovorna su njihova fizikalna i kemijska svojstva. Sonokemijski ucinci ultrazvuka uglavnom su
posljedica fenomena akusti¢ne kavitacije (Chemat i sur., 2017). Kavitacija je pojava koja obuhvaca

stvaranje, Sirenje 1 imploziju mjehuric¢a plina, a nastala je kao posljedica promjene tlaka uslijed
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uzastopne ekspanzije i kompresije vrtloga stvorenih tijekom S$irenja ultrazvucnog vala teku¢im
medijem (Tiwari, 2015). Tijekom implozije, unutar mjehurica postizu se vrlo visoke temperature
(priblizno 5500 K) i tlakovi (priblizno 50 MPa), koji rezultiraju nekolicinom reakcija oko
implodiraju¢eg mjehuri¢a. Oscilacijama i implozijom kavitacijskih mjehurica javljaju se udarni
valovi, mikro-mlazovi, turbulencije i posmicne sile — pojave koje rezultiraju fragmentacijom,
erozijom, sonoporacijom, razaranjem stani¢nih struktura i dr. (Wen i sur., 2019). Prag kavitacije
ovisi o fizikalnim svojstvima — karakteristikama ultrazvu¢nog vala (frekvencija i intenzitet),
amplitudi nastalog tlaka, temperaturi, pocetnom polumjeru mjehuric¢a i svojstvima tretiranog
medija, odnosno odabranog otapala kao Sto su viskoznost i povrSinska napetost (Tiwari, 2015).
Tijekom ultrazvucne ekstrakcije, na tretman utjecu i ulazna snaga, dizajn uredaja te oblik sonde.
Zaklju¢no, spomenuta fizikalna svojstva ultrazvu¢nih valova i posljedice kavitacije omogucuju
provedbu ekstrakcije Zeljenih spojeva iz uzoraka hrane (i) ulaskom otapala u matriks uslijed
razaranja stanicnog materijala i smanjenja veli¢ine Cestica; (ii) izdvajanjem ekstrakata iz matriksa
povecanjem kontaktne povrSine izmedu Cvrste 1 tekuée faze. Najveca u€inkovitost ultrazvucne
ekstrakcije, kada se promatra prinos i kona¢an sastav dobivenih ekstrakata, postize se pove¢anjem
ultrazvuéne snage, smanjenjem udjela vlage u uzorku (bolji kontakt otapalo-krutina) i

optimizacijom temperature u svrhu krac¢eg vremena tretiranja (Chemat i sur., 2017).
2.3.3. Izvedbe uredaja

Ultrazvuk visoke snage moze se primijeniti za ekstrakciju pomocu dvije vrste uredaja —
ultrazvucne kupelji i ultrazvuénog aparata. Ultrazvuénu kupelj ¢ini spremnik od nehrdajuéeg
Celika s jednim ili vise ultrazvuénih pretvaraca na dnu koji energiju transformiraju u ultrazvucéne
valove, generatora koji elektri¢nu energiju iz ulaznog izvora prevodi u prikladan oblik za napajanje
pretvarac¢a (Kulkarni i Rathod, 2014) i regulatora temperature. Takve kupelji su jeftine, lako
dostupne i istovremeno se u njima moze tretirati veliki broj uzoraka. Medutim, u usporedbi s
ultrazvuénim aparatima, Karakterizira ih niza ponovljivost i snaga ultrazvuka koja se prenosi na
uzorak (Kulkarni i Rathod, 2014). Ultrazvuéni aparat Koristi sondu koja je tijekom tretmana
uronjena u uzorak, $to rezultira izravnim prijenosom ultrazvuénih valova u medij s minimalnim
gubitkom ultrazvuéne energije. Sonde se razlikuju s obzirom na duljinu, promjer i strukturu vrha,

a odabiru se u skladu s primjenom i volumenom uzorka koji se tretira. Intenzitet ultrazvuc¢nih
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valova tijekom tretmana izaziva naglo povecanje temperature u sustavu, stoga je uzorak

istovremeno potrebno hladiti.
2.3.4. Ultrazvucna ekstrakcija proteina i sekundarnih biljnih metabolita

Primjena ekstrakcije potpomognute ultrazvukom u prehrambenoj i srodnim industrijama
ukljucuje tretiranje biljnih i zivotinjskih materijala u svrhu dobivanja visokovrijednih proteinskih
ekstrakata ili ekstrakata sekundarnih metabolita (polifenolni, aromatski i drugi funkcionalni
spojevi), polisaharida, vlakana i dr. (Chemat i sur., 2017) koji se mogu koristiti kao nutritivni i

funkcionalni sastojci hrane.

U skladu s trenutnim naporima odrzivog razvoja, povezanima s iskoriStenjem prehrambeno-
poljoprivrednih nusproizvoda, koristenje ultrazvuka u istraZivanjima biljnih proteina usmjereno je
na (i) poboljsanje ekstrakcije biljnih proteina i modifikaciju dobivenih ekstrakata, te (ii) fizikalne,
kemijske (stvaranje slobodnih radikala), funkcionalne (topljivost, emulgiranje, pjenjenje i
zeliranje) i nutritivne modifikacije (aminokiselinski sastav, probavljivost) proteinskih izolata
biljnog porijekla (Rahman i Lamsal, 2021; Wen i sur., 2019). Fizikalna svojstva proteina koja se
mijenjaju pod utjecajem ultrazvuka su veli¢ina molekula, reoloska svojstva, elektri¢na vodljivost
i zeta potencijal, a takve promjene nastaju kao posljedica smicanja izazvanog kavitacijom
(Rahman i Lamsal, 2021). Promjene funkcionalnih svojstava proteina ovise o0 intenzitetu
ultrazvucne energije primijenjene tijekom tretmana, a modificiraju se ovisno o Zeljenoj primjeni.
Poboljsana topljivost proizlazi iz promjena sekundarne i tercijarne strukture proteina, bolje
izlozenosti hidrofilnih skupina aminokiselina otapalu i porasta temperature u sustavu; odnosno
poveéanja kontaktne povrSine proteina s vodom (Wen i sur., 2019). Bolje svojstvo formiranja
proteinskog gela posljedica je promjene koli¢ine naboja na povrSini molekule 1 agregacije
podjedinica ¢ime ja¢a mreZna struktura gela. Ultrazvuénim tretmanom dolazi i do poboljSanja
svojstva pjenjenja i emulgiranja — ¢estice se ravnomjernije rasprsuju, a hidrofobne aminokiseline

postaju izloZenije uslijed razmatanja strukture proteina.

Osim proteina, koristenje ultrazvuka osigurava ekstrakciju bioaktivnih sekundarnih biljnih
metabolita iz velikog broja poljoprivrednih izvora, a pri tom smanjuje vrijeme trajanja ekstrakcije
i potro$nju energije (Pradal i sur., 2018) te povecava prinos ekstrahiranih spojeva (Peng i sur.,

2013). Ucinkovitost procesa povecava se s brojem ekstrakcijskih ciklusa i koristenjem optimalnih
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pH vrijednosti koje odreduju topljivost analita u ekstrakcijskom otapalu, dok temperature tretmana
vise od 25 °C mogu dovesti do razgradnje polifenolnih i slicnih spojeva te smanjiti prinos
ultrazvuéne ekstrakcije (Cravotto i Binello, 2016). Fenolni ekstrakti dobiveni iz biljnih materijala
uvijek su mjesavina razlicitih skupina fenola koji su topljivi u koristenom ekstrakcijskom otapalu
i drugih molekula koje su ekstrahirane zajedno s polifenolima, stoga je za dobivanje
visokokvalitetnih proizvoda uglavnom potrebno dodatno prociséavanje (Pradal i sur., 2018;
Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

2.4. ANALITICKE METODE ANALIZE UKUPNIH PROTEINA I FENOLA

2.4.1. Kvantitativno odredivanje udjela ukupnih proteina

Nakon provedene ekstrakcije potrebno je odrediti koncentraciju ukupnih proteina u
ekstraktima, radi provjere uspjesnosti eksperimenta. 1zbor metode za kvantitativno odredivanje
ukupnih proteina ovisi o vrsti i koli¢ini ispitivanog uzorka kao i o pretpostavljenoj koncentraciji
proteina u ekstraktu. Najcesce koristene metode su kolorimetrijske (Biuret, Lowry i Bradford
metoda), a temelje se na reakciji proteina s odredenim reagensom pri ¢emu nastaje obojeni
kompleks. Intenzitet boje nastalog kompleksa mjeri se spektrofotometrijski na odredenoj valnoj
duljini, a dobivena apsorbancija proporcionalna je koncentraciji proteina. Za izrac¢un koncentracije
ukupnih proteina potrebno je prethodno konstruirati bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji proteina u uzorku, za $to se najéescée koristi niz otopina govedeg serumskog albumina

(engl. bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija.

Biuret metoda jedna je od najcesce koristenih metoda zbog svoje to¢nosti i neovisnosti o
aminokiselinskom sastavu proteina. Temelji se na principu biuret reakcije, gdje zagrijavanjem 2
mola uree nastaje biurea koja u reakciji s otopinom bakrova sulfata u luznatim uvjetima daje
ljubicasto obojeni kompleks, s apsorpcijskim maksimumom na 540 nm (Chang i Zhang, 2017).
Nedostatak ove metode je relativno niska osjetljivost (0-0,1 mg). Metoda po Bradfordu ukljucuje
primjenu komercijalno dostupnog reagensa (Bradfordov reagens) koji sadrzi boju Coomassie
brilliant blue G-250 i veZze bo¢ne skupine odredenih aminokiselina, pri ¢emu dolazi do stvaranja
kompleksa plave boje. Apsorbancija se mjeri pri 595 nm UV/Vis spektorfotometrom. Metoda je
jednostavna i jeftina, a boja je stabilna i brzo se razvija. Kod Lowry metode princip odredivanja
temelji se na reakciji iona bakra s amino skupinama peptidnih veza u luznatim uvjetima, a nastali

kompleks reagira s Folin-Ciocalteau reagensom pri ¢emu se razvija plavo-ljubicasto obojenje,
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proporcionalno apsorbanciji i mjerljivo na valnoj duljini od 740 nm. Metoda ima slabu specifi¢nost

I mogu nastati brojne interferencije reagensa s drugim tvarima u uzorku.

2.4.2. Kvantitativno odredivanje udjela ukupnih fenola

Folin-Ciocalteau metoda jedna je od najces¢ih kolorimetrijskih metoda koristenih za
odredivanje ukupnih fenola, a temelji se na reakcijama disocijacije protona fenolnog spoja i
nastajanja fenoksidnog iona koji reducira Folin-Ciocalteau reagens do plavo obojenih volframovih
i molibdenovih oksida (Sanchez-Rangel i sur., 2013). Intenzitet plavog obojenja mjeri se
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm. Folin-Denis metoda takoder se koristi za
odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u hrani biljnog porijekla. Kao i Folin-Ciocalteau metoda,
temelji se na redukciji fosfomolibdinsko-fosfovolframske kiseline (Folin-Denis reagens) u plavo
obojeni kompleks u luznatom mediju, uz prisutnost fenolnih spojeva (Shahidi i Ambigaipalan,
2015). Osim metoda za odredivanje ukupnih fenola, razvijen je niz spektrofotometrijskih metoda
za kvantifikaciju razlic¢itih fenolnih spojeva u biljnim materijalima. Ovi se testovi temelje na
drugacijim principima i koriste se za odredivanje pojedinih skupina fenolnih spojeva. Primjer
takvih postupaka je vanilin metoda koja se koristi za kvantitativno odredivanje proantocijanidina
(kondenziranih tanina) u biljnim materijalima, a temelji se na specifi¢nosti flavan-3-ola,
dihidrohalkona i proantocijanidina da reagiraju s vanilinom, uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi

(Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri 500 nm.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio rada ¢ine tri segmenta — prvi dio istrazivanja ukljucuje ekstrakciju
potpomognutu ultrazvukom visoke snage i toplinsku ekstrakciju, provedenu na osuSenim i svjezim
uzorcima lista Seerne repe, pri razli¢itim uvjetima tretmana. U drugom dijelu, dobivenim
ekstraktima je spektrofotometrijski odredena koncentracija ukupnih proteina i ukupnih fenola.

Zavrsni dio istrazivanja, ukljucuje statisti¢ku obradu izlaznih podataka.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. List Se¢erne repe

U istrazivanju su koriSteni listovi Seéerne repe, u suhom i svjezem obliku. SuSeni listovi
isporuceni su od strane partnera iz Turske, dok su svjezi listovi dobiveni od lokalnog obiteljskog
poljoprivrednog gospodarstva. Radi lakseg provodenja ekstrakcije, listovi su prilikom pripreme
uzoraka usitnjeni u prah (suhi list) i sitne komadice (svjezi odmrznuti list). Uzorci za ekstrakciju
potpomognutu ultrazvukom visoke snage i toplinsku ekstrakciju pripremljeni su na nacin da se

2,0000 g lista Secerne repe pomijesa s 100 mL deionizirane vode.

3.1.1.1. Oznacavanje uzoraka

Za svaki oblik lista Sec¢erne repe (suhi i svjezi), pripremljen je 21 uzorak u omjeru 1:50 (w/v).
Od toga, 3 uzorka su podvrgnuta tretmanu toplinske ekstrakcije, dok su ostali tretirani ultrazvukom
visoke snage — 9 uzoraka pripremljeno je uz dodatak hladne deionizirane vode, a drugih 9 uzoraka
pripremljeno je uz dodatak deionizirane vode sobne temperature. Svi uzorci podvrgnuti
ultrazvucénoj ekstrakciji su tijekom tretmana hladeni ledom (slika 2). Uzorci pripremljeni za

ekstrakcije, oznacavani su metodologijom koja je prikazana u tablici 1.
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Tablica 1. Osnovne oznake uzoraka pripremljenih za tretmane ekstrakcija i njihovo znacenje

OZNAKA UZORKA | ZNACENJE OZNAKE
LUDI Suhi uzorak lista Se¢erne repe uz dodatak deionizirane vode sobne
temperature, hladen ledom, tretiran ultrazvukom visoke snage
LUDW Suhi uzorak lista Secerne repe uz dodatak hladne deionizirane vode,
hladen ledom, tretiran ultrazvukom visoke snage
LUWI Svjezi uzorak lista Se¢erne repe uz dodatak deionizirane vode sobne
temperature, hladen ledom, tretiran ultrazvukom visoke snage
LUWW Svjezi uzorak lista Sec¢erne repe uz dodatak hladne deionizirane vode,
hladen ledom, tretiran ultrazvukom visoke snage
LDO Suhi uzorak lista Secerne repe uz dodatak deionizirane vode sobne
temperature, toplinski ekstrahiran
LWO Svjezi uzorak lista Se¢erne repe uz dodatak deionizirane vode sobne
temperature, toplinski ekstrahiran

Uzorcima je uz osnovnu oznaku pridodana i broj¢ana oznaka kojom je obiljeZen nacin obrade

s obzirom na definirane parametre ekstrakcija (Tablica 2).

Tablica 2. Broj¢ane oznake pridodane osnovnoj oznaci uzorka i njihovo zna¢enje

BROJCANA OZNAKA | ZNACENJE BROJCANE OZNAKE

1-9 Tretirano ultrazvukom visoke snage uz 9 razlicitih kombinacija
amplitude i vremena trajanja

13 /6. 19 Tretirano toplinskom ekstrakcijom u kupelji 3, 6 i 9 minuta pri 60

°C

3.1.2. Kemikalije i standardi

1. Deionizirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

Folin-Ciocalteau reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

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

u omjeru 1:2.

20 %-tna otopina natrijeva karbonata (Na2COs)
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10.

el

Priprema: u 160 mL vruce destilirane vode otopi se 40 g bezvodnog natrijeva karbonata, a
potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni
u odmjernoj tikvici od 200 mL i nakon 24 h filtrira.

0,1 M otopina natrijeva hidroksida (NaOH)

Priprema: odvagati 0,8000 g natrijeva hidroksida i kvantitativno, uz pomoc¢ lijevka, prenijeti u
odmjernu tikvicu od 200 mL. Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake deioniziranom vodom i
promijesati.

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

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

1 %-tna otopina K-Na-tartarata

Priprema: odvagati 0,0800 g K-Na-tartarata i kvantitativno prenijeti u odmjernu tikvicu od 10
mL. Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake deioniziranom vodom i promijesati.

Reagens B: 0,5 % CuSO4 x 5 H20 u 1 % K-Na-tartaratu

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

Reagens C

Priprema: reagens C se dobiva mijeSanjem reagensa B i reagensa A u omjeru 1:50. U staklenu
laboratorijsku bocu od 500 mL otpipetirati 350 mL reagensa A i 7 mL reagensa B te
promijesati.

Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, USA)

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

3.1.3. Aparatura i pribor
3.1.3.1 Aparatura

Analiticka vaga NBL-254i Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)
Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

pH metar HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska) HI5522
Testna (klima) komora HPP110 (Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)
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Ultrazvucéna kupelj DT 100 H s grijanjem (Bandelin, Berlin, Njemacka)
Ultrazvucni aparat Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

UV-VIS Spektrofotometar UV-2600i s opcijskom ISR2600Plus integriraju¢om sferom i

programskom podrskom LabSolutions UV-Vis (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Vakuum pumpa Rocker 300 (Witeg, Wertheim, Njemacka)

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

3.1.3.2. Pribor

Biichnerov lijjevak

Odsisna boca

Celulozni filter papir

Laboratorijska Zlica

Menzura (100 mL)

Pipetman Gilson (200 uL, 1000 puL, 5 mL)
Odmjerne tikvice (10 mL, 200 mL)
Plasti¢ne epruvete (Falcon) (50 mL)

Plasti¢ne ladice za vaganje

. Plasti¢na posuda

. Staklene ¢ase (250 mL)

. Staklene epruvete

. Kvarcne kivete

. Staklena laboratorijska boca (500 mL)
. Staklene pipete (1 mL, 5mL)
. Propipeta

. Stakleni lijevci

. Stalak za epruvete

. Spatula

. Tarionik s tuckom

. Termometar

. Eksikator

. Staklene posudice
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3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visoke snage

U prvom dijelu eksperimenta, provedena je ekstrakcija proteina i sekundarnih biljnih
metabolita iz lista SeCerne repe potpomognuta ultrazvukom, upotrebom ultrazvu¢nog aparata
Q700CA Sonicator (20 kHz), uz deioniziranu vodu kao zeleno ekstrakcijsko otapalo. Promjer
sonde ultrazvu¢nog aparata iznosio je 12 mm. Tretman je proveden pri razli€itim vrijednostima
amplitude (50, 75 i 100 %) i vremena trajanja (3, 6 i 9 min) za 4 serije uzoraka (LUDI, LUDW,
LUWI i LUWW) kao §to je prikazano u tablici 3. Tijekom provedbe ekstrakcije pojedinog uzorka,
temperatura nije smjela prelaziti 40 °C kako bi se izbjegla denaturacija termolabilnih proteina

prisutnih u listu Se¢erne repe.

Tablica 3. Varijacije parametara (amplituda i vrijeme) ekstrakcije potpomognute ultrazvukom za

pojedine uzorke

UZORAK AMPLITUDA [%] | VRIJEME [min]
LUDI1 | LUDW1 | LUWIL | LUWW1 75 6
LUDI2 | LUDW2 | LUWI2 | LUWW2 75 3
LUDI3 | LUDW3 | LUWI3 | LUWWS3 50 6
LUDI4 | LUDW4 | LUWI4 | LUWWA4 50 9
LUDI5 | LUDW5 | LUWI5S | LUWWS5 75 9
LUDI6 | LUDW6 | LUWI6 | LUWWS6 100 9
LUDI7 | LUDW7 | LUWI7 | LUWW? 50 3
LUDIS | LUDWS8 | LUWI8 | LUWWS 100 6
LUDI9 | LUDW9 | LUWI9 | LUWW9 100 3

3.2.1.1. Postupak provedbe ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

U laboratorijsku ¢asu od 250 mL, pomocu analiticke vage, odvaze se 2 + 0,1000 g usitnjenog
uzorka lista Secerne repe (suhi/svjezi). U plasti¢nu posudu stave se kocke leda i odredena koli¢ina
vode radi boljeg prijenosa topline. Laboratorijska ¢asa s uzorkom namjesti se u posudu s ledom,

nakon ¢ega se uzorku doda 100 mL deionizirane vode — sobne temperature (22 °C), odnosno
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hladne (4 °C). Tako pripremljen uzorak, stavlja se u ku¢iste uredaja (slika 2). Kuéiste uredaja sluzi
za zvucnu izolaciju zbog buke koju uredaj proizvodi uslijed soniciranja. U laboratorijsku casu s
uzorkom namijesti se ultrazvuc¢na sonda koja se mora nalaziti u sredistu ¢ase, uronjena u tekuéinu
oko 2,4 cm i biti dovoljno odmaknuta od dna. U ¢asu s uzorkom se postavi i termoclanak koji
mjeri temperaturu sustava, na nac¢in da ne dodiruje stijenke case niti ultrazvuénu sondu. Prije
tretmana, potrebno je zatvoriti zvuéno izolirano kuciSte i na kontrolnom LCD ekranu uredaja

unijeti odgovaraju¢e parametre ultrazvucne ekstrakcije u skladu s podacima iz tablice 3.

Slika 2. Uzorak lista Seéerne repe postavljen u kuéiste ultrazvuénog uredaja Q700CA Sonicator

(vlastita fotografija)

Tijekom trajanja ultrazvu¢ne ekstrakcije pojedinog uzorka, svakih 15 sekundi tretmana,
biljezene su vrijednosti temperature, snage i energije prikazane na kontrolnom ekranu. Ukupna

promjena energije [W] u odredenom vremenskom intervalu izraCunata je prema jednadzbi:
ar
Puk:m'cp'T [1]

gdje je Pu ukupna promjena energije [W], m masa tretiranog uzorka (list SeCerne repe i voda) [g],
Cp specifi¢ni toplinski kapacitet lista $ecerne repe [J g™ °C1], dT promjena temperature u intervalu
od 15 sekundi [°C] i t vrijeme [s].
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Specificni toplinski kapacitet raCunat je za suhi 1 svjeZi list Sec¢erne repe, prema jednadzbi:

gdje je cp specifi¢ni toplinski kapacitet lista Sec¢erne repe [J g™ °C™Y], x» udio odredene komponente
lista Secerne repe (voda, ugljikohidrati, proteini, masti, pepeo), Cpn specifi¢ni toplinski kapacitet

pojedine komponente (voda, ugljikohidrati, proteini, masti, pepeo) [J g °C?].

Koristenjem izracunatih vrijednosti ukupne promjene energije, dobivene su vrijednosti gustoce
snage [W ¢m] s obzirom na volumen tretiranog uzorka (100 mL) i vrijednosti gustoée snage [W

cm?] s obzirom na povrsinu vrha ultrazvuéne sonde (113,0973 mm?).

Ekstrakti dobiveni nakon tretmana ultrazvukom visoke snage, filtriraju se uz pomo¢
Biichnerovog lijevka 1 boce za odsisavanje, spojene na vakuum pumpu. Filtrat koji sadrzi
ekstrahirane proteine i sekundarne biljne metabolite, prenosi se u falcon epruvete nakon ¢ega
slijedi spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih proteina i ukupnih fenola. I1zdvojenim filtratima
pojedinog ekstrakta, izmjerene su pH vrijednosti i elektri¢na vodljivost [mS cm™] uz pomo¢

laboratorijskog pH-EC metra.

3.2.2. Toplinska ekstrakcija

Uz ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom visoke shage, provedena je i konvencionalna,
toplinska ekstrakcija proteina i sekundarnih biljnih metabolita iz lista Secerne repe upotrebom
ultrazvuéne kupelji DT 100 H (35 kHz). Obzirom da je kupelj sluzila isklju¢ivo za zagrijavanje
uzoraka, moguénost soniciranja bila je iskljucena. Tretman je proveden pri 60 °C uz razli¢ito

vrijeme trajanja (3, 6 i 9 min) za 2 serije uzoraka (LDO i LWO) kao $to je prikazano u tablici 4.

Tablica 4. Varijacije trajanja toplinske ekstrakcije za pojedine uzorke

UZORAK TEMEPERATURA [°C] VRIJEME [min]
LDO/3 LWO/3 60 3
LDO/6 LWO/6 60 6
LDO/9 LWO/9 60 9
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3.2.2.1. Postupak provedbe konvencionalne - toplinske ekstrakcije

Kupelj se napuni vodom do oznake i ukljuci se grijanje kupelji na 60 °C. Dok se voda u kupelji
zagrijava, U laboratorijsku ¢asu od 250 mL odvaze se 2 = 0,1000 g usitnjenog suhog, odnosno
svjezeg uzorka lista $eéerne repe i doda 100 mL deionizirane vode. Case s uzorcima se postave u
kupelj te se termometrom prati porast temperature uzorka, a kada ona dostigne zeljenih 60 °C, ¢ase

s uzorcima ostaju uronjene u kupelji zadani vremenski period (3, 6 i 9 min).

Nakon tretmana u kupelji, slijedi ve¢ opisana vakuum filtracija dobivenih ekstrakata te
spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih proteina i ukupnih fenola iz izdvojenog filtrata. Kao i

kod ultrazvuéne ekstrakcije, filtratima je izmjerena pH vrijednosti i provodljivost [mS cm™].
3.2.3. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom po Lowry-ju

Lowry metoda je kolorimetrijska metoda za odredivanje koncentracije proteina u otopini.
Princip odredivanja se temelji na reakciji iona bakra (Cu?*) s amino skupinama peptidnih veza u
proteinima (luznati medij), pri ¢emu se Cu?* reducira u Cu* uz tvorbu kompleksa Cu*-protein
(Richards i sur., 2020). Nastali kompleks reagira s Folin-Ciocalteau reagensom koji sadrzi
fosfovolframatnu i fosfomolibdensku kiselinu. Reakcijom dolazi do redukcije u volframove i
molibdenove okside pri ¢emu se razvija karakteristicno plavo-ljubi¢asto obojenje otopine,
proporcionalno apsorbanciji (proporcionalno isklju¢ivo u linearnom podrucju, odnosno u podruéju
od 0 do 1 izmjerene apsorbancije) i mjerljivo na valnoj duljini od 740 nm. Jakost obojenja dijelom
ovisi o sadrzaju aromatskih aminokiselina (tirozin, triptofan) i aminokiselinskih ostataka cistina
(dimer cisteina), cisteina i histidina, koji sudjeluju u redukciji fosfovolframatne i fosfomolibdenske

kiseline Folin-Ciocalteau reagensa uz kompleks Cu*-protein (Richards i sur., 2020).

3.2.3.1. Priprema uzorka za odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih proteina, filtrati dobiveni vakuum filtracijom
ekstrakata najprije su centrifugirani 20 minuta pri 7830 o min™. Nakon toga, napravljena su
razrjedenja supernatanta s deioniziranom vodom u odredenom omjeru. Centrifugirani ekstrakti
dobiveni iz suhog lista Secerne repe razrijedeni su 10 puta, dok su oni dobiveni iz svjezeg lista
SeCerne repe razrijedeni 5 puta. Razrjedenja su radena kako bi apsorbancija bila u linearnom

podrucju 0-1, jer je jedino u tom rasponu koncentracija proporcionalna apsorbanciji.
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3.2.3.2. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih proteina

U staklenu epruvetu, uz pomo¢ pipetmana, otpipetira se 0,8 mL centrifugiranog filtrata i 4 mL
reagensa C. Sadrzaj epruvete se dobro promijesa na vortex uredaju i ostavi na sobnoj temperaturi
10 do 15 minuta, kako bi se provela reakcija. U epruvetu se zatim otpipetira 0,4 mL prethodno
razrijedenog Folin-Ciocalteau reagensa. Potrebno ga je dodati naglo i uz snazno mijesanje na
vortex uredaju, zbog njegove nestabilnosti u luznatom mediju (reagens C). Priprema reakcijske
smjese za odredivanje ukupnih proteina provedena je u paraleli. Pripremljena je i jedna slijepa
proba, koja umjesto centrifugiranog filtrata sadrzi 0,8 mL ekstrakcijskog otapala, odnosno 0,8 mL
deionizirane vode. Ovako pripremljeni uzorci i slijepa proba, ostave se u mraku pri sobnoj
temperaturi tijekom 40 do 60 minuta. U navedenom periodu dolazi do reakcije i pojave plavo-

ljubicastog obojenja reakcijske smjese (slika 3).

Apsorbancija se mjeri na UV-VIS spektrofotometru UV-2600i pri valnoj duljini od 740 nm. U
kuciste spektrofotometra stavlja se kvarcna kiveta sa slijepom probom i kvarcna kiveta s uzorkom
kojem se zeli izmjeriti apsorbancija. Izmjerene vrijednosti apsorbancije analiziraju se uz pomoc¢
LabSolutions™ UV-Vis software-a. Dobivena koncentracija ukupnih proteina [mg mL™], kao
srednja vrijednost dvaju mjerenja, konacno je izraZena s obzirom na udio suhe tvari (s.tv.) suSenog
i svjezeg uzorka lista $e¢erne repe [Mg (gsv.)*]. Spektrofotometrijskom odredivanju koncentracije

ukupnih proteina u uzorku prethodi izrada bazdarnog dijagrama.
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Slika 3. Plavo-ljubi¢asto obojenje reakcijske smjese postavljene za odredivanje koncentracije

ukupnih proteina u listu Se¢erne repe (vlastita fotografija)
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3.2.3.3. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Za odredivanje nepoznate koncentracije ukupnih proteina u uzorku, potrebno je prethodno
konstruirati dijagram ovisnosti izmjerene apsorbancije 0 poznatoj koncentraciji standarda govedeg
serumskog albumina (engl. Bovine serum albumin, BSA). 1z standardne otopine BSA koncentracije
200 mg mL™%, u odmijernu tikvicu od 10 mL pripreme se otopine poznate koncentracije 0,02; 0,04;
0,06; 0,08; 0,10 i 0,12 mg mL. Pripremljene otopine BSA Koriste se za postavljanje reakcijske
smjese uz dodatak reagensa C i Folin-Ciocalteau reagensa prema postupku opisanom u
potpoglavlju 3.2.3.2. Apsorbancija proporcionalna intenzitetu obojenja, izmjeri se na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 740 nm. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancije i poznatih
koncentracija otopina, pomocu programa Microsoft Excel, konstruira se bazdarni dijagram

ovisnosti apsorbancije (ordinata) pri 740 nm o koncentraciji otopine (apscisa) BSA [mg mL™]

(slika 4).

0,50

0,45 ’
0,40 ‘

0,35 ‘

A (740 nm)

0,30
»
0,25

0,20

0,15
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

¢ (mgmL1BSA)

Slika 4. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA
Prema dobivenoj jednadzbi pravca bazdarnog dijagrama:

y = 2,87376x + 0,110804 R? = 0,99235 [3]

gdje je y apsorbancija pri 740 nm, x koncentracija proteina [mg mL?] i R? koeficijent
determinacije; koriStenjem izmjerenih vrijednosti apsorbancije, moze se odrediti nepoznata

koncentracija ukupnih proteina u uzorcima lista Secerne repe.
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3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Metoda odredivanja ukupnih fenolnih spojeva, temelji se na kolorimetrijskoj reakciji, odnosno
prijenosu elektrona izmedu Folin-Ciocalteau reagensa i fenolnih spojeva (reducirajuéi agens). To
je metoda koja se najcesce koristi za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u bioloskim uzorcima i
ekstraktima hrane, osobito hrane biljnog podrijetla (Lamuela-Raventos, 2017). Reakcija Folin-
Ciocalteau reagensa i fenolnih spojeva odvija se pri pH = 10, a koji se postize dodatkom Na>COs.
U luZnatim uvjetima, dolazi do disocijacije protona fenolnog spoja i nastaje fenoksid ion koji
reducira Folin-Ciocalteau reagens do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida
(Sanchez-Rangel i sur., 2013). Intenzitet plavog obojenja, proporcionalan je koncentraciji ukupnih
fenola u uzorku, a mjeri se spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm. Izmjerena
apsorbancija proporcionalna je koncentraciji iskljuc¢ivo u linearnom podrucju, odnosno u podrucju

od 0 do 1 izmjerene apsorbancije.

3.2.4.1. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih fenola

U staklenu epruvetu potrebno je redom dodati 7,9 mL deionizirane vode, 0,1 mL filtrata
ekstrahiranog uzorka, 0,5 mL razrijedenog Folin-Ciocaliteau reagensa (1:2) te 1,5 mL
pripremljene 20 %-tne otopine natrijeva karbonata. Priprema reakcijske smjese provedena je u
paraleli, a napravljena je i slijepa proba koja umjesto filtrata sadrzi 0,1 mL deionizirane vode.
Nakon dodavanja svih komponenti, otopina se dobro promijesa na vortex uredaju i ostavi stajati 2
sata u mraku pri sobnoj temperaturi. Za odredivanje ukupnih fenola, filtrati dobiveni nakon

ekstrakcije uzoraka lista Seerne repe nisu podvrgnuti centrifugiranju niti su razrjedivani.

Apsorbancija proporcionalna intenzitetu obojenja reakcijske smjese, mjeri se na UV-VIS
spektrofotometru UV-2600i pri valnoj duljini od 765 nm. Mjerenje se provodi kao $to je opisano
u potpoglavlju 3.2.3.2., a potrebno je prethodno konstruirati bazdarni dijagram, kao i kod

odredivanja ukupnih proteina.

3.2.4.2. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Za izradu dijagrama ovisnosti izmjerene apsorbancije o koncentraciji, prethodno je potrebno
iz otopine standarda galne kiseline (engl. Gallic acid, GAE), koncentracije 1000 mg L™ pripremiti
sliede¢a razrjedenja: 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 mg L. Nakon pripreme razrjedenja, u
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staklene epruvete dodaje se redom 7,9 mL deionizirane vode, 0,1 mL otopine standarda odredene
koncentracije, 0,5 mL razrijedenog Folin-Ciocalteau reagensa (1:2) i 1,5 mL pripremljene 20 %-
tne otopine natrijeva karbonata te se smjesa dobro promijeSa na vortex uredaju. Nakon §to je
reakcijska smjesa 2 sata stajala u mraku, na spektrofotometru se pri valnoj duljini od 765 nm
izmjeri apsorbancija. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija (ordinata) i poznatih vrijednosti

koncentracija galne kiseline [mg L™] (apscisa) konstruira se bazdarni dijagram u programu
Microsoft Excel 365 (slika 5).
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Slika 5. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline

Prema dobivenoj jednadzbi pravca bazdarnog dijagrama:
y =0,00107826x + 0,111618 R? =0,99929 [3]
gdje je y apsorbancija pri 765 nm, x koncentracija proteina [mg L] i R? koeficijent determinacije;
koriStenjem izmjerenih vrijednosti apsorbancije, mozZe se odrediti nepoznata koncentracija

ukupnih fenola u uzorcima lista $eéerne repe. Koncentracija ukupnih fenola [mg L GAE]

dobivena nakon spektrofotometrijskog mjerenja, kao 1 kod ukupnih proteina, izraZena je s obzirom

na udio suhe tvari [mg (gsw.)™].

3.2.5. Odredivanje suhe tvari susenjem do konstantne mase

Suha tvar odredena je suSenjem uzorka do konstantne mase pri 105 °C u testnoj (klima) komori.

Standardna laboratorijska metoda odredivanja suhe tvari/vlage suSenjem do konstantne mase
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temeljena je na uklanjanju vode iz malih koli¢ina uzorka evaporacijom, a iz razlike u masi uzorka
prije i nakon suSenja namirnice izracunava se udio suhe tvari, prema jednadzbi:

suha tvar [%] = —2—2x 100 [4]

m;—my

gdje je mg masa prazne posudice, m; masa posudice s uzorkom prije susenja i my masa posudice s

uzorkom nakon suSenja.

3.2.5.1. Postupak odredivanja suhe tvari susenjem do konstantne mase

Staklene posudice potrebno je osusiti u testnoj (klima) komori na 105 °C i nakon toga ohladiti
u eksikatoru (20-ak min). OsuSenim i ohladenim posudicama odredi se masa s to¢no$¢u od +
0,0002 g. U izvagane posudice, izvaze se priblizno 2,5 g uzorka i stavi u testnu (klima) komoru na
105°C + 0,5 °C tijekom sat vremena. Nakon provedenog susenja, posudice s uzorkom potrebno je
ohladiti u eksikatoru (20-ak min) i zatim ohladene izvagati. Postupci susenja, hladenja i vaganja
posudica s uzorkom ponavljaju se dok razlika nakon dva uzastopna susenja u razmaku od pola sata
ne bude manja od 0,001 g. Kompletan postupak odredivanja suhe tvari suSenjem do konstantne
mase, potrebno je provesti za suhi i svjezi uzorak lista SeCerne repe. Udio suhe tvari, izracunat

prema jednadzbi [4] izrazen je u postotcima. Rezultati odvaga i izraCuna prikazani su u tablici 15.

3.2.6. Obrada podataka

3.2.6.1. Statisticka obrada podataka dobivenih nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

visoke snage

Eksperimentalni dizajn i optimizacija parametara ultrazvucne ekstrakcije uz maksimalne
izlazne vrijednosti, provedeni su u programu STATGRAPHICS Centurion (Statgraphics
Tehnologies Inc., Virginia, SAD). Eksperiment obuhvaca 4 serije po 9 uzoraka (LUDI1-9,
LUDW1-9, LUWI1-9 i LUWW1-9). Koristen je faktorijalni dizajn s viSe razina utjecaja (engl.
Multilevel Factorial Design) kojim se zeli utvrditi potencijalni utjecaj ulaznih (nezavisnih)
varijabli, na izlazne (zavisne) varijable. Ulazni parametri eksperimenta su amplituda (50, 75 i 100
%) i vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min), dok izlazne varijable uklju¢uju ukupne proteine [Mg (gs.v.)
1], ukupne fenole[mg (gswv.)™ ], pH, elektriénu vodljivost [m Scm™] i ukupnu promjenu energije
[W].
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Pri odredivanju optimalnih uvjeta procesa koriStena je metoda odzivne povrsine (engl.
Response Surface Methodology, RSM) koja prikazuje utjecaj ulaznih varijabli na izlaznu varijablu
kroz odzivnu funkciju. Takoder, optimiranjem uvjeta dobivene su vrijednosti amplitude i vremena
tretiranja pri kojima se postizu maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih proteina i fenola, pH,

provodljivosti i ukupne promjene energije.

U programu STATGRAPHICS Centurion napravljena je i analiza varijance (engl. Multivariate
analysis of variance, MANOVA) za svaku izlaznu varijablu, koja uzima u obzir interakcije izmedu
dva ulazna parametra i kvadratne interakcije pojedinog ulaznog parametra te provjerava imaju li
utjecaja na pojedine izlazne vrijednosti ispitivanih svojstava. Parametri su imali statisticki
znacajan utjecaj ako je p<0,05, $to ukazuje da se znacajno razlikuju od nule u intervalu pouzdanosti
od 95,0 %.

3.2.6.2. Statisticka obrada podataka dobivenih nakon toplinske ekstrakcije

Izmjerene vrijednosti ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH i provodljivosti statisti¢ki su
obradene pomocu programa Microsoft Excel 365. Koristena je ANOVA za odredivanje statistiCke
znacajnosti utjecaja vremena tretiranja (3, 6 1 9 min) na izlazne vrijednosti izmjerenih svojstava,

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

Tijekom provedbe istrazivanja, suSeni i1 svjezi uzorci lista Seerne repe podvrgnuti su
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visoke snage s ciljem odredivanja prinosa ukupnih
proteina i sekundarnih biljnih metabolita (ukupnih fenola). Ultrazvu¢na ekstrakcija koriStena je
zbog mogucénosti postizanja relativno niskih temperatura tretiranja (do 40 °C uz hladenje) uz
sprjecavanje denaturacije, a odabrano ekstrakcijsko otapalo predstavlja deionizirana voda —
jeftino, ekoloski i tehnoloski prihvatljivo ,,zeleno otapalo®. Za vrijeme trajanja pojedinog tretmana
biljeZene su vrijednosti temperature, snage i energije, naknadno sistematizirane u programu
Microsoft Excel 365 gdje su racunskim operacijama dobivene vrijednosti promjene temperature
(dT), ukupne promjene energije i gustoée snage. Uz netoplinsku ekstrakciju, provedena je i
toplinska metoda ekstrakcije u kupelji (pri 60 °C), radi usporedbe dobivenih prinosa ukupnih

proteina i polifenola s obzirom na koristenu ekstrakcijsku tehniku, odnosno temperaturu tretmana.

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina i fenola dobivenih ekstrakata koriStena je
spektrofotometrijska metoda pri ¢emu je apsorbancija mjerena na valnim duljinama od 740 nm (za
proteine) i 765 nm (za polifenole). Dobiveni rezultati koncentracija obradeni su u MS Excel 365
programu, preracunati s obzirom na suhu tvar uzorka lista Secerne repe i prikazani kao srednja
vrijednost dvaju paralelnih mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Osim prinosa,
ekstraktima su izmjerene pH vrijednosti 1 elektricna vodljivost. Rezultati mjerenja tabli€no su
prikazani uz rezultate koncentracija ukupnih proteina i polifenola za pojedine uzorke, koristenjem
MS Excel 365. U istom programu, izraden je graficki prikaz srednjih vrijednosti izmjerenih
rezultata s obzirom na uzorke podvrgnute drugacijim uvjetima ekstrakcije (LUDI, LUDW, LUWI,
LUWW, LDO i LWO).

Statisticka obrada podataka ultrazvuc¢ne ekstrakcije napravljena je u programu
STATGRAPHICS, uz ulazne varijable — amplituda (50, 75 i 100 %) i vrijeme tretiranja (3,619
minuta). Dobiveni rezultati analize prikazani su za svaki izlazni parametar u obliku Pareto
dijagrama, MANOVA tablice, jednadzbe regresije, dijagrama odzivne povrsine i tablice
optimalnih vrijednosti. Podaci toplinske metode ekstrakcije obradeni su u MS Excel 365
programu, u obliku ANOVA tablice — utjecaj vremena tretiranja (3, 6 i 9 minuta) na svaki pojedini

izlazni parametar.
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41. REZULTATI FIZIKALNIH PARAMETARA DOBIVENIH TIJEKOM
EKSTRAKCIJE POTPOMOGNUTE ULTRAZVUKOM

Tablica 5. Srednje vrijednosti podataka dobivenih za ultrazvu¢nu ekstrakciju uzorka LUDI

.
UZORAK i pa W) G| ca | | e | wer
LUDI1 6 75 | 22,0417 H 61,7500 | 11.936,9167 | 0,6250 | 32,3541 | 0,3235 | 28,6074
LUDI2 3 75 | 21,2500 61,0833 | 6.443,0833 | 0,9167 | 37,6918 | 0,3769 | 33,3269
LUDI3 6 50 | 23,4583 | 63,2917 | 12.163,0417 | 1,1667 | 70,5327 | 0,7053 | 62,3646
LUDI4 9 50 | 20,3333 | 46,6667 | 13.391,8611 H 0,5833 | 32,1689 | 0,3217 | 28,4436
LUDI5 9 75 | 26,9167 | 66,0000 | 18.649,7778 | 0,5833 | 44,3558 | 0,4436 | 39,2191
LUDI6 9 100 | 31,5278 | 81,2778 | 23.157,6111 | 0,6944 | 36,6960 | 0,3670 | 32,4464
LUDI7 3 50 | 19,7500 | 47,1667 | 4.902,0000 | 0,8333 | 36,2084 | 0,3621 | 32,0152
LUDI8 6 100 | 28,2917 | 81,7500 | 15.798,2500 | 0,9167 | 51,3259 | 0,5133 | 45,3820
LUDI9 3 100 | 22,8333 | 78,4167 | 8.329,1667 | 1,4167 | 49,8155 | 00,4982 | 44,0466

* za izratun [1] koriSteno: m=102 g; ¢p (suSeni)=1,2003 J g* °C?; odnosno c, (svjezi)=3,2816 J g °C?
t-vrijeme tretiranja; A-amplituda; T-temperatura; P-snaga; E-energija; dT-promjena temperature; Pu-ukupna
promjena energije; Py-gustoca snage s obzirom na volumen (100 mL), Pp-gustoéa snage s obzirom na povrSinu vrha

sonde (promjer 12 mm)

U tablici 5 prikazani su koriSteni parametri tretmana UAE (vrijeme tretiranja i amplituda) za
svaki od 9 uzoraka LUDI, a pripadajuce srednje vrijednosti (temperatura, snaga, energija,
promjena temperature, ukupna promjena energije i gustoc¢a snage) dobivene su racunski
koriStenjem podataka izmjerenih nakon svakih 15 sekundi tretmana. Srednje vrijednosti
temperature i energije postignute tijekom ekstrakcije, najvise su kod najintenzivnijeg tretmana
(LUDI®) te iznose 31,5278 °C i 23.157,6111 J, dok se najnize vrijednosti (19,7500 °C i 4.902,0000
J) postizu prilikom tretmana najmanjeg intenziteta (LUDI7). Takva korelacija dobivenih
vrijednosti 1 koriStenih parametara ekstrakcije je ocekivana i logi¢na. Medutim, kod srednjih
vrijednosti snage, odnos rezultata i koriStenih parametara je neSto drugaciji, s obzirom da se
najveca vrijednost snage javlja kod uzorka LUDIS (81,7500 W), a najniza kod uzorka LUDI4
(46,6667 W). Ultrazvucna snaga je proporcionalna ultrazvu¢noj amplitudi, a potencijalni razlog

odstupanja je nastajanje aglomerata u pojedinim uzorcima, buduc¢i da je za njihovo razbijanje
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potrebno uloziti vecu snagu. Odstupanje se javlja i kod rezultata ukupne promjene energije, gdje

najvisu vrijednost ima uzorak LUDI3 (70,5327 W), a razlog tome je ovisnost ukupne promjene

energije o promjeni temperature u sustavu tijekom vremena [1].

Tablica 6. Srednje vrijednosti podataka dobivenih za ultrazvu¢nu ekstrakciju uzorka LUDW

A
VZORAK it el (W] G| cor | | e | e
LUDW1 6 75 | 23,0417 | 63,4583 | 12.460,4167 | 0,8750 | 34,5318 | 0,3453 | 30,5328
LUDW?2 3 75 | 17,6667 | 64,0000 | 6.704,5833 | 1,1667 | 36,5520 | 0,3655 | 32,3191
LUDW3 6 50 | 18,6667 | 46,5417 | 9.134,6667 | 0,6667 | 26,2462 | 0,2625 | 23,2068
LUDW4 9 50 | 21,3056 @ 47,3889 | 13.464,7778 | 0,6111 | 35,6195 | 0,3562 | 31,4946
LUDWS5 9 75 | 26,2778 | 66,5833 | 18.894,0556 | 0,7778 | 49,5657 | 0,4957 | 43,8257
LUDWG6 9 100 | 29,8056 | 84,2222 | 23.938,1111 | 0,8889 | 57,3408 | 0,5734 | 50,7004
LUDWY7 3 50 | 15,0833 | 46,5833 | 4.902,1667 | 1,0000 | 32,4709 | 0,3247 | 28,7106
LUDWS 6 100 | 26,2500 | 80,5000 | 15.830,3750 | 1,0833 | 55,0677 | 0,5507 | 48,6905
LUDW9 3 100 | 20,5000 | 78,4167 | 8.410,5833 | 1,5833 | 51,3278 | 0,5133 | 45,3838

*

za izratun [1] koriSteno: m=102 g;

Cp (suseni)=1,2003 J g °C?; odnosno c, (svjezi)=3,2816 J gt °C?

t-vrijeme tretiranja; A-amplituda; T-temperatura; P-snaga; E-energija; dT-promjena temperature; Pu-ukupna

promjena energije; Py-gustoca snage s obzirom na volumen (100 mL), Pp-gustoéa snage s obzirom na povrsinu vrha

sonde (promjer 12 mm)

Kod uzorka LUDW (tablica 6), srednje vrijednosti temperature, snage i energije, kao i ukupna

promjena energije najvise su kod najintenzivnijeg tretmana (LUDWG6) te redom iznose 29,8056
°C; 84,2222 W; 23.938,1111 J i 57,3408 W. Najnize srednje vrijednosti temperature i energije
(15,0833 °C i 4.902,1667 J) postizu se tijekom tretmana najmanjeg intenziteta (LUDW?7), dok

uzorak LUDW3 pokazuje najnize vrijednosti snage (46,5417 W) i ukupne promjene energije
(26,2462 W).
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Tablica 7. Srednje vrijednosti podataka dobivenih za ultrazvu¢nu ekstrakciju uzorka LUWI

UZORAK i il ol ) G| eer | | wene | e
LUWI1 6 75 | 22,5000 | 60,5000 | 11.690,6667 | 0,7500 | 103,2889 | 1,0329 | 91,3274
LUWI2 3 75 | 20,0000 | 60,0833 | 6.258,5833 | 1,0000 | 109,3704 | 1,0937 | 96,7047
LUWI3 6 50 | 21,0000 | 45,1667 | 8.756,4583 | 0,5417 | 71,6304 | 0,7163 | 63,3352
LUWI4 9 50 | 21,9722 | 44,8333 | 12.948,5278 | 0,4444 | 84,5653 0,8457 14,7722
LUWI5 9 75 | 25,4444 | 63,2222 | 17.980,4444 | 0,6389 | 106,0425 | 1,0604 | 93,7622
LUWI6 9 100 | 26,4444 | 80,9722 | 23.037,6389 | 0,8056 | 153,6507 | 1,5365 | 135,8571
LUWI7 3 50 | 15,2500 | 45,0000 | 4.811,9167 | 0,7500 | 59,7460 0,5975 52,8270
LUWI8 6 100 | 26,3333 | 78,0417 | 15.349,6667 | 0,8750 | 147,4204 | 1,4742 | 130,3483
LUWI9 3 100 | 22,7500 | 75,6667 | 8.017,7500 | 1,1667 | 105,4218 | 1,0542 93,2134

* za izraun [1] koristeno: m=102 g; ¢, (suSeni)=1,2003 J g?* °C?; odnosno cp (svjezi)=3,2816 J g* °C?

t-vrijeme tretiranja; A-amplituda; T-temperatura; P-snaga; E-energija; dT-promjena temperature; Py-ukupna

promjena energije; Py-gustoca snage s obzirom na volumen (100 mL), Py-gustoca snage s obzirom na povr$inu vrha

sonde (promjer 12 mm)

Usporedbom podataka u tablici 7 utvrdeno je da uzorak LUWIG6, tretiran uz najintenzivnije

uvjete obrade, pokazuje najviSe vrijednosti temperature, snage, energije i ukupne promjene
energije (26,4444 °C; 80,9722 W; 23.037,6389 J i 153,6507 W). Sukladno tome, uzorak tretiran
uz najblaze uvjete ekstrakcije (LUWI7), daje najnize vrijednosti temperature, energije i ukupne
promjene energije (15,2500 °C; 4.811,9167 J i 59,7460 W). Iznimka je srednja vrijednost snage,
najniza kod uzorka LUWI4.
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Tablica 8. Srednje vrijednosti podataka dobivenih za ultrazvuénu ekstrakciju uzorka LUWW

UZORAK i il ol ) o e | | v |
LUWW1 6 75 | 20,0833 | 58,2917 | 11.438,9167 | 0,8750 | 89,5337 | 0,8953 | 79,1651
LUWW?2 3 75 | 17,7500 | 56,7500 | 5.996,2500 | 1,0833 | 78,3604 | 0,7836 | 69,2858
LUWWS3 6 50 | 16,4167 | 44,1667 | 8.826,4167 | 0,7083 | 74,6904 | 0,7469 | 66,0408
LUWW4 9 50 | 18,7778 | 45,8333 | 12.961,0833 | 0,5833 | 83,5047 | 0,8350 | 73,8344
LUWWS5 9 75 | 23,5000 | 63,0000 | 17.938,6944 | 0,7222 | 94,7019 0,9470 83,7349
LUWWG6 9 100 | 27,3333 | 79,1667 | 22.562,8889 | 0,8333 | 128,1908 | 1,2819 | 113,3456
LUWW?7 3 50 | 14,6667 | 78,0833 | 4.795,8333 | 0,7500 | 52,6715 0,5267 46,5718
LUWWS 6 100 | 24,2500 | 77,0417 | 15.188,7083 | 1,0000 | 117,3286 | 1,1733 | 103,7413
LUWW9 3 100 | 16,9167 | 74,7500 | 8.012,5833 | 1,3333 | 93,4230 0,9342 82,6041

* za izraun [1] koristeno: m=102 g; ¢, (suSeni)=1,2003 J g?* °C?; odnosno cp (svjezi)=3,2816 J g* °C?
t-vrijeme tretiranja; A-amplituda; T-temperatura; P-snaga; E-energija; dT-promjena temperature; Py-ukupna
promjena energije; Py-gustoca snage s obzirom na volumen (100 mL), Pp-gusto¢a snage s obzirom na povrsinu vrha

sonde (promjer 12 mm)

Podaci iz tablice 8 pokazuju rezultate razmjerne prethodnim uzorcima, gdje LUWWG, uz
najdulje vrijeme trajanja tretmana i najveéu vrijednost amplitude, daje najviSe izraCunate
vrijednosti parametara temperature, snage, energije i ukupne promjene energije (27,3333 °C;
79,1667 W; 22.562,8889 J i 128,1908 W). Takoder, korelaciju slijedi i uzorak LUWW?7 Koji
pokazuje najnize vrijednosti temperature, energije i ukupne promjene energije, uz iznimku srednje

vrijednosti snage koja je najniZza kod uzorka LUWW3.

S obzirom na temperaturu ekstrakcijskog otapala — dodatak deionizirane vode sobne

temperature tijekom tretmana generalno su nize kod uzoraka s dodatkom hladne deionizirane vode
kao ekstrakcijskog otapala (LUDW i LUWW), dok su istovremeno ostale vrijednosti (snaga,
energija, ukupna promjena energije i gustoca snage) kod uzorka LUDI uglavnom niZze u odnosu
na uzorak LUDW, a kod uzorka LUWI vise u usporedbi s uzorkom LUWW. Ovakvom
usporedbom moze se zakljuciti da temperatura koristenog ekstrakcijskog otapala utjece na ukupnu

temperaturu sustava tijekom ultrazvucne ekstrakcije, ali ne pokazuje izravan utjecaj na povecanje
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ili smanjenje vrijednosti ostalih parametara. Istovremeno, usporedbom uzoraka koji sadrze susene

LUWW), moze se utvrditi da uzorci pripremljeni sa susenim listovima uglavnom imaju vise
srednje vrijednosti temperature, snage, energije, ukupne promjene energije i gustoée snage. Veci
porast temperature kod uzoraka pripremljenih sa suSenim listovima, moze biti posljedica manjeg
toplinskog kapaciteta susenih listova (1,2003 J g °C?) u odnosu na svjeze (3,2816 J g* °C™%).
Opcenito, tijekom tretmana ultrazvukom, temperatura sustava povecava se kao funkcija
primijenjene ultrazvuéne snage, odnosno amplitude. Poznato je da kod primjene ultrazvuka,
ultrazvucni generatori pretvaraju elektri¢nu energiju u mehanic¢ku energiju, koja se zatim pretvara
u akusti¢nu energiju u obliku ultrazvuénih valova koji se Sire kroz tekué¢i medij uz posljedi¢nu
pojavu kavitacije. Implozija kavitacijskih mjehuri¢a nastalih unutar tekucine, rezultira
oslobadanjem toplinske energije — istovremeno, medij apsorbira oslobodenu toplinu §to dovodi do

poveéanja temperature u sustavu (Merouani i sur., 2014).

4.2. REZULTATI NAKON PROVEDENIH
EKSTRAKCIJA

4.2.1. Rezultati ispitivanih svojstava nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

PARAMETARA MJERENIH

Tablica 9. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti
za uzorak LUDI

. .

UZORAK it M fmsem  [mo()] 10 @]
LUDI1 6 75 7,064 4,606 87,4829 + 2,58 15,5487 + 0,38
LUDI2 3 75 7,006 4,753 92,0399 + 21,35 14,2413 +£ 0,21
LUDI3 6 50 6,983 4570 66,7228 + 4,56 12,8165 + 0,42
LUDI4 9 50 6,979 4,671 78,7335 +£5,35 14,7845 + 0,14
LUDI5 9 75 7,059 4,098 102,8166 + 13,39 13,9491 +£ 0,21
LUDI6 9 100 7,116 4,526 107,1954 + 9,23 16,4695 + 0,10
LUDI7 3 50 6,984 4,656 76,7303 £ 0,78 13,4764 + 0,10
LUDI8 6 100 7,081 4,339 79,4462 + 1,16 16,1279 + 0,24
LUDI9 3 100 7,057 4,450 82,9609 + 1,68 15,5686 + 0,76

* rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 94,49 %

t-vrijeme tretiranja; A-amplituda; G-elektri¢na vodljivost; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli
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U tablici 9 prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, elektriéne vodljivosti i masenog
udjela ukupnih proteina i fenola uzorka LUDI nakon provedene UAE. Izmjerene pH vrijednosti
nakon ekstrakcije kre¢u se u rasponu od 6,979 do 7,116; pH vrijednost uzorka LUDI prije tretmana
iznosi 6,707. Elektri¢na vodljivost uzorka LUDI prije tretmana iznosi 5,160 mS cm™, a nakon
tretmana od 4,098 do 4,753 mS cm™. Maseni udio ukupnih proteina izraZzen s obzirom na suhu
tvar listova SeCerne repe obuhvaca vrijednosti u rasponu od 66,7228 + 4,56 do 107,1954 + 9,23
mg (gswv.)?, dok je maseni udio polifenola u rasponu od 12,8165 + 0,42 do 16,4695 + 0,10 mg
(gsv) ™. Opéenito je udio ukupnih proteina u uzorcima veéi od udjela fenola, §to je i oekivano.
Najvise vrijednosti ukupnih proteina i fenola postizu se kod uzorka LUDI6 koji ujedno podlijeze
najduzem vremenu tretiranja (9 min) i najvecoj amplitudi ultrazvuka (100 %), dok se najnize
vrijednosti ukupnih proteina i fenola postizu kod uzorka LUDI3, nakon kojeg slijedi LUDI7 s
najkra¢im vremenom tretiranja (3 min) i najmanjom amplitudom (50 %). Opcenito, nize
vrijednosti fenola mogu biti rezultat loSeg odabira otapala ili netopivosti svih vrsta fenolnih
spojeva u odredenom otapalu — u biljnim tkivima, fenoli tvore komplekse s ugljikohidratima,
proteinima i drugim biljnim komponentama pa neki fenoli velike molekulske mase i njihovi
kompleksi mogu biti prili€éno netopivi u odabranom otapalu (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
Takoder, istrazivanja su pokazala da voda kao ekstrakcijsko otapalo, bez dodatka drugih otapala
(ugl. etanol), rezultira manjim prinosom ukupnih fenola u dobivenim ekstraktima (Nzekoue i sur.,
2020; Pradal i sur., 2016).
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Tablica 10. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

za uzorak LUDW
. .
UZORAK | i b1 M fmsem | [mo() 10 ()]
LUDW1 6 75 7,001 4,623 88,4837 + 5,87 16,3085 + 0,21
LUDW?2 3 75 7,005 4,589 76,5644 + 4 41 13,7985 + 0,21
LUDWS3 6 50 7,024 4,484 81,4229 + 6,39 14,1852 + 0,35
LUDW4 9 50 7,045 4,282 77,0927 £ 0,26 13,3525 + 0,21
LUDWS5 9 75 7,049 4,694 85,7070 + 13,13 17,5053 + 0,17
LUDWG6 9 100 7,095 4,305 96,6261 + 1,31 17,8924 + 0,38
LUDW?7 3 50 6,971 4614 72,3163 + 1,05 13,6970 + 0,69
LUDWS 6 100 7,123 4,406 92,0755 + 0,52 16,4009 + 0,14
LUDW9 3 100 7,055 3,905 79,2545+ 1,16 16,0583 + 0,35

* rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 94,49 %

Rezultati mjerenja pH vrijednosti (tablica 10) nakon provedene UAE za uzorak LUDW kre¢u

se u rasponu od 6,971 do 7,123. Izmjerena pH vrijednost i elektri¢na vodljivost netretiranog uzorka
LUDW iznosi 6,670 i 5,004 mS cm™. Elektri¢na vodljivost uzoraka LUDW nakon ekstrakcije

obuhvaca vrijednosti od 3,905-4,694 mS cm?, koje su generalno nesto nize u usporedbi s uzorkom

LUDI. Maseni udio ukupnih proteina obuhvaca vrijednosti u rasponu od 72,3163 + 1,05 do

96,6261 + 1,31 mg (gswv.) %, dok je maseni udio polifenola veéi s obzirom na uzorak LUDI, a iznosi

od 13,3525 + 0,21 do 17,8924 + 0,38 mg (gswv.) L. Najvise vrijednosti ukupnih proteina i fenola

postizu se kod uzorka LUDWG s najintenzivnijim ekstrakcijskim tretmanom (9 min uz amplitudu

100 %), dok se najnize vrijednosti ukupnih fenola postizu kod uzorka LUDI4, a najnizi udio

ukupnih proteina kod uzorka LUDI7 s najkra¢im vremenom tretiranja (3 min) i najmanjom

amplitudom (50 %).
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Tablica 11. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

za uzorak LUWI
. .
UZORAK it i1 M fmsem | [mo(w)] 10 (@)
LUWI1 6 75 7,065 0,872 111,0221 + 0,00 9,3986 + 0,14
LUWI2 3 75 7,151 0,751 66,5398 + 5,81 6,4454 + 0,00
LUWI3 6 50 7,071 0,749 55,3576 £ 0,00 5,2240 + 0,14
LUWI4 9 50 7,102 0,777 68,4553 + 1,59 6,8859 + 0,28
LUWI5 9 75 7,104 0,934 117,4098 + 1,07 13,4939 + 0,71
LUWI6 9 100 7,067 0,968 126,4553 + 3,20 14,7566 + 0,00
LUWI7 3 50 7,157 0,658 435669 + 0,27 4.2919 + 0,28
LUWI8 6 100 7,072 0,914 119,4351 + 0,53 14,5820 + 0,42
LUWI9 3 100 7,244 0,825 88,8324 + 3,72 10,3008 + 0,28

* rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 22,97 %

Za uzorak LUWI, pH vrijednost prije tretmana je 7,556; a nakon tretmana vrijednosti iznose
od 7,065 do 7,244 (tablica 11). Elektri¢na vodljivost uzoraka nakon UAE krece se od 0,658 do
0,968 mS cm™ i puno je manja u usporedbi s uzorcima LUDI i LUDW. Prije tretmana elektri¢na
vodljivost uzorka LUWI iznosila je 0,525 mS cm™. Manje vrijednosti elektri¢ne vodljivosti mogu
biti posljedica koriStenja svjezih listova za pripremu uzoraka LUWI. Maseni udio ukupnih proteina
uzorka LUWI obuhvaga vrijednosti u rasponu od 43,5669 + 0,27 do 126,4553 + 3,20 mg (gswv.)™
pri ¢emu se vrijednosti pojedinih uzoraka (LUWI1-9) medusobno podosta razlikuju, dok kod
uzoraka sa susenim listovima (LUDI1-9, LUDW1-9) razlika izmedu rezultata nije toliko velika.
Maseni udio ukupnih fenola je u rasponu od 4,2919 + 0,28 do 14,7566 + 0,00 mg (gsw.) ™ i takoder
je skokovit s obzirom na uzorke (LUWI1-9). Najvise vrijednosti ukupnih proteina i fenola postizu
se kod uzorka LUWI6 koji je ekstrahiran uz najduze vrijeme tretiranja (9 min) i najve¢u amplitudu
(100 %), dok se najnize vrijednosti ukupnih proteina i fenola postizu kod uzorka LUWI7 s
najkra¢im vremenom tretiranja (3 min) i najmanjom amplitudom (50 %). S povecanjem
ultrazvuéne snage, odnosno amplitude ultrazvuka koji putuje kroz otapalo, povecava se i prinos —
Sto je veca ulazna snaga, to ¢e implozija kavitacijskih mjehuri¢a biti snaznija i uzorkovati veci

prinos ekstrakcije. S druge strane, prevelika snaga ultrazvuka moze povecati broj mjehuri¢a u
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otapalu, a time smanjiti uéinkovitost ultrazvuéne energije koja se prenosi u medij i posljedi¢éno

smanjiti prinos (Chemat i sur., 2017).

Tablica 12. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

za uzorak LUWW

. .

UZORAK i b1 M fmsem | [mo()d 10 (@)
LUWW1 6 75 7,282 0,906 111,2209 + 1,38 10,7022 + 0,85
LUWW?2 3 75 7,272 0,795 77,4795+ 0,76 7,4719 £ 0,00
LUWW3 6 50 7,249 0,814 67,6761 + 2,59 6,2829 + 0,00
LUWW4 9 50 7,271 0,829 77,4666 + 1,30 7,2059 + 0,14
LUWWS 9 75 7,260 0,961 142,8729 + 4,80 14,3606 + 0,99
LUWWG6 9 100 7,197 1,037 147,9095 + 4,58 16,0969 + 0,00
LUWWY7 3 50 7,265 0,757 54,5248 + 3,77 6,2279+0,14
LUWWS 6 100 7,169 1,040 145,4504 + 0,00 13,8995 + 0,71
LUWW9 3 100 7,260 0,881 97,0568 + 1,07 12,5060 +1,13

* rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 22,97 %

Uzorak LUWW nakon UAE ima pH vrijednosti koje se kre¢u od 7,169 do 7,282 (netretirani

uzorak ima pH 8,406) i elektri¢nu vodljivost koja se kre¢e u rasponu od 0,757 do 1,040 mS cm™
(netretirani uzorak ima G = 1,596 mS cm™) te slijedi logiku uzorka LUWI. Maseni udio ukupnih
proteina uzorka LUWW iznosi od 54,5248 + 3,77 do 147,9095 + 4,58 mg (gs+.) %, @ maseni udio
ukupnih fenola od 6,2279 + 0,14 do 16,0969 + 0,00 mg (gswv)? (tablica 12). Razlike u
vrijednostima ukupnih proteina i ukupnih fenola izmedu uzoraka LUWW 1-9, skokovite su kao i
kod uzoraka LUWI. Najvise vrijednosti ukupnih proteina i fenola postizu se kod najintenzivnije
tretiranog uzorka (LUWWG), dok se najnize vrijednosti postizu kod uzorka s najblazim tretmanom
(LUWIY).
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4.2.2. Rezultati ispitivanih svojstava nakon toplinske ekstrakcije

Tablica 13. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektri¢ne vodljivosti

za uzorak LDO
t G UpP* UF*
UZORAK . H
[min] P [mS cm?] [mg (gsw)] [Mg (gsv) ']
LDO/3 3 6,870 5,113 74,1168 +£ 2,21 14,0949 + 0,21
LDO/6 6 6,898 5,073 73,9274 £ 2,73 13,9029 + 0,14
LDO/9 9 6,880 4,104 65,4965 + 1,42 11,8435+ 0,14

* rezultati izrazeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 94,49 %

U tablici 13 prikazano je vrijeme trajanja tretmana u te rezultati mjerenja pH vrijednosti,

elektri¢ne vodljivosti i masenog udjela ukupnih proteina i fenola uzorka LDO nakon provedene

toplinske ekstrakcije. Izmjerene pH vrijednosti i elektrina vodljivost neovisni su 0 vremenu

tretiranja. Vrijednosti ukupnih proteina izrazene s obzirom na suhu tvar listova Secerne repe, kao

i maseni udio fenola, opadaju s porastom vremena tretiranja. Najvise vrijednosti ukupnih proteina

(74,1168 £ 2,21 mg (gswv.) ) i fenola (14,0949 + 0,21 mg (gswv.) ™) postizu se kod uzorka LDO/3

tretiranog 3 minute. Izmjerena pH vrijednost i elektricna vodljivost netretiranog uzorka LDO

iznosi 6,707 i 5,160 mS cm™.

Tablica 14. Rezultati mjerenja ukupnih proteina i polifenola, pH vrijednosti i elektricne vodljivosti

za uzorak LWO
t G uUp* UF*
UZORAK X H
min] P [mS cm] [Mg (gswv)"] [mg (gswv)"]
LWO/3 3 7,221 1,125 73,2943 + 0,31 7,1368 + 0,00
LWO/6 6 7,237 1,114 73,8450 + 1,07 6,9954 + 0,14
LWO/9 9 7,232 1,135 77,5520 + 0,54 9,0984 + 0,28

* rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dviju paralela + standardna devijacija, udio suhe tvari uzorka je 22,97 %

Uzorci LWO (tablica 14) ne pokazuju korelaciju izmedu vremena tretiranja i dobivenih

vrijednosti ukupnih proteina i fenola kao Sto je slucaj kod uzoraka LDO. Najvise vrijednosti

ukupnih proteina (77,5520 + 0,54 mg (gswv.)™) i fenola (9,0984 + 0,28 mg (gsv.)™) postizu se kod
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uzorka LWO/9 tretiranog 9 minuta. Izmjerena pH vrijednost i elektri¢na vodljivost netretiranog
uzorka LDO iznosi 7,556 i 0,525 mS cm™.

4.2.3. Usporedba rezultata ispitivanih svojstava dobivenih nakon provedenih ekstrakcija
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* Za izradu dijagrama koriStene su srednje vrijednosti rezultata iz tablica 9-14.

Slika 6. Graficki prikaz rezultata ispitivanih svojstava (pH, G-elektri¢na vodljivost; UP-ukupni
proteini; UF-ukupni fenoli) uzoraka tretiranih ultrazvuénom ekstrakcijom (LUDI, LUDW, LUWI
i LUWW) i toplinskom tehnikom ekstrakcije (LDO i LWO)

1z grafickog prikaza (slika 6) moze se zakljuciti sljedece:

i.  pH vrijednost generalno je visa kod uzoraka kojima je dodano hladno ekstrakcijsko otapalo
(LUDW i LUWW), ali i kod uzoraka gdje su za pripremu koriSteni svjezi listovi SeCerne
repe (LUWI, LUWW i LWO) u odnosu na uzorke pripremljene sa suSenim listovima
(LUDI, LUDW i LDO). pH vrijednosti izmjerene prije provedbe ekstrakcije kod uzoraka
sa suSenim listovima manje su u odnosu na pH izmjeren nakon tretmana ultrazvukom. S
druge strane, kod uzoraka sa svjezim listovima pH prije tretmana visi je od onog
izmjerenog nakon ekstrakcije. Tijekom tretmana ultrazvukom dolazi do narusavanja
strukture stani¢ne membrane i razaranja odredenog broja stanica, $to rezultira otpustanjem
elektrolita u otopinu, uslijed ¢ega se pH vrijednost nakon tretmana mijenja u odnosu na pH

vrijednost netretiranog uzorka. Uz to, narusavanje stani¢ne strukture — stvaranje pora na
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membrani; ovisi o ¢vrsto¢i povrSinske strukture stanica, stoga se razlika u promjenama pH
vrijednosti nakon tretmana javlja obzirom na suhi ili svjezi oblik lista koriSten za pripremu
uzorka. Disrupcija bioloskih membrana javlja se kao posljedica kombiniranog djelovanja
kavitacije i nastalog smicanja, zagrijavanja medija i stvaranja slobodnih radikala, a kada se
radi o vodenom mediju, tretmanom UAE dolazi do stvaranja He i *OH radikala (H.O -
He + *OH), koji onda dodatno utjecu na promjene pH vrijednosti (Vikulin i Vikulina,
2020).

Vrijednosti elektricne vodljivosti vidljivo su vise kod uzoraka pripremljenih sa susenim
listovima (LUDI, LUDW i LDO). Generalno, uzorci podvrgnuti toplinskoj ekstrakciji
imaju vecu elektricnu vodljivost od uzoraka tretiranth UAE. Elektricna vodljivost
izmjerena prije provedbe ekstrakcije kod uzoraka sa suSenim listovima veca je u odnosu
na provodljivost izmjerenu nakon tretmana ultrazvukom; kod uzoraka sa svjezim
listovima, s iznimkom uzorka LUWW, elektri¢na vodljivost nakon tretmana visa je od one
izmjerene nakon ekstrakcije. Povecanje elektri¢ne vodljivosti odredenih uzoraka moguce
je zbog oslobadanja Cestica s povrSine ultrazvu¢ne sonde, uzrokovanog oste¢enjem vrha
sonde zbog utjecaja kavitacije.

Uzorci pripremljeni sa svjezim listovima Sec¢erne repe (LUWI, LUWW i LWO) pokazuju
veci udio ukupnih proteina u odnosu na uzorke pripremljene sa suSenim listovima (LUDI,
LUDW i LDO). Susenje, kao metoda konzerviranja listova, ometa ekstrakciju proteina,
dok se hladenje i zamrzavanje (nacin konzerviranja koristen kod svjezih listova Seerne
repe) smatraju najprikladnijim metodama stabilizacije proteina u listovima (Tamayo
Tenorio i sur., 2017). Uzorci podvrgnuti UAE imaju veéi udio ukupnih proteina, nego
uzorci tretirani toplinskim tretmanom. Nema direktne korelacije izmedu temperature
koristenog ekstrakcijskog otapala i ukupnog prinosa proteina.

Maseni udio ukupnih fenola, puno je manji od masenog udjela ukupnih proteina — kod
uzoraka pripremljenih sa svjezim listovima udio ukupnih fenola je oko 9 puta manji od
ukupnih proteina, dok je kod uzoraka pripremljenih sa suSenim listovima udio ukupnih
fenola 5-6 puta manji od udjela ukupnih proteina. Kod uzoraka kojima je dodano hladno
ekstrakcijsko otapalo (LUDW 1 LUWW), udio ukupnih fenola generalno je veéi u
usporedbi s uzorcima gdje je dodana deionizirana voda sobe temperature (LUDI i LUWI).

Takoder, uzorci sa susenim listovima Secerne repe (LUDI, LUDW i LDO) imaju veéi
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maseni udio fenola od uzoraka sa svjezim listovima — medu uzorcima sa susenim listovima,
oni tretirani UAE (LUDI i LUDW) pokazuju ve¢i prinos od uzorka tretiranog toplinskom
metodom ekstrakcije (LDO); istovremeno kod uzorka LDO postize se veci udio fenola
nego kod uzoraka sa svjezim listovima tretiranih UAE (LUWI i LUWW). Op¢enito, veca
ucinkovitost UAE, u smislu prinosa fenolnih spojeva i sastava ekstrakata, moze se postici
smanjenjem udjela vlage u uzorku kako bi se pobolj$ao kontakt otapala i krutine (Chemat
i sur., 2017), ali i smanjenjem veli¢ine Cestica. Zaklju¢no, kod ekstrakcije ukupnih fenola
iz listova Secerne repe temperatura i primijenjena metoda imaju manji utjecaj od udjela
vlage u listovima (sus$eni, odnosno svjezi). Medutim, porast temperature u sustavu tijekom
ekstrakcije ne moze se zanemariti — kada se ultrazvuk koristi kao tehnologija ekstrakcije,
porast topline medija moze uzorkovati povecanje prinosa, ubrzavanjem i maksimiziranjem
ekstrakcije polifenola (Nutter i sur., 2021) promjenama u strukturi membrane biljnih
stanica, olaksanom difuzijom ekstrahiranih molekula u otapalo i poveéanjem topljivost
polifenola; ili moze imati negativan uéinak ukoliko se tijekom procesa dostignu

temperature kod kojih dolazi do dezintegracije ciljanih spojeva.

Tamayo Tenorio i sur. (2016) u svom istrazivanju navode da je udio proteina listova Se¢erne
repe s obzirom na suhu tvar 15,5 + 1,7 %, dobiven toplinskom metodom ekstrakcije uz
centrifugiranje. U drugim studijama, zabiljezen je veci udio proteina (= 23-24 %) (Akytiiz i Ersus,
2021; Lammens i sur., 2012), a razlika u rezultatima moze se objasniti koristenjem drugacijih
metoda obrade listova (ekstrakcija potpomognuta enzimima) ili kvantitativnin metoda za
odredivanje ukupnih proteina (Bradford metoda). Osim toga, kod listova Secerne repe pokazalo se
da koli¢ina ekstrahiranih proteina ovisi o0 uvjetima rasta, ali i sorti Secerne repe (Kiskini i sur.,
2016). U svom istrazivanju, Kiskini i sur. (2016) navode prosjecan udio proteina od 9,6 + 2,5 %
(s obzirom na s.tv.) kod listova Sec¢erne repe uzgojene u stakleniku te udio proteina u rasponu od
14,6 = 1,0 do 22,8 = 1,7 % kod listova SeCerne repe uzgojene na polju. Obzirom na navedena
istrazivanja, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom postize nezadovoljavajuc¢e rezultate s
maksimalnim udjelom ukupnih proteina od 14,7910 % (147,9095 + 4,58 mg (gsv.) ™) koji je
konkretno postignut kod uzorka LUWWSG i s najve¢om prosje¢nom vrijednosti od 10,2406 % (slika
6). Kiskini i sur. u svojem istrazivanju takoder navode i udio fenolnih spojeva u rasponu od 1,0 +
0,1 do 2,7 £ 0,1 % kod listova Secerne repe uzgojene na polju. Istovremeno, maksimalni udio

ukupnih fenola dobiven UAE iznosi 1,7892 % (17,8924 + 0,38 mg (gsw.) ™) za uzorak LUDWS,

44



dok najveca prosje¢na vrijednost ukupnih fenola premaslici 6 iznosi 1,5467 % (15,4665 mg (Qs.tv.)”

1).

Opcenito, nedostatak provedenih istrazivanja sliéne problematike, ¢ini rezultate dobivene
ultrazvuénom ekstrakcijom proteina i polifenola iz listova Se¢erne repe neusporedivima S ranije
objavljenim podacima. Takoder, u literaturi postoji oskudan broj istrazivanja povezanih s
optimizacijom parametara ekstrakcije proteina i polifenola iz zelenih listova, dok istovremeno
nema dostupnih studija o optimizaciji ultrazvu¢ne ekstrakcije proteina i polifenola iz listova

Secerne repe.

4.3. REZULTATI ODREPIVANJA SUHE TVARI SUSENJEM DO KONSTANTNE
MASE

Tablica 15. Rezultati odvaga i izrac¢una dobiveni odredivanjem suhe tvari uzoraka lista Seerne

repe
UZORAK mo [g] m1 [g] m [g] SUHA TVAR [%]*
suhi list 37,1782 39,6784 39,5407 94,4924
sviezi list 27,617 30,0439 28,1745 22,9717

* izraCun prema jednadzbi [4]
Mmo-masa prazne posudice; m;-masa posudice s uzorkom prije susenja; my-masa posudice s uzorkom nakon suSenja

44. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA EKSTRAKCIJE
POTPOMOGNUTE ULTRAZVUKOM
4.4.1. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorak LUDI

4.4.1.1. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni proteini

Iz grafickog prikaza u prilogu 1, vidljivo je da na ukupne proteine uzorka LUDI utjecu ulazni
parametri (amplituda i vrijeme tretiranja), ali i njihove interakcije — interakcija amplitude i
vremena tretiranja, kvadratna interakcija amplitude te kvadratna interakcija vremena tretiranja. U
prilogu 5, dane su tablice analize varijanci za uzorak LUDI. Analiza varijanci dijeli varijabilnost
udjela ukupnih proteina, ukupnih fenola, pH, elektri¢ne vodljivosti i ukupne promjene energije za

svaki od uc¢inaka. Kako bi se testirala statisticka znac¢ajnost svakog parametra, srednja vrijednost
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kvadrata usporeduje se s procjenom eksperimentalne pogreske. Statisticka analiza UAE provedena
je ukljucujuci F-omjer koji utvrduje je li varijabilnost izmedu skupinama vecéa od varijabilnosti
unutar skupina. Takoder, pomoc¢u F-omjera utvrdena je sveukupna znac¢ajnost ugradenog modela
i koeficijent determinacije R2. Rezultati analize varijanci za udio ukupnih proteina uzorka LUDI
(prilog 5) pokazuju da oba ulazna parametra (amplituda i vrijeme tretiranja), interakcija amplitude
i vremena tretiranja, kvadratna interakcija amplitude te kvadratna interakcija vremena tretiranja
imaju znac¢ajan utjecaj na udio ukupnih proteina buduci da su im p-vrijednosti manje od 0,05; sto
ukazuje da se znacajno razlikuju od nule na razini pouzdanosti od 95,0 %. P-vrijednost se koristi
za provjeru znacaja svakog koeficijenta — §to je p-vrijednost manja, to je veéi znacaj odgovarajuceg
koeficijenta. R? pokazuje varijabilnost ukupnih proteina od 99,0017 %. R? prilagoden za stupnjeve
slobode, prikladniji za usporedbu modela s razli¢itim brojem nezavisnih varijabli, iznosi 97,3378

%.

Dijagram odzivne povrSine za udio ukupnih proteina uzorka LUDI (prilog 9) pokazuje
statistiCki znacajan utjecaj amplitude i vremena tretiranja na ukupne proteine. Duljim trajanjem
tretmana, udio ekstrahiranih proteina se povecava. Izradom i ocitavanjem dijagrama odzivne
povrsine, omoguéeno je zapazanje drugacijeg odgovora izazvanog promjenama eksperimentalnih

faktora, ali i korekcija pojedinih faktora u budu¢im istrazivanjima.

Jednadzba regresije za ukupne proteine uzorka LUDI (prilog 13) opisuje kako se ponasa
polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja —
promjenom jedne varijable, mijenja se rezultat jednadzbe (vrijednost udjela ukupnih proteina) pa
se prilikom dizajniranja eksperimenta mogu predvidjeti okvirne izlazne vrijednosti proteina, sto

olaksava korigiranje eksperimentalnih parametara ovisno o Zeljenim prinosima ekstrakcije.

Rezultati optimizacije uzorka LUDI (prilog 14) daju optimalne vrijednosti amplitude (88,8589
%) i vremena tretiranja (9 min) koji se mogu primijeniti prilikom UAE za postizanje maksimalnih
vrijednosti ukupnih proteina. Optimalna vrijednost udjela ukupnih proteina za uzorak LUDI iznosi
108,076 mg (gswv.)?. Prilikom manipulacije UAE, treba uzeti u obzir statisticku znacajnost oba
ulazna parametra. Odabirom optimalnih uvjeta amplitude, izbjegava se nezeljena razgradnja

ekstrahiranih spojeva (Tiwari, 2015).
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4.4.1.2. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni fenolni spojevi

Na udio ukupnih fenola uzorka LUDI (prilog 1) ne utje¢u ulazni parametri niti njihove
interakcije — interakcija amplitude i vremena tretiranja, kvadratna interakcija amplitude te
kvadratna interakcija vremena tretiranja. Najblize statistickoj znaajnosti je utjecaj amplitude.
Rezultati analize varijanci za udio ukupnih fenola uzorka LUDI (prilog 5) pokazuju da ulazni
parametri (amplituda i vrijeme tretiranja), kao i njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan

utjecaj na udio ukupnih fenola buduéi da su im p-vrijednosti vec¢e od 0,05.

Dijagram odzivne povrsine za udio ukupnih fenola uzorka LUDI (prilog 9) pokazuje da duljim
trajanjem tretmana, udio ekstrahiranih fenola uglavnom ostaje isti. Medutim, povecanjem
amplitude vidljiv je i porast udjela ukupnih fenola. Jednadzba regresije za ukupne fenole uzorka
LUDI (prilog 13) opisuje kako se ponasa polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o

vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Za postizanje maksimalnih vrijednosti ukupnih proteina iz listova Se€erne repe tretmanom
UAE, rezultati optimizacije uzorka LUDI (prilog 14) ukazuju da je optimalna amplituda od 100 %
i optimalno vrijeme tretiranja u trajanju od 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih fenola
za uzorak LUDI iznosi 16,2454 mg (gsw.). Prilikom manipulacije UAE treba uzeti u obzir da
ulazni parametri ne pokazuju statisticku znacajnost, no da istovremeno utjecaj amplitude ipak

pokazuje odredeni znacaj za konacan prinos fenola.
4.4.1.3. Statisticka analiza eksperimenta — pH vrijednost

Ocitanjem Pareto dijagrama (prilog 1) vidljivo je da na pH vrijednost uzorka LUDI utjece
ulazna vrijednost amplitude. Vrijeme tretiranja, interakcija amplitude i vremena tretiranja te
kvadratne interakcije nemaju statisticki znacajan utjecaj na izlazne pH vrijednosti uzorka.
MANOVA izradena za pH uzorka LUDI (prilog 5) pokazuje da amplituda ima znacajan utjecaj na
pH, s obzirom na p-vrijednost manju od 0,05 na razini pouzdanosti od 95,0%. Ostali parametri

nemaju statisticki zna¢ajan utjecaj na pH (p>0,05).

Dijagram odzivne povrsine za pH uzorka LUDI (prilog 9) pokazuje statisti¢ki znacajan utjecaj
amplitude na izlazne vrijednosti. Duljim trajanjem tretmana pri nizim amplitudama, pH uglavnom
ostaje isti. Jednadzba regresije za pH uzorka LUDI (prilog 13) opisuje ponasanje polinoma

dobivenog iz obradenih rezultata, zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.
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Za postizanje maksimalne pH vrijednosti, rezultati optimizacije uzorka LUDI (prilog 14)
ukazuju da su amplituda od 100 % i vrijeme tretiranja u trajanju od 9 minuta optimalne vrijednosti
za UAE. Optimalna pH vrijednost za uzorak LUDI iznosi 7,11544. Kod eksperimentalnog dizajna

UAE treba uzeti u obzir da je utjecaj amplitude statisticki znacajan za konacan pH uzorka.
4.4.1.4. Statisticka analiza eksperimenta — elektricna vodljivost

Na elektri¢nu vodljivost uzorka LUDI (prilog 1) ne utjeCu ulazni parametri niti njihove
interakcije — interakcija amplitude i vremena tretiranja, kvadratne interakcije. MANOVA rezultati
za elektricnu vodljivost uzorka LUDI iz tablice u prilogu 5, pokazuju da amplituda i vrijeme
tretiranja, kao i njihove interakcije, nemaju statisti¢ki znacajan utjecaj na elektri¢énu vodljivost

uzorka buduci da su im p-vrijednosti vec¢e od 0,05.

Dijagram odzivne povrSine uzorka LUDI ukazuje da se elektricna vodljivost smanjuje s
porastom amplitude 1 duljim trajanjem tretmana. Medutim, ulazni parametri nisu statisticki
znacajni. Jednadzba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka LUDI (prilog 13) opisuje kako se
ponasa polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o ulaznim vrijednostima amplitude i

vremena tretiranja.

Rezultati optimizacije dani u prilogu 14, daju optimalnu vrijednost amplitude (50 %) i vrijeme
tretiranja (3 min) za postizanje maksimalne elektricne vodljivosti uzorka LUDI koja iznosi

4,74847 mS cm™.
4.4.1.5. Statisticka analiza eksperimenta — ukupna promjena energije

Na ukupnu promjenu energije uzorka LUDI (prilog 1) ne utje¢u ulazni parametri niti njihove
interakcije — interakcija amplitude i vremena tretiranja, kvadratne interakcije. MANOVA rezultati
za ukupnu promjenu energije uzorka LUDI (prilog 5) pokazuju da amplituda i vrijeme tretiranja,
kao i njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj na elektriénu vodljivost uzorka
(p>0,05).

Dijagram odzivne povrSine za ukupnu promjenu energije uzorka LUDI koji se nalazi u prilogu
9, pokazuje promjene izlaznih vrijednosti s obzirom na amplitudu i vrijeme tretiranja. Vrijednosti
ukupne promjene energije najvece su kod najmanje amplitude (50 %). Obzirom na vrijeme trajanja

tretmana, najnize vrijednosti se uglavnom postizu kod najkra¢eg (3 min) i najduljeg (9 min)
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tretmana. Pri tom, niti jedan od ulaznih parametara nema statisticki znacajan utjecaj na ukupnu
promjenu energije uzorka LUDI. Jednadzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUDI

nalazi se u prilogu 13.

Za postizanje maksimalne izlazne vrijednosti ukupne promjene energije, rezultati optimizacije
(prilog 14) pokazuju da su amplituda od 50 % i vrijeme tretiranja u trajanju od 6 minuta optimalne
vrijednosti ulaznih parametara. Optimalna vrijednost maksimalne ukupne promjene energije za
uzorak LUDI iznosi 54,2522 W.

4.4.2. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorak LUDW

4.4.2.1. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni proteini

Na grafickom prikazu u prilogu 2, vidljivo je da na ukupne proteine uzorka LUDW utjec¢u
ulazni parametri (amplituda i vrijeme tretiranja), interakcija amplitude i vremena tretiranja,
kvadratna interakcija vremena tretiranja, ali ne i kvadratna interakcija amplitude. Rezultati analize
varijanci uzorka LUDW (prilog 6) pokazuju da amplituda, vrijeme tretiranja, interakcija amplitude
I vremena tretiranja te kvadratna interakcija vremena tretiranja imaju znacajan utjecaj na udio
ukupnih proteina, buduci da su im p-vrijednosti manje od 0,05 na razini pouzdanosti od 95,0 %.

Kvadratna interakcija amplitude nije statisticki znacajna (p>0,05).

Dijagram odzivne povrsine za udio ukupnih proteina uzorka LUDW (prilog 10) pokazuje
statisticki znaCajan utjecaj amplitude i vremena tretiranja na ukupne proteine. Poveéanjem
amplitude, udio ekstrahiranih proteina raste. Jednadzba regresije za ukupne proteine uzorka
LUDW iz priloga 13, opisuje kako se ponasa polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o

vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Rezultati optimizacije uzorka LUDW (prilog 15) daju optimalne vrijednosti amplitude (100
%) 1 vremena tretiranja (8 min) koji se mogu primijeniti prilikom UAE za postizanje maksimalnih
vrijednosti ukupnih proteina. Optimalna vrijednost udjela ukupnih proteina za uzorak LUDW
iznosi 96,246 mg (gsw.)™. Prilikom manipulacije UAE, treba uzeti u obzir statisti¢ku znacajnost

oba ulazna parametra.
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4.4.2.2. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni fenolni spojevi

Ocitanjem drugog Pareto dijagrama iz priloga 2, vidljivo je da na vrijednost ukupnih fenola
uzorka LUDW utjece ulazna vrijednost amplitude. Vrijeme tretiranja, interakcija amplitude i
vremena tretiranja te kvadratne interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj. MANOVA
izradena za ukupne fenole uzorka LUDW iz priloga 6, pokazuje da statisticki znacajan utjecaj ima

samo amplituda (p<0,05). Ostali parametri nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05).

Dijagram odzivne povrsine za udio ukupnih fenola uzorka LUDW (prilog 10) pokazuje da
duljim trajanjem tretmana i ve¢om amplitudom, udio ekstrahiranih fenola uglavnom raste, pri
¢emu jedino amplituda ima statisticki znacajan utjecaj. Jednadzba regresije za ukupne fenole
uzorka LUDW nalazi se u prilogu 13, a opisuje ponasanje polinoma ovisno o promjeni amplitude

I vremena tretiranja.

Za postizanje maksimalnih vrijednosti udjela ukupnih fenola tretmanom UAE, rezultati
optimizacije uzorka LUDW iz priloga 15, pokazuju da je optimalna amplituda od 100 % i
optimalno vrijeme tretiranja u trajanju od 9 minuta. Optimalna vrijednost udjela ukupnih fenola za
uzorak LUDW iznosi 18,112 mg (gs.) . Prilikom manipulacije UAE treba uzeti u obzir da utjecaj

amplitude pokazuje statisticku znacajnost.

4.4.2.3. Statisticka analiza eksperimenta — pH vrijednost

Ocitanjem Pareto dijagrama (prilog 2) vidljivo je da na pH vrijednost uzorka LUDW utjece
samo ulazna vrijednost amplitude. Vrijeme tretiranja, interakcija amplitude i vremena tretiranja te
kvadratne interakcije nemaju statisticki znaCajan utjecaj na izlazne pH vrijednosti uzorka.
MANOVA izradena za pH uzorka LUDW (prilog 6) pokazuje da isklju¢ivo amplituda ima
statistiCki znacajan utjecaj, uz p-vrijednost manju od 0,05. Ostali parametri nemaju statisticki

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

Dijagram odzivne povrsine za pH uzorka LUDW (prilog 10) pokazuje statisti¢ki znacajan
utjecaj amplitude na izlazne vrijednosti. Duljim trajanjem tretmana pri viSim amplitudama, pH
ostaje priblizno isti, dok kod nizih amplituda blago raste. Jednadzba regresije za pH uzorka LUDW
(prilog 13) opisuje kako se ponasa polinom uslijed promjena vrijednosti amplitude i/ili vremena

tretiranja.

50



Za postizanje maksimalnih pH vrijednosti, rezultati optimizacije uzorka LUDW iz priloga 15,
ukazuju da su amplituda od 100 % i vrijeme tretiranja u trajanju od oko 8 minuta optimalne
vrijednosti za UAE. Optimalna pH vrijednost za uzorak LUDW iznosi 7,10572. Kod
eksperimentalnog dizajna UAE treba uzeti u obzir da je utjecaj amplitude statisticki znacajan za

izlazni pH uzorka.

4.4.2 4. Statisticka analiza eksperimenta — elektricna vodljivost

Pareto dijagram za elektri¢énu vodljivost uzorka LUDW (prilog 2) pokazuje statisticku
znacajnost utjecaja kvadratne interakcije amplitude. Vidljiv je 1 veliki utjecaj interakcije amplitude
I vremena tretiranja, no ipak nije statisticki znacajan za izlazne vrijednosti elektri¢ne vodljivosti.
MANOVA za elektricnu vodljivost uzorka LUDW (prilog 6) ukazuje da je jedino p-vrijednost

kvadratne interakcije amplitude manja od 0,05; §to ju ¢ini statisticki znacajnim parametrom.

Na dijagramu odzivne povrsine uzorka LUDW (prilog 10) vidljiv je pad elektri¢ne vodljivosti
s porastom amplitude, ali i istovremeni rast provodljivosti s obzirom na produljenje vremena
trajanja tretmana pri maksimalnoj amplitudi. Jednadzba regresije, odnosno polinom optimizacije

za elektri¢nu vodljivost uzorka LUDW nalazi se u prilogu 13.

Rezultati optimizacije (prilog 15) daju optimalnu vrijednost amplitude od 69,2823 % i
optimalno vrijeme trajanja tretmana od 5,8162 min, za postizanje maksimalne izlazne vrijednosti
elektricne vodljivosti uzorka LUDW. Optimalna vrijednost elektricne vodljivosti za uzorak
LUDW iznosi 4,7198 mS cm™.

4.4.2.5. Statisticka analiza eksperimenta — ukupna promjena energije

Na ukupnu promjenu energije uzorka LUDW, kao $to je vidljivo na Pareto dijagramu iz priloga
2, statisticki znacajan utjecaj ima samo koriStena amplituda ultrazvuka. Ostali parametri kao $to
su vrijeme tretiranja, interakcija amplitude i vremena tretiranja te kvadratne interakcije, nemaju
statisticku znacajnost na izlazne vrijednosti. Analiza varijance za ukupnu promjenu energije

uzorka LUDW (prilog 6) javlja statisti¢ku znacajnost amplitude uz p-vrijednost manju od 0,05.

Iz dijagrama odzivne povrsine (prilog 10) moze se vidjeti utjecaj amplitude na porast ukupne
promjene energije, ali 1 utjecaj vremena trajanja tretmana koji takoder uzorkuje vecu izlaznu

ukupnu promjenu energije. Medutim, jedino amplituda ima statisti¢ki znacajan utjecaj na izlazne
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vrijednosti. Jednadzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUDW (prilog 13) opisuje
kako se ponasa polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o vrijednostima amplitude i

vremena tretiranja.

Za postizanje maksimalne vrijednosti ukupne promjene energije, koja za uzorak LUDW iznosi

60,7233 W, potrebni su optimalni parametri — amplituda od 100% i vrijeme trajanja od 9 minuta
(prilog 15).

4.4.3. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorak LUWI

4.4.3.1. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni proteini

Na grafi¢kom prikazu u prilogu 3, vidljivo je da na ukupne proteine uzorka LUWTI statisticki
znacéajan utjecaj imaju ulazni parametri, amplituda i vrijeme tretiranja. Analiza varijance ukupnih
proteina uzorka LUWI (prilog 7) javlja statisticku znacajnost ulaznih parametara amplitude i

vremena tretiranja, uz p-vrijednosti manje od 0,05.

Na dijagramu odzivne povrsine (prilog 11) vidljiv je utjecaj porasta amplitude i vremena
tretiranja na povecanje prinosa ukupnih proteina uzorka LUWI. Jednadzba regresije za ukupne
proteine uzorka LUWI (prilog 13), pokazuje promjenu izlazne vrijednosti ukupnih proteina

zavisno o ulaznim vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Optimizacijom UAE uzorka LUWI (prilog 16) dobivene su optimalne ulazne vrijednosti
amplitude (100 %) i vremena tretiranja (9 min) za maksimalnu izlaznu vrijednost ukupnih proteina.

Optimalna vrijednost ukupnih proteina uzorka LUWI iznosi 130,301 mg (gs.v.) ™.

4.4.3.2. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni fenolni spojevi

Kod uzorka LUWI, na ukupne fenole, kao 1 kod proteina, statisticki znacajan utjecaj pokazuju
samo ulazni parametri amplitude i vremena tretiranja UAE (prilog 3). MANOVA ukupnih fenola
uzorka LUWI (prilog 7), pokazuje p-vrijednosti ulaznih parametara UAE, kvadratnih interakcija i
interakcije ulaznih parametara, od kojih jedino p-vrijednosti amplitude i vremena tretiranja iznose

manje od 0,05 1 imaju statisticku znacajnost na udio fenola.

Na dijagramu odzivne povrsine (prilog 11) vidljiv je uglavnom pravilan porast udjela fenola s

obzirom na povecanje amplitude ultrazvuka i dulje vrijeme trajanja UAE. Jednadzba regresije za
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ukupne fenole uzorka LUWI (prilog 13) opisuje kako se ponasa polinom dobiven iz obradenih

rezultata, zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Optimalne vrijednosti amplitude i vremena tretiranja prilikom UAE uzorka LUWI za
postizanje maksimalnog udjela ukupnih fenola iznose, kao §to je prikazano u prilogu 16, 100 % i
9 min. Optimalna vrijednost ukupnih fenola u ovom slu¢aju iznosi 15,9042 mg (gsw.) . Kod uzorka
LUWI, optimalni parametri ulaznih varijabli jednaki su za postizanje maksimalnih rezultata

ukupnih proteina i fenola.

4.4.3.3. Statisticka analiza eksperimenta — pH vrijednost

Promatranjem Pareto dijagrama konstruiranog za pH uzorka LUWI (prilog 3), uocava se
razlika u odnosu na prethodna dva dijagrama za isti uzorak. Statisticku znacajnost na pH vrijednost
imaju samo vrijeme tretiranja i kvadratna interakcija vremena tretiranja, dok amplituda nije blizu
statistiCke znacajnosti. Kod analize varijance za pH uzorka LUWI (prilog 7), vrijeme tretiranja i
kvadratna interakcija vremena tretiranja posjeduju p-vrijednosti manje od 0,05 i smatraju se

statisticki znac¢ajnim parametrima.

Graficki prikaz odzivne povrSine uzorka LUWI (prilog 11) ukazuje na neujednacen utjecaj
amplitude i vremena tretiranja na pH tijekom provedbe tretmana. pH vrijednosti na kraju tretmana,
manje su od pocetnih. Polinom optimizacije za pH uzorka LUWI (prilog 13) opisuje ponasanje

polinoma, ovisno o ulaznim vrijednostima (amplituda i vrijeme tretiranja).

Optimizacijom parametara (prilog 16), dobivene su vrijednosti ulaznih parametara amplitude
(100 %) 1 vremena tretiranja (3 min) poZeljne za maksimizaciju pH vrijednosti uzorka nakon

provedene UAE. Optimalna pH vrijednost uzorka LUWI iznosi 7,22739.

4.4.3.4. Statisticka analiza eksperimenta — elektricna vodljivost

Kod Pareto dijagrama elektriéne vodljivosti uzorka LUWI (prilog 3), uocena je velika
statistiCka znacajnost ulaznih vrijednosti amplitude i vremena tretiranja, kao i kod ukupnih
proteina i fenola istog uzorka. Podaci dani u prilogu 7 pokazuju iznimno niske p-vrijednosti
ulaznih parametara amplitude i vremena tretiranja, Sto povecava znacajnost njihova utjecaja na

izlazne vrijednosti elektri¢ne vodljivosti uzorka LUWI.
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Dijagram odzivne povrSine za elektri¢nu vodljivost uzorka LUWI potvrduje MANOVA
analizu. ViSe vrijednosti elektricne vodljivosti postizu se povecanjem ulaznih parametara.
Jednadzba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka LUWI (prilog 13) opisuje kako se ponasa

polinom, zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Za postizanje maksimalne izlazne vrijednosti elektricne vodljivosti, optimalna amplituda je
100 %, a optimalno vrijeme tretiranja 9 minuta (prilog 16). Optimalna vrijednost elektricne
vodljivosti uzorka LUWI iznosi 0,973778 mS cm™,

4.4.3.5. Statisticka analiza eksperimenta — ukupna promjena energije

U slucaju ukupne promjene energije uzorka LUWI, statisticku znacajnost prema Pareto
dijagramu iz priloga 3, pokazuje iskljuc¢ivo amplituda. MANOVA izradena za ukupnu promjenu
energije uzorka LUWI (prilog 7) pokazuje da jedino amplituda ima znacajan utjecaj, S obzirom na
p-vrijednost manju od 0,05 na razini pouzdanosti od 95,0 %. Ostali parametri nemaju statisti¢ki

znacajan utjecaj (p>0,05).

Dijagram odzivne povrSine uzorka LUWI (prilog 11) ukazuje na veliki porast ukupne
promjene energije s obzirom na povecanje amplitude. Vidljiv je i porast energije tijekom trajanja
UAE, ali je slabije izrazen. Jednadzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUWI nalazi
se u prilogu 13 i opisuje promjenu izlazne vrijednosti, zavisno o vrijednostima amplitude i vremena

tretiranja.

Za maksimalnu izlaznu vrijednost ukupne promjene energije uzorka LUWI (prilog 16),
potrebna je amplituda od 100 % i vrijeme trajanja ekstrakcije od 9 min. Optimalna vrijednost

ukupne promjene energije iznosi 151,532 W.

4.4.4. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorak LUWW
4.4.4.1. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni proteini

Iz Pareto dijagrama u prilogu 4, vidljivo je da na ukupne proteine uzorka LUWW statisticki
znacajan utjecaj imaju ulazni parametri — amplituda i vrijeme tretiranja, dok ostali parametri nisu
blizu statisticke znacajnosti. MANOVA ukupnih proteina uzorka LUWW (prilog 8) pokazuje da

amplituda i vrijeme tretiranja imaju p-vrijednosti manje od 0,05 i time posjeduju statisticki
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znacajan utjecaj na izlaznu vrijednost ukupnih proteina. Pri tome, amplituda ima veéi znacaj u

odnosu na vrijeme tretiranja.

Na dijagramu odzivne povrSine uzorka LUWW (prilog 12), vidljiv je veliki utjecaj rasta
amplitude na povecanje udjela ukupnih proteina, posebno kod duljeg vremena trajanja tretmana
UAE. JednadZzba regresije za ukupne proteine uzorka LUWW (prilog 13) opisuje kako se ponasa

polinom dobiven iz obradenih rezultata, zavisno o ulaznim vrijednostima UAE.

U skladu s dijagramom odzivne povrsine, optimalne vrijednosti ulaznih parametara su
oc¢ekivano najvisa vrijednost amplitude (100 %) i najdulje vrijeme trajanja UAE (9 min) (prilog

17). Optimalna vrijednost ukupnih proteina za uzorak LUWW iznosi 157,46 mg (gs.v.)™.

4.4.4.2. Statisticka analiza eksperimenta — ukupni fenolni spojevi

U prilogu 4, vidljivo je da na izlazne vrijednosti ukupnih fenola uzorka LUWW statisticki
znacajan utjecaj ima samo amplituda, iako je i parametar vremena tretiranja jako blizu statisticke
znacajnosti. Prema podacima u tablici iz priloga 8, koja sadrzi rezultate analize varijance za ukupne
fenole uzorka LUWW, mozZe se vidjeti da je p-vrijednost amplitude jako udaljena od 0,05 (p<0,05).
Takoder, moze se primijetiti da je p-vrijednost vremena tretiranja jako blizu 0,05; no ipak ne

prelazi granicu statisticke znacajnosti.

Dijagram odzivne povrsine (prilog 12) pokazuje porast ukupnih fenola uzorka LUWW s
povecanjem ulaznih vrijednosti amplitude i vremena tretiranja, uz amplitudu kao statisticki

znacajan parametar. Jednadzba regresije za ukupne fenole uzorka LUWW nalazi se u prilogu 13.

U skladu s rezultatima prikazanim na dijagramu odzivne povrSine, optimizacija ulaznih
parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih fenola uzorka LUWW daje optimalnu
vrijednost amplitude od 100 % i vrijeme trajanja ekstrakcije od 9 minuta. Optimalna izlazna

vrijednost ukupnih fenola uzorka LUWW iznosi 16,847 mg (gsw.)™ (prilog 17).

4.4.4.3. Statisticka analiza eksperimenta — pH vrijednost

StatistiCka analiza znacajnosti utjecaja ulaznih parametara i njihovih interakcija, prikazana
pomocu Pareto dijagrama, pokazuje da niti jedan parametar nema statisticki znacajan utjecaj na

pH uzorka LUWW (prilog 4). Isti rezultat vidljiv je iz tablice u prilogu 8, gdje niti jedan ulazni
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parametar, kao ni njihove interakcije, nemaju statisticki znacajan utjecaj na izlazne pH vrijednosti

uzorka LUWI, sa p-vrijednostima ve¢im od 0,05.

Dijagram sa slike iz priloga 12 pokazuje zanimljiv odnos promjene pH vrijednosti uzorka
LUWW, obzirom na porast amplitude i vremena tretiranja. Pove¢anjem amplitude, pH uglavnom
opada. Dulje vrijeme trajanja ekstrakcije uzorkuje promjene pH vrijednosti, ali se iz grafickog
prikaza ne moze lako zakljuciti direktna korelacija tih dvaju parametara. Jednadzba regresije za
pH uzorka LUWW (prilog 13) opisuje kako se ponasa polinom dobiven iz obradenih rezultata,

zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Optimizacijom (prilog 17) dobivene su vrijednosti amplitude od 71,7633 % i vremena trajanja
UAE od 3 minute. Optimalna pH vrijednost uzorka LUWW, dobivena statistickom analizom,
iznosi 7,29037.

4.4.4.4. Statisticka analiza eksperimenta — elektricna vodljivost

Prilikom analize utjecaja ulaznih parametara i njihovih interakcija na elektri¢nu vodljivost
uzorka LUWW, dobiveno je da statisticku znacajnost imaju samo ulazni parametri amplitude 1
vremena tretiranja, kao §to je vidljivo na grafickom prikazu (prilog 4). MANOVA za elektri¢nu
vodljivost uzorka LUWW (prilog 8) daje informacije o p-vrijednostima ispitivanih parametara, od
kojih amplituda i vrijeme tretiranja pokazuju statisticki bitan utjecaj na izlazne vrijednosti, uz

p<0,05.

Dijagram odzivne povrSine (prilog 12) daje jasniji uvid na promjenu elektriéne vodljivosti s
porastom amplitude i vremena tretiranja. U slucaju uzorka LUWW, radi se o ve¢oj provodljivosti
s obzirom na porast ulaznih parametara UAE. Jednadzba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka

LUWW nalazi se u prilogu 13.

Optimalne vrijednosti amplitude i vremena tretiranja za postizanje maksimalnih izlaznih
vrijednosti su ujedno i maksimalne vrijednosti provedbe tretmana UAE — 100 % i 9 minuta.

Optimalna vrijednost elektri¢ne vodljivosti je 1,05822 mS cm™ (prilog 17).
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4.4.4.5. Statisticka analiza eksperimenta — ukupna promjena energije

Pareto dijagram za ukupnu promjenu energije uzorka LUWW (prilog 4) pokazuje statisti¢ki
znacajan utjecaj ulaznih parametara amplitude i vremena tretiranja na izlazne vrijednosti. Utjecaj
amplitude je statisticki znacajniji od vremena tretiranja. U tablici iz priloga 8 nalaze se p-
vrijednosti ulaznih parametara, od kojih su jedino vrijednosti amplitude i vremena tretiranja manje

od 0,05 1 imaju statisti¢ki znacajan utjecaj na elektri¢nu vodljivost uzorka LUWW.

Dijagram odzivne povrsine (prilog 12) pokazuje porast ukupne promjene energije s obzirom
na povecanje ulaznih parametara amplitude 1 vremena tretiranja, pri cemu obje varijable imaju
statistiCki znaCajan utjecaj na izlazne vrijednosti energije. Polinom optimizacije za ukupnu
promjenu energije uzorka LUWW (prilog 13) opisuje promjenu ukupne promjene energije,

zavisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja.

Optimalne vrijednosti amplitude i vremena tretiranja dobivene statistickom analizom (prilog
17) su ujedno i maksimalne primijenjene vrijednosti kod provedbe UAE, a iznose 100 % i 9

minuta. Optimalna vrijednost ukupne promjene energije za uzorka LUWW iznosi 125,83 W.

Iz rezultata statisticke obrade podataka UAE uzoraka LUDI, LUDW, LUWI i LUWW, moze
se zakljuciti da je kod izlaznih vrijednosti ukupnih proteina svih ekstrakata prisutan statisti¢ki
znacajan utjecaj primijenjene amplitude i vremena tretiranja. Optimizacijom ulaznih parametara
za maksimalnu izlaznu vrijednost ukupnih proteina, optimalne vrijednosti amplitude su za uzorke
LUDW, LUWI i LUWW iznosile 100%, a za uzorak LUDI 88,8589 %; dok su optimalne
vrijednosti vremena tretiranja za uzorke LUDI, LUWI i LUWW iznosile 9 minuta, a za uzorak
LUDW 8 minuta. Usporedbom uzoraka pripremljenih sa svjezim listovima (LUWI i LUWW)),
javlja se povezanost s obzirom na statistiCki znacajan utjecaj amplitude na izlazne parametre
ukupnih fenola, elektricne vodljivosti i ukupne promjene energije; uz optimalne vrijednosti
amplitude od 100 %. Usporedbom uzoraka pripremljenih sa suSenim listovima (LUWI i LUWW),
vidljiva je povezanost s obzirom na statisticki znacajan utjecaj amplitude na pH, uz optimalne
vrijednosti amplitude od 100 %. Kod uzoraka pripremljenih sa svjezim listovima, amplituda nema

statistiCki znaCajan utjecaj na pH.
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45. REZULTATI
EKSTRAKCIJE
4.5.1. Rezultati analize varijance (ANOVA) za uzorak LDO

STATISTICKE

OBRADE

Tablica 16. Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LDO

PODATAKA  TOPLINSKE

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr élta slo% oJ de vrijednost F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁg’ii‘;‘i* 6372,697 1 6372,69692 | 383,4598328 | 0,000040105 | 7,708647422
Skﬂg:ﬁ:i* 66,47577 4 16,6189425 / / /
Ukupno 6439,173 5 / / / /

*Utjecaj parametra je statisti¢ki znac¢ajan ako je p<0,05; statisti¢ki znadajna vrijednost oznaéena je crveno
**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti ukupnih proteina [Mg (gsv.)™]

(tablica 13)

ANOVA za ukupne proteine uzorka LDO, tretiranog u kupelji, pokazuje statisticku znacajnost

vremena tretiranja na izlazne vrijednosti udjela proteina u ekstraktu na razini pouzdanosti od 95,0

% (p<0,05).

Tablica 17. Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LDO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr aJta slo% oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁg}f‘i‘; 79,50691 1 79,50691 15,06134 0,017828 7,708647
Skﬁjg:ﬁgi* 21,1155 4 5,278874 / / /
Ukupno 100,6224 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crveno
**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti ukupnih fenola [Mg (swv.)™]

(tablica 13)

Kod provedene ANOVA analize za ukupne fenole uzorka LDO, takoder je vidljiva statisticka

znacajnost vremena tretiranja na izlazne vrijednosti udjela fenolnih spojeva u ekstraktu (p<0,05).

Usporedbom p-vrijednosti (tablice 16 i 17) uocava se da vrijeme tretiranja ima znacajniji utjecaj

na ukupne proteina, u odnosu na fenole.
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Tablica 18. Analiza varijance za pH vrijednosti uzorka LDO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr aJta sIoFl)) oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁﬁf}iﬂ* 1,168651 1 1,168651 | 0,259694 0,637159 7,708647
Skldgfrf:i* 18,0004 4 4,500101 / / /
Ukupno 19,16905 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05
**gkupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); pH vrijednosti (tablica 13)

Analiza varijance za pH vrijednost, javlja p-vrijednost izmedu skupina koja je ve¢a od 0,05 i
prema tome vrijeme tretiranja nema statisticki znacajan utjecaj na pH vrijednosti ekstrakta LDO

izmjerene nakon tretmana u kupelji.

Tablica 19. Analiza varijance za elektri¢nu vodljivost uzorka LDO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr z;ta slol?) oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁg}i‘;‘i* 2,294017 1 2,294017 0,491938 0,521724 7,708647
sktdg?r::i* 18,65288 4 4,66322 / / /
Ukupno 20,9469 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05
**skupine koristene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti elektriéne vodljivosti [mS cm™]
(tablica 13)

ANOVA za elektricnu vodljivost pokazuje isti ishod kao i1 podaci iz tablice 18, pri ¢emu
vrijeme tretiranja nema statisticki znacajan utjecaj na vrijednosti elektricne vodljivosti uzorka

LDO (tablica 19), s p-vrijednosti ve¢om od 0,05.
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4.5.2. Rezultati analize varijance (ANOVA) za uzorak LWO

Tablica 20. Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LWO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr e;ta slo% oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁﬁf}iﬂ* 7120,214 1 7120214 | 991,518 | 0,000006062 | 7,708647
Unutar
skupina** 28,7245 4 7,181124 / / /
Ukupno 7148,938 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crveno
*#gskupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti ukupnih proteina [Mg (stv.)™]

(tablica 14)

Rezultati analize varijance ukupnih proteina uzorka LWO (tablica 20) pokazuju p<0,05 izmedu

skupina, Sto znaci da vrijeme tretiranja kao 1 kod prethodnog uzorka, tretiranog u kupelji, ima

statisticki znacajan utjecaj na izlazne vrijednosti proteina.

Tablica 21. Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LWO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr z;ta slo% oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
S&ﬁg}z‘;‘i* 4,559711 1 4,559711 0,87841 0,4017 7,708647
skldgiur::i* 20,76348 4 5,19087 / / /
Ukupno 25,32319 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki zna¢ajan ako je p<0,05

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti ukupnih fenola [Mg (Uswv)™]

(tablica 14)

U odnosu na uzorak LDO, vrijeme tretiranja ne pokazuje statisticki znacajan utjecaj na izlazne

vrijednosti ukupnih fenola kod uzorka LWO (p>0,05) (tablica 21).
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Tablica 22. Analiza varijance za pH vrijednosti uzorka LWO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr aJta sIoFl)) oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁﬁf}iﬂ* 2,26935 1 2,26935 0,504296 0,516827 7,708647
Skﬂgf;gi* 18,00013 4 4,500034 / / /
Ukupno 20,26948 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05
**gkupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); pH vrijednosti (tablica 14)

ANOVA za pH vrijednosti uzorka LWO (tablica 22), javlja nepostojecu statistiCku zna¢ajnost

izmedu skupina uz p-vrijednost vecu od 0,05.

Tablica 23. Analiza varijance za elektri¢nu vodljivost uzorka LWO

Zbroj | Stupnjevi Srednja
Izvor kvadr élta slo% oJ de vrijednost | F-omjer | p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata
Séﬁ‘;z‘;‘i* 35,65331 1 3565331 | 7,922861 0,048084 7,708647
Skﬂg:ﬁgi* 18,00022 4 4,500055 / / /
Ukupno 53,65353 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki zna¢ajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajna vrijednost oznacena je crveno
**skupine koristene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti elektriéne vodljivosti [mS cm™]
(tablica 14)

Za razliku od uzorka LDO, tablica 23 prikazuje statistiCku znacajnost vremena tretiranja na

izlazne vrijednosti elektri¢ne vodljivosti uzorka LWO, obzirom da je p-vrijednost izmedu skupina

manja od 0,05.

Iz rezultata statisticke obrade podataka toplinske ekstrakcije uzorka LDO i LWO, zakljuéuje
se da vrijeme tretiranja ima statisticki znacajan utjecaj na izlazne vrijednosti ukupnih proteina kod
obje vrste uzoraka. Usporedbom rezultata statisticke obrade podataka obiju ekstrakcija, slijedi
zakljuCak da vrijeme tretiranja ima statisticki znacajan utjecaj na udio ukupnih proteina kod

uzoraka tretiranih UAE, kao i kod uzoraka tretiranih u kupelji.

61



S.
1.

10.

ZAKLJUCCI

UAE i toplinska ekstrakcija ukupnih proteina i fenola, iz osusenih i svjezih uzoraka lista
SeCerne repe, Uspjesno su provedene. UAE daje veci prinos proteina i fenola, u odnosu na
toplinsku ekstrakciju. Najveéi udio ukupnih proteina iznosi 147,9095 + 4,58 mg (gswv)?, @
ukupnih fenola 17,8924 + 0,38 mg (gs.v.)™* (uz amplitudu 100 % i vrijeme tretiranja 9 min).
Uzorci tretirani UAE imaju vec¢i udio ukupnih proteina od uzoraka tretiranih toplinom. Uzorci
sa svjezim listovima imaju veci udio ukupnih proteina u odnosu na one sa susenim listovima.
Nema direktne korelacije izmedu temperature ekstrakcijskog otapala i ukupnih proteina.
Udio vlage u listovima (suseni/svjezi) pokazuje veci utjecaj na konacan prinos ukupnih fenola
nego temperatura koriStenog ekstrakcijskog otapala i primijenjena metoda ekstrakcije.

pH vrijednost visa je kod uzoraka sa svjezim listovima i kojima je dodano hladno ekstrakcijsko
otapalo. pH vrijednosti drugacije su prije i nakon provedenih ekstrakcija.

Elektri¢na vodljivost veca je kod uzoraka sa suSenim listovima. Uzorci podvrgnuti toplinskoj
ekstrakciji imaju vecu elektri¢nu vodljivost od uzoraka tretiranih UAE. Vrijednosti elektri¢ne
vodljivosti drugacije su prije i nakon provedenih ekstrakcija.

Uzorci sa suSenim listovima imaju viSe srednje vrijednosti temperature, snage, energije,
ukupne promjene energije i gusto¢e snage. Temperatura ekstrakcijskog otapala utjece na
ukupnu temperaturu sustava tijekom UAE, ali nema utjecaj na promjenu ostalih vrijednosti.
Statistickom analizom rezultata UAE utvrden je statisticki znacajan utjecaj amplitude i
vremena tretiranja (p<0,05) na izlazne vrijednosti ukupnih proteina svih ekstrakata.

Kod uzoraka sa svjezim listovima, amplituda pokazuje statisticki znaCajan utjecaj na izlazne
parametre ukupnih fenola, elektricne vodljivosti i ukupne promjene energije, uz optimalnu
vrijednost amplitude 100 %. Kod uzoraka sa suSenim listovima, amplituda ima statisticki
znacajan utjecaj na pH, uz optimalnu vrijednost amplitude 100 %.

Statistickom analizom rezultata toplinske ekstrakcije utvrden je statisti¢ki znacajan utjecaj
vremena tretiranja (p<0,05) na vrijednosti ukupnih proteina i fenola uzoraka sa suSenim
listovima; te na ukupne proteine i elektri¢nu vodljivost uzoraka sa svjezim listovima.

UAE uz vodu kao zeleno otapalo predstavlja u¢inkovitu strategiju za smanjenje gubitaka i
povecanje iskoristenja nusproizvoda, ekstrakcijom bioaktivnih spojeva iz lista Secerne repe,

istovremeno promicuéi odrzivost u poljoprivredno-prehrambenom lancu.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Graficki prikazi statisticke znaCajnosti utjecaja ulaznih parametara (amplituda, vrijeme
tretiranja) 1 njihovih interakcija na ukupne proteine, ukupne fenole, pH, elektricnu vodljivost i
ukupnu promjenu energije uzorka LUDI. AA-kvadratna interakcija amplitude; AB-interakcija
amplitude i vremena tretiranja; BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja; plava linija-krajnja

vrijednost statistiCke znacajnosti utjecaja.
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Prilog 2. Graficki prikazi statistiCke znacajnosti utjecaja ulaznih parametara (amplituda, vrijeme
tretiranja) 1 njihovih interakcija na ukupne proteine, ukupne fenole, pH, elektri¢nu vodljivost 1
ukupnu promjenu energije uzorka LUDW. AA-kvadratna interakcija amplitude; AB-interakcija
amplitude i vremena tretiranja; BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja; plava linija-krajnja

vrijednost statistiCke znacajnosti utjecaja.
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Prilog 3. Graficki prikazi statistiCke znacajnosti utjecaja ulaznih parametara (amplituda, vrijeme
tretiranja) 1 njihovih interakcija na ukupne proteine, ukupne fenole, pH, elektri¢nu vodljivost 1
ukupnu promjenu energije uzorka LUWI. AA-kvadratna interakcija amplitude; AB-interakcija
amplitude i vremena tretiranja; BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja; plava linija-krajnja

vrijednost statistiCke znacajnosti utjecaja.
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Prilog 4. Graficki prikazi statistiCke znacajnosti utjecaja ulaznih parametara (amplituda, vrijeme
tretiranja) 1 njihovih interakcija na ukupne proteine, ukupne fenole, pH, elektri¢nu vodljivost 1
ukupnu promjenu energije uzorka LUWW. AA-kvadratna interakcija amplitude; AB-interakcija
amplitude i vremena tretiranja; BB-kvadratna interakcija vremena tretiranja; plava linija-krajnja

vrijednost statistiCke znacajnosti utjecaja.
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Prilog 5. Tablice analize varijanci (MANOVA) redom za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,

elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUDI.

Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LUDI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost | F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode K
vadrata
A: Amplituda 374,709 1 374,709 80,21 0,0029
B: Vrijeme tretiranja 228,344 1 228,344 48,88 0,0060
AA 295,162 1 295,162 63,18 0,0042
AB 123,559 1 123,559 26,45 0,0142
BB 297,458 1 297,458 63,67 0,0041
Ukupna pogreska 14,0151 3 4,67169 / /
Ukupno (korelacija) 1333,25 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 98,9488 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 97,1968 %
Standardna pogreska procjene = 2,16141

Srednja apsolutna pogreska = 1,02503
Durbin-Watson statistika = 2,28589 (p = 0,2914)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,243566

Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LUDI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 8,37461 1 8,37461 7,84 0,0678
B:Vrijeme tretiranja | 0,612344 1 0,612344 0,57 0,5040
AA 0,173065 1 0,173065 0,16 0,7142
AB 0,041445 1 0,041445 0,04 0,8564
BB 0,0137077 1 0,0137077 0,01 0,9170
Ukupna pogreska 3,20384 3 1,06795 / /
Ukupno (korelacija) 12,419 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno
R? =74,2021 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 31,2057 %

Standardna pogreska procjene = 1,03341

Srednja apsolutna pogreska = 0,465572

Durbin-Watson statistika = 2,62591 (p = 0,6597)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,452375




Analiza varijance za pH uzorka LUDI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,0158107 1 0,0158107 64,06 0,0041
B:Vrijeme tretiranja | 0,00190817 1 0,00190817 7,73 0,0690
AA 0,000186889 1 0,000186889 0,76 0,4482
AB 0,001024 1 0,001024 4,15 0,1345
BB 0,000168056 1 0,000168056 0,68 0,4698
Ukupna pogreska | 0,000740444 3 0,000246815 / /
Ukupno (korelacija) 0,0198382 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 96,2676 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 90,0469 %
Standardna pogreska procjene = 0,0157103
Srednja apsolutna pogreska = 0,00728395

Durbin-Watson statistika = 2,40591 (p = 0,4145)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,410081

Analiza varijance za elektricnu vodljivost uzorka LUDI

Zbroj Stupnjevi Srednja
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode K
vadrata
A: Amplituda 0,056454 1 0,056454 0,83 0,4305
B:Vrijeme tretiranja 0,053016 1 0,053016 0,78 0,4433
AA 0,00493356 1 0,00493356 0,07 0,8056
AB 0,00093025 1 0,00093025 0,01 0,9145
BB 0,000854222 1 0,000854222 0,01 0,9180
Ukupna pogreska 0,205062 3 0,0683538 / /
Ukupno (korelacija) 0,32125 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05

R?=36,1675%

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %

Standardna pogreska procjene = 0,261446
Srednja apsolutna pogreska = 0,13358

Durbin-Watson statistika = 2,69954 (p = 0,7351)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,406964




Analiza varijance za ukupnu promjenu energije uzorka LUDI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,191745 1 0,191745 0,00 0,9799
B:Vrijeme tretiranja 18,3575 1 18,3575 0,07 0,8062
AA 127,702 1 127,702 0,50 0,5308
AB 20,6116 1 20,6116 0,08 0,7950
BB 283,927 1 283,927 1,11 0,3695
Ukupna pogreska 767,649 3 255,883 / /
Ukupno (korelacija) 1218,44 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05

R? = 36,9973 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 0,0 %

Standardna pogreska procjene = 15,9963
Srednja apsolutna pogreska = 7,51807

Durbin-Watson statistika = 2,51841 (p = 0,5405)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,391381




Prilog 6. Tablice analize varijanci (MANOVA) redom za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,

elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUDW.

Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LUDW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost | F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 229,7 1 229,7 134,90 0,0014
B: Vrijeme tretiranja 163,182 1 163,182 95,83 0,0023
AA 0,411726 1 0,411726 0,24 0,6566
AB 39,6597 1 39,6597 23,29 0,0170
BB 73,6228 1 73,6228 43,24 0,0072
Ukupna pogreska 5,10824 3 1,70275 / /
Ukupno (korelacija) 511,685 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R?=99,0017 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 97,3378 %
Standardna pogreska procjene = 1,30489

Srednja apsolutna pogreska = 0,643939
Durbin-Watson statistika = 2,25311 (p = 0,2612)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,208073

Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LUDW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 13,8526 1 13,8526 11,54 0,0425
B:Vrijeme tretiranja 4,50025 1 4,50025 3,75 0,1482
AA 0,735427 1 0,735427 0,61 0,4908
AB 1,18653 1 1,18653 0,99 0,3933
BB 0,122496 1 0,122496 0,10 0,7703
Ukupna pogreska 3,60015 3 1,20005 / /
Ukupno (korelacija) 23,9975 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 84,9978 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 59,9942 %
Standardna pogre$ka procjene = 1,09547

Srednja apsolutna pogreska = 0,56059
Durbin-Watson statistika = 3,0421 (p = 0,9564)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,613222




Analiza varijance za pH uzorka LUDW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,00904817 1 0,00904817 14,34 0,0323
B:Vrijeme tretiranja | 0,00416067 1 0,00416067 6,59 0,0826
AA 0,00228939 1 0,00228939 3,63 0,1529
AB 0,000289 1 0,000289 0,46 0,5470
BB 0,000320889 1 0,000320889 0,51 0,5272
Ukupna pogreska 0,00189278 3 0,000630926 / /
Ukupno (korelacija) 0,0180009 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 89,4851 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 71,9602 %
Standardna pogreska procjene = 0,0251182
Srednja apsolutna pogreska = 0,0116914
Durbin-Watson statistika = 2,4451 (p = 0,4578)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,449449

Analiza varijance za elektricnu vodljivost uzorka LUDW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode K
vadrata
A: Amplituda 0,0972827 1 0,0972827 7,18 0,0750
B:Vrijeme tretiranja | 0,00498817 1 0,00498817 0,37 0,5868
AA 0,183214 1 0,183214 13,53 0,0348
AB 0,133956 1 0,133956 9,89 0,0515
BB 0,0225427 1 0,0225427 1,66 0,2874
Ukupna pogreska 0,0406304 3 0,0135435 / /
Ukupno (korelacija) 0,482614 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R?=91,5812 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 77,5498 %
Standardna pogreska procjene = 0,116376
Srednja apsolutna pogreska = 0,0577284

Durbin-Watson statistika = 2,35844 (p = 0,3638)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,298936




Analiza varijance za ukupnu promjenu energije LUDW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode K
vadrata
A: Amplituda 802,72 1 802,72 40,78 0,0078
B:Vrijeme tretiranja 81,9573 1 81,9573 4,16 0,1340
AA 15,6313 1 15,6313 0,79 0,4385
AB 2,0512 1 2,0512 0,10 0,7680
BB 54,0291 1 54,0291 2,74 0,1962
Ukupna pogreska 59,0575 3 19,6858 / /
Ukupno (korelacija) 1015,45 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R?=904,1841%

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 84,4909 %
Standardna pogreska procjene = 4,43687
Srednja apsolutna pogreska = 2,25498

Durbin-Watson statistika = 2,20478 (p = 0,2199)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,146869




Prilog 7. Tablice analize varijanci (MANOVA) redom za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,

elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUWI.

Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LUWI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost | F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 4667,28 1 4667,28 53,73 0,0052
B: Vrijeme tretiranja 2142,55 1 2142,55 24,66 0,0157
AA 428,667 1 428,667 4,93 0,1129
AB 40,5417 1 40,5417 0,47 0,5435
BB 202,476 1 202,476 2,33 0,2243
Ukupna pogreska 260,607 3 86,8691 / /
Ukupno (korelacija) 7742,12 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 96,6339 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 91,0237 %
Standardna pogreska procjene = 9,32036

Srednja apsolutna pogreska = 4,56053
Durbin-Watson statistika = 1,98058 (p = 0,0829)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,0730467

Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LUWI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 89,9982 1 89,9982 38,69 0,0084
B:Vrijeme tretiranja 33,1273 1 33,1273 14,24 0,0326
AA 0,385632 1 0,385632 0,17 0,7112
AB 0,866636 1 0,866636 0,37 0,5847
BB 0,27746 1 0,27746 0,12 0,7526
Ukupna pogreska 6,97792 3 2,32597 / /
Ukupno (korelacija) 131,633 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno
R? = 94,699 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 85,8639 %

Standardna pogreska procjene = 1,52511

Srednja apsolutna pogreska = 0,771026

Durbin-Watson statistika = 2,25212 (p = 0,2603)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,15446




Analiza varijance za pH uzorka LUWI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,000468167 1 0,000468167 0,77 0,4452
B:Vrijeme tretiranja | 0,0129735 1 0,0129735 21,30 0,0191
AA 0,000296056 1 0,000296056 0,49 0,5359
AB 0,003721 1 0,003721 6,11 0,0899
BB 0,00929339 1 0,00929339 15,26 0,0298
Ukupna pogreska 0,00182744 3 0,000609148 / /
Ukupno (korelacija) 0,0285796 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 93,6058 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 82,9487 %
Standardna pogreska procjene = 0,0246809
Srednja apsolutna pogreska = 0,0124938

Durbin-Watson statistika = 3,04756 (p = 0,9581)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,603182

Analiza varijance za elektricnu vodljivost uzorka LUWI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,0455882 1 0,0455882 139,87 0,0013
B:Vrijeme tretiranja 0,0330042 1 0,0330042 101,26 0,0021
AA 0,00276272 1 0,00276272 8,48 0,0619
AB 0,000144 1 0,000144 0,44 0,5538
BB 0,00136939 1 0,00136939 4,20 0,1328
Ukupna pogreska | 0,000977778 3 0,000325926 / /
Ukupno (korelacija) 0,0838462 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 98,8338 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 96,8903 %
Standardna pogreska procjene = 0,0180534
Srednja apsolutna pogreska = 0,00898765
Durbin-Watson statistika = 2,99 (p = 0,9377)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,565808




Analiza varijance za ukupnu promjenu energije uzorka LUWI

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 6051,63 1 6051,63 25,26 0,0152
B:Vrijeme tretiranja 810,153 1 810,153 3,38 0,1632
AA 12,4484 1 12,4484 0,05 0,8343
AB 137,002 1 137,002 0,57 0,5045
BB 37,2175 1 37,2175 0,16 0,7198
Ukupna pogreska 718,599 3 239,533 / /
Ukupno (korelacija) 7767,05 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 90,7481 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 75,3283 %
Standardna pogreska procjene = 15,4769
Srednja apsolutna pogreska = 7,91442

Durbin-Watson statistika = 2,99816 (p = 0,9409)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,609401




Prilog 8. Tablice analize varijanci (MANOVA) redom za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,

elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUWW.

Analiza varijance za ukupne proteine uzorka LUWW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost | F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 6064,21 1 6064,21 38,04 0,0086
B: Vrijeme tretiranja 3228,88 1 3228,88 20,25 0,0205
AA 296,562 1 296,562 1,86 0,2659
AB 194,754 1 194,754 1,22 0,3497
BB 146,689 1 146,689 0,92 0,4082
Ukupna pogreska 478,265 3 159,422 / /
Ukupno (korelacija) 10409,4 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 95,4054 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 87,7478 %
Standardna pogreska procjene = 12,6262

Srednja apsolutna pogreska = 6,36695
Durbin-Watson statistika = 2,22283 (p = 0,2348)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,137688

Analiza varijance za ukupne fenole uzorka LUWW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . .
Izvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata

A: Amplituda 86,5314 1 86,5314 36,64 0,0090
B:Vrijeme tretiranja 21,88 1 21,88 9,26 0,0557
AA 0,45135 1 0,45135 0,19 0,6915
AB 1,70677 1 1,70677 0,72 0,4577
BB 0,244999 1 0,244999 0,10 0,7685

Ukupna pogreska 7,08499 3 2,36166 / /

Ukupno (korelacija) 117,899 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 93,9907 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 83,9751 %
Standardna pogreska procjene = 1,53677

Srednja apsolutna pogreska = 0,702252
Durbin-Watson statistika = 2,72575 (p = 0,7601)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,406908




Analiza varijance za pH uzorka LUWW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
lzvor vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,0042135 1 0,0042135 6,34 0,0864
B:Vrijeme tretiranja 0,0007935 1 0,0007935 1,19 0,3545
AA 0,00261606 1 0,00261606 3,94 0,1415
AB 0,00119025 1 0,00119025 1,79 0,2732
BB 0,000868056 1 0,000868056 1,31 0,3361
Ukupna pogreska 0,00199419 3 0,000664731 / /
Ukupno (korelacija) 0,0116756 8 / / /
*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05
R?=82,9199 %
R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 54,4531 %
Standardna pogreska procjene = 0,0257824
Srednja apsolutna pogreska = 0,0119321
Durbin-Watson statistika = 2,52265 (p = 0,5453)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,473827
Analiza varijance za elektri¢nu vodljivost uzorka LUWW
i L Srednja
Izvor Zbroj Stupnjevi vrijednost F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode
kvadrata
A: Amplituda 0,051894 1 0,051894 66,63 0,0038
B:Vrijeme tretiranja 0,0258727 1 0,0258727 33,22 0,0104
AA 0,0000642222 1 0,0000642222 0,08 0,7927
AB 0,001764 1 0,001764 2,26 0,2294
BB 0,00375556 1 0,00375556 4,82 0,1156
Ukupna pogreska 0,00233644 3 0,000778815 / /
Ukupno (korelacija) 0,0856869 8 / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R?=97,2733 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 92,7287 %
Standardna pogreska procjene = 0,0279073
Srednja apsolutna pogreska = 0,0141481

Durbin-Watson statistika = 2,13168 (p = 0,1653)
Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,0914389




Analiza varijance za ukupnu promjenu energije uzorka LUWW

Zbroj Stupnjevi S_r_ednja . ..
Izvor vrijednost | F-omjer |p-vrijednost*
kvadrata slobode K
vadrata
A: Amplituda 2733,9 1 2733,9 85,49 0,0027
B:Vrijeme tretiranja 1119,1 1 11191 35,00 0,0096
AA 33,6665 1 33,6665 1,05 0,3804
AB 3,87027 1 3,87027 0,12 0,7509
BB 57,7924 1 57,7924 1,81 0,2715
Ukupna pogreska 95,9327 3 31,9776 / /
Ukupno (korelacija) 4044,26 8 / / /

*utjecaj parametra je statisti¢ki znacajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajne vrijednosti oznacene su crveno

R? = 97,6279 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 93,6745 %
Standardna pogreska procjene = 5,65487
Srednja apsolutna pogreska = 2,78992

Durbin-Watson statistika = 2,64708 (p = 0,6821)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,387489




Prilog 9. Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrsine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,
elektri¢nu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUDI. A-amplituda; t-vrijeme tretiranja;

UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; Pu-ukupna promjena energije.

Odzivna povriina Odzivna powrgina

UP [mg{gsz.)
uF [mg(gse.) ]

Odzivna povriina

pH
G [mScm?)

Puk [W]




Prilog 10. Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrsine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,
elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUDW. A-amplituda; t-vrijeme
tretiranja; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; Pu-ukupna promjena
energije.

Odzivna povriina Odzivna povriina

UP [Mg(gsre)™]
UF [mg(gsw)™]

Odzivna povriina

pH

G [mscm]

Puk [W]




Prilog 11. Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrsine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,
elektri¢nu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUWI. A-amplituda; t-vrijeme tretiranja;

UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; Pu-ukupna promjena energije.

Odzivna povriina Odzivna povriina

UP [mglgse.) ]
UF [mg(gsm) ™

Odzivna povriina

pH

..- —-."'
X =y
T e

G [mSem™]

a0 70 20
A %]

20 100

Odzivna povriina

P [W]




Prilog 12. Trodimenzionalni dijagrami odzivne povrsine za ukupne proteine, ukupne fenole, pH,
elektricnu vodljivost i ukupnu promjenu energije uzorka LUWW. A-amplituda; t-vrijeme
tretiranja; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; Pu-ukupna promjena

energije.

Odzivna povriina Odzivna povriina

Up [mg{gs.n.J'L]
UF [Mgigsm)™]

pH
G [mSem™]

Odzivna povriina

Puk [W]




Prilog 13. Jednadzbe regresije za ukupne proteine, ukupne fenole, pH, elektriénu vodljivost i
ukupnu promjenu energije uzorka LUDI, LUDW, LUWI i LUWW. A-amplituda; B-vrijeme
tretiranja; UP-ukupni proteini; UF-ukupni fenoli; G-elektri¢na vodljivost; Pu-ukupna promjena

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

JednadZzba regresije za ukupne proteine uzorka LUDI:

UP = 22,7311 + 2,78707 - A — 19,7621 - B — 0,0194373 - A®> + 0,0741046 - A - B + 1,35505 - B2

JednadZzba regresije za ukupne fenole uzorka LUDI:
UF = 12,1573 — 0,0151991 - A + 0,318662 - B + 0,000470663 - A2 — 0,0013572-A- B
—0,00919865 - B?

JednadZzba regresije za pH uzorka LUDI:
pH = 6,83178 + 0,00309333 - A + 0,00216667 - B — 0,0000154667 - A?> + 0,000213333 - A B
—0,00101852 - B?

Jednadzba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka LUDI:
G = 5,57206 — 0,01702 - A — 0,0741389 - B + 0,0000794667 - A> + 0,000203333 - A B
+ 0,0022963 - B2

JednadZzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUDI:

Py = 60,7484 — 1,74331 - A+ 17,5734 - B + 0,0127851 - A> — 0,0302667 - A- B — 1,32387 - B?

JednadZzba regresije za ukupne proteine uzorka LUDW:
UP = 49,178 + 0,104484 - A + 6,67921 - B — 0,000725954 - A2 + 0,041984 - A- B — 0,674138
- B2

JednadZzba regresije za ukupne fenole uzorka LUDW:
UF = 6,56563 + 0,162742 - A + 0,0740219 - B — 0,00097023 - A% + 0,00726185-A- B
—0,0274982 - B2

Jednadzba regresije za pH uzorka LUDW:
pH = 7,06044 — 0,00588667 - A + 0,0341667 - B + 0,0000541333 - A2 — 0,000113333 - A B
—0,00140741 - B?

JednadZba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka LUDW:
G = 2,97978 + 0,0529067 - A — 0,0318333 - B — 0,000484267 - A*> + 0,00244 - A- B
—0,0117963 - B2

Jednadzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUDW:
Py = 44,9075 — 0,265579 - A — 6,41421 - B + 0,00447304 - A2 4+ 0,009548 - A- B + 0,577506
- B2




JednadZzba regresije za ukupne proteine uzorka LUWI:

UP = —169,34 + 4,37456 - A + 16,5309 - B — 0,0234242 - A2 + 0,0424483-A-B — 1,11797 - B?

Jednadzba regresije za ukupne fenole uzorka LUWI:
UF = —8,93973 + 0,223066 - A + 0,814396 - B — 0,000702573 - A2 4+ 0,00620622 - A- B
—0,041385 - B2

JednadZzba regresije za pH uzorka LUWI:
pH = 7,32689 — 0,000126667 - A — 0,0758889 - B + 0,0000194667 - A2 — 0,000406667 - A- B
+ 0,00757407 - B2

JednadZzba regresije za elektricnu vodljivost uzorka LUWI:
G = 0,0567778 + 0,0119267 - A + 0,0536111 - B — 0,0000594667 - A% + 0,00008 - A- B
—0,00290741 - B?

JednadZzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUWI:
Py = —14,0001 + 1,40091 - A + 3,77266 - B — 0,00399173 - A% + 0,078032-A - B — 0,479309
- B2

JednadZzba regresije za ukupne proteine uzorka LUWW:
UP = —127,521 + 3,63594 - A + 12,1738 - B — 0,0194833 - A% + 0,0930363 - A- B — 0,951571
- B2

Jednadzba regresije za ukupne fenole uzorka LUWW:
UF = —3,55671 + 0,21366 - A — 0,483342 - B — 0,000760084 - A®> + 0,00870957 - A- B
+ 0,0388888 - B2

JednadZba regresije za pH uzorka LUWW:
pH = 7,01428 + 0,009 - A — 0,0143611 - B — 0,0000578667 - A> — 0,00023 - A+ B + 0,00231481
- B2

Jednadzba regresije za elektri¢nu vodljivost uzorka LUWW:
G = 0,509556 + 0,00068 - A + 0,0586667 - B + 0,00000906667 - A% + 0,00028 - A- B
—0,00481481 - B?

JednadZzba regresije za ukupnu promjenu energije uzorka LUWW:
Py = 21,0889 — 0,209533 - A + 10,7361 - B + 0,00656453 - A2 + 0,0131153 - A - B — 0,59728
- B2




Prilog 14. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih

proteina, ukupnih fenola, pH, elektri¢ne vodljivosti i ukupne promjene energije za uzorak LUDI.

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor - . . . . .
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 88,8589
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih proteina
Optimalna vrijednost = 108,076 mg (gs«)™
Faktor Nz_a_jmanje_ N_ajvece _ O[_)_tlmalng
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih fenola
Optimalna vrijednost = 16,2454 mg (gswv.)™
Faktor N{A_Jmanje_ N_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati pH vrijednost
Optimalna vrijednost = 7,11544
Faktor Nz.a_JmanJe. D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 50,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 3,0
Cilj: maksimizirati vrijednost elektri¢ne vodljivosti
Optimalna vrijednost = 4,74847 mS cm
Faktor Ng_JmanJe_ D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 50,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 6,0661

Cilj: maksimizirati vrijednost ukupne promjene energije

Optimalna vrijednost =

54,2522 W




Prilog 15. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih

proteina, ukupnih fenola, pH, elektri¢ne vodljivosti i ukupne promjene energije za uzorak LUDW.

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor - . . . . .
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 8,06691
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih proteina
Optimalna vrijednost = 96,246 mg (gsw)™
Faktor Nz_a_jmanje_ N_ajvece _ O[_)_tlmalng
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih fenola
Optimalna vrijednost = 18,112 mg (gsw.)™
Faktor N{A_Jmanje_ N_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 8,11352
Cilj: maksimizirati pH vrijednost
Optimalna vrijednost = 7,10572
Faktor Nz.a_JmanJe. D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 69,2823
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 5,8162
Cilj: maksimizirati vrijednost elektri¢ne vodljivosti
Optimalna vrijednost = 4,7198 mS cm?
Faktor Ng_JmanJe_ D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0

Cilj: maksimizirati vrijednost ukupne promjene energije

Optimalna vrijednost =

60,7233 W




Prilog 16. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih

proteina, ukupnih fenola, pH, elektri¢ne vodljivosti i ukupne promjene energije za uzorak LUWI.

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor - . . . . .
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih proteina
Optimalna vrijednost = 130,301 mg (gs«)*
Faktor Nz_a_jmanje_ N_ajvece _ O[_)_tlmalng
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih fenola
Optimalna vrijednost = 15,9042 mg (gs.w.)*
Faktor N{A_Jmanje_ N_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 3,0
Cilj: maksimizirati pH vrijednost
Optimalna vrijednost = 7,22739
Faktor Nz.a_JmanJe. D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost elektri¢ne vodljivosti
Optimalna vrijednost = 0,973778 mS cm?
Faktor Ng_JmanJe_ D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0

Cilj: maksimizirati vrijednost ukupne promjene energije

Optimalna vrijednost =

151,532 W




Prilog 17. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za maksimalne izlazne vrijednosti ukupnih

proteina, ukupnih fenola, pH, elektri¢ne vodljivosti i ukupne promjene energije za uzorak LUWW.

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor - . . . . .
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih proteina
Optimalna vrijednost = 157,46 mg (gsw)™
Faktor Nz_a_jmanje_ N_ajvece _ O[_)_tlmalng
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost ukupnih fenola
Optimalna vrijednost = 16,847 mg (gsw.)™
Faktor N{A_Jmanje_ N_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 71,7633
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 3,0
Cilj: maksimizirati pH vrijednost
Optimalna vrijednost = 7,29037
Faktor Nz.a_JmanJe. D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0
Cilj: maksimizirati vrijednost elektri¢ne vodljivosti
Optimalna vrijednost = 1,05822 mS cm
Faktor Ng_JmanJe_ D_I_a;vece _ Op_tlmalne_
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 50,0 100,0 100,0
Vrijeme tretiranja 3,0 9,0 9,0

Cilj: maksimizirati vrijednost ukupne promjene energije

Optimalna vrijednost =

125,83 W
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