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1. UVOD

List Sec¢erne repe smatra se poljoprivrednim otpadom i u proizvodnji Se€era uglavnom se
baca, a u nekim slucajevima se koristi u proizvodnji sto¢ne hrane, alkohola, kvasca i sl. Zbog
svog nutritivnog sastava (vlakna, proteini, vitamini, minerali), ali i potencijalnih funkcionalnih
svojstava (emulgiranje, pjenjenje, vezanje vode, geliranje), list Secerne repe predmet je brojnih
istrazivanja kako bi se koristio u prehrambenoj industriji i kao alternativni izvor proteina.
Medutim, slozena strukturna obiljezja, interakcija s drugim molekulama, prisutnost alergena i
anti-nutrijenata te slaba osvijeStenost populacije o alternativnim izvorima proteina doprinose
slabijoj iskoriStenosti potencijala na ovom podru¢ju. Jo§ jedan od razloga zbog kojeg se
potrebno okrenuti alternativnim izvorima proteina je i taj Sto proizvodnja proteina animalnog
podrijetla ima brojne negativne posljedice, a neke od njih su emisija stakleni¢kih plinova,

oneciS¢enje voda, devastacija okolisa.

Poznato je da prehrambena industrija proizvodi ogromnu koli¢inu otpada Sto predstavlja
veliki ekonomski, drustveni i ekoloski problem. Organizacija za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (eng. Food and Agriculture Organization, FAO) procjenjuje da jedna
tre¢ina hrane (1,3 milijardi tona) proizvedene na svijetu godiSnje zavrSava kao otpad (FAO,
2011). Iz tog razloga javlja se sve veci interes za koncept odrZivog razvoja i kruZnog
gospodarstva u sklopu kojeg se otpad prehrambene industrije preraduje u komercijalno vrijedne

1 iskoristive proizvode koriStenjem ,,zelenih* metoda.

Proteini iz lista Secerne repe mogu se ekstrahirati na razne nacine, bilo konvencionalne, bilo
inovativne, no zbog nedostataka konvencionalnih metoda sve se viSe okrece primjeni
alternativnih ,,zelenih* i odrzivih metoda. Jedna od tih metoda je i ultrazvuk visokog intenziteta.
To je netoplinska tehnika koja koristi zvucne valove iznad gornje granice osjetljivosti ljudskog
uha 1 omogucuje ekstrakciju spojeva uz manja naruSavanja strukture, u odnosu na

konvencionalne metode.

Cilj ovog rada bio je ste¢i nova znanja o listu Secerne repe 1 potencijalnim moguénostima
njegovog koristenja u prehrambenoj industriji te uociti utjecaj vremena tretiranja i primijenjene
amplitude ultrazvuka visokog intenziteta na prinos proteina i1 fenolnih spojeva te na

antioksidacijsku aktivnost lista Secerne repe.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ODRZIVI RAZVOJ

U proteklih 30 godina doslo je do velikog napretka 1 razvoja. Ocekivani zZivotni vijek u
zemljama u razvoju porastao je za visSe od 20 godina, stope smrtnosti dojencadi su
prepolovljene, a proizvodnja i potroSnja hrane porasla je za oko 20 % brze u odnosu na porast
stanovniStva. Postignut je napredak u prehrani, zdravstvenom i obrazovnom podrucju, ali i u
komunikaciji 1 tehnologiji. Medutim, spomenuti napredak je nazalost popra¢en negativnim
trendovima kao $to su ekonomske razlike 1 siromastvo, utjecaj bolesti na razvoj stanovniStva
(HIV, malarija i sl.) te prekomjerna potroSnja resursa u industrijaliziranim zemljama, §to
pridonosi klimatskim promjenama i degradaciji okolisa, gubitku Suma, prirodnih stanista i
bioraznolikosti (Bass 1 Dalal-Clayton, 2002). Stoga su se drZzave na Samitu o planetu Zemlji
Ujedinjenih Naroda (United Nations, UN), odrzanom 1992. godine u Rio de Janeiru, sloZile da
razvoj treba biti odrziv. To u izravnoj definiciji znaci da su nacije u stanju postic¢i pozitivan
gospodarski 1 drustveni razvoj, bez pretjerane degradacije okolisa, na nacin koji istovremeno
Stiti prava 1 mogucnosti nadolaze¢ih generacija (Bass 1 Dalal-Clayton, 2002). OdrZivi razvoj
ima tri kljuéna cilja: ekonomsku ucinkovitost, socijalnu pravednost i odrzivost okolisa.
Ostvarivanje tih ciljeva zahtijeva zna¢ajne promjene u nacinu razmisljanja i koristenju resursa.
Kroz promjenu nacina razmisljanja, svaki pojedinac treba poticati jednakost i poStivanje prava
pojedinca, recikliranje otpada i koriStenje obnovljivih izvora energije, a sve to sa svrhom
smanjenja otpada i sprjecavanja nestasice vode u sadaSnjosti, ali i buduénosti (Duki¢ i sur.,
2022). Odrziva poljoprivredna proizvodnja, ukljucujuéi njezine ekonomske, ekoloske 1
drustvene aspekte prepoznata je kao jedan od glavnih ciljeva Zajednicke poljoprivredne
politike EU-e. To je u skladu s Agendom odrzivog razvoja do 2030. koju su u rujnu 2015.
usvojile sve drzave ¢lanice UN-a, a koja uklju€uje 17 ciljeva odrZivog razvoja koje je potrebno
ostvariti do 2030. godine. EU je odigrala aktivnu ulogu u oblikovanju Agende 2030 1 brzo se
posvetila provedbi svojih ciljeva u vanjskoj 1 unutarnjoj politici (Matthews, 2020).

U sklopu odrzivog razvoja sve se viSe paznje pridaje 'zelenim' tehnologijama poput
ultrazvuka visokog intenziteta, a posebno u podrucju ekstrakcije raznih bioaktivnih spojeva iz
biljnih materijala u svrhu povecanja prinosa uz istovremeno smanjenje troskova i utjecaja na

okoli§ (Gadioli Tarone i sur., 2021).



2.2. SECERNA REPA

Seéerna repa (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. Altissima) (Slika 1) dvogodisnja je
biljka koja raste u umjerenim klimatskim zonama i na neutralnom tlu. Uz Se¢ernu trsku, ¢ini
jedan od dva glavna globalna izvora saharoze (Rajaeifar i sur., 2019). Godisnje se na svjetskoj
razini proizvede Cak 30 % Secera iz Secerne repe, no osim Secera, ona je 1 dobra sirovina za
proizvodnju bioetanola te sto¢ne hrane (Dohm i sur., 2014). Se¢erna repa koju danas poznajemo
nastala je sredinom osamnaestog stoljeca selekcijom iz sto¢ne repe uzgojene u Sleziji, u
Njemackoj, no upotreba ove vrste tek se s vremenom povecavala. 1747. godine njemacki
kemicar Andreas Marggraf otkrio je da kristali nastali nakon sirove ekstrakcije praskastih
korijena Secerne repe nalikuju kristalima saharoze. To je dovelo do pokus$aja izdvajanja Secera
iz repe 1 na kraju osnivanja industrije Sec¢erne repe, koja je danas ujedno i1 glavna kultura u
Europi za proizvodnju $eéera (Subrahmanyeswari i Gantait, 2022). Seéerna repa za uzgoj
zahtijeva puno svjetla i temperature izmedu 15 125 °C. Visoke temperature mogu usporiti njen
rast, a niske temperature mogu negativno utjecati na klijanje sjemena i rast korijena, dok
nedostatak svjetla uzrokuje nizi prirod korijena i Secera. Takoder, Se¢ernu je repu potrebno
opskrbljivati vodom, posebno u vrijeme intenzivnog rasta (kraj srpnja, pocetak kolovoza) i
ekstremnih suSa. Optimalno vrijeme za sjetvu Secerne repe je rano proljece, dok se berba vrsiu
tehnoloskoj zriobi, $to je otprilike nakon 5-9 mjeseci rasta. Repa se moze brati ru¢no (vilama),
plugom, ali u danasnjoj industriji najcesce se koriste automatizirani strojevi poput kombajna ili
linija za branje (sjekac glava, vadilica, utovarivag). Strojeve treba dobro podesiti tako da
pravilno reZu glave, a pritom ne oSte¢uju korijen. Korijen je nakon berbe potrebno §to prije

preraditi kako bi se smanjili nepotrebni gubitci (Agroklub, 1998).

Aad - e

Slika 1. Se¢erna repa (Anonymous 1, 2023)



2.2.1. List Se¢erne repe

Buduci da se Secerna repa uzgaja primarno zbog korijena, koji se 1 koristi u industriji,
lis¢e koje zaostaje, iako se koristi kao hrana za stoku, uglavnom se smatra poljoprivrednim
otpadom (Hrvatska enciklopedija, 2021). List, ovisno o sorti, ¢ini 20-34 % biljke (Tamayo
Tenorio, 2017). Medutim, za razliku od liS¢a ostalih biljaka, list Se¢erne repe pokazao se kao
vrlo dobar izvor proteina (¢ak 19,4-22.8 % suhe tvari) pa se sve viSe istraZzivanja usmjerava na
istrazivanje mogucnosti iskoriStenja lista Se¢erne repe (Maravic i sur., 2022). Nadalje, listovi
imaju i ujednacen sastav aminokiselina, a prisutnost esencijalnih aminokiselina poput leucina,
valina, fenilalanina, lizina, treonina, izoleucina i metionina podize njihovu nutritivnu vrijednost
(Akyiiz 1 Ersus, 2021). Potrebe za spomenutim aminokiselinama uglavnom se zadovolje iz
hrane Zivotinjskog podrijetla, poput mesa, ribe, mlijeka i jaja, no zbog povecanja svjetske
populacije, ali i sve popularnije veganske prehrane postoji potreba za alternativnim biljnim
izvorima proteina. Zbog svog aminokiselinskog sastava, lis¢e Secerne repe bi, stoga, moglo biti
dobar izvor za proizvodnju koncentrata proteina biljnog podrijetla (Akyiiz i Ersus, 2021). Osim
proteina, liS¢e sadrzi i minerale (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P, Zn, Si), vitamine (A, B, C, D, E, K,
U), fitokemijske tvari (karoten, klorofil, kumarini, izoflavoni) i sekundarne metabolite

(fitoestrogeni poput izoflavona i kumestrola) (Tamayo Tenorio, 2017).

2.3. FUNKCIONALNI SASTOJCI U SASTAVU SECERNE REPE

2.3.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi najzastupljeniji su sekundarni biljni metaboliti. Oni imaju zajednicku
kemijsku strukturu koja se sastoji od aromatskog prstena na koji je vezan jedan ili viSe
hidroksilnih supstituenata. Fenoli se mogu podijeliti u nekoliko glavnih skupina, a to su
flavonoidi, fenolne kiseline, tanini, stilbeni i lignani (Xu 1 sur., 2017). Raznolikost struktura
utjece na njihova svojstva, a samim time i na specificnu ulogu u biljkama. Tako fenolni spojevi
imaju Sirok raspon uloga od privlatenja kukaca u svrhu opraSivanja 1 Sirenja sjemena
(antocijani), zaStite biljnih tkiva od suncevog ultraljubiCastog zraenja (eng. ultraviolet, UV)
(flavanoli), do odbijanja biljojeda, gljivica, virusa (proantocijani, hidrolizabilni tanini).
Tijekom obrade i skladiStenja hrane, fenolni spojevi pregraduju se u razli¢ite produkte koji

zajedno s izvornim biljnim komponentama pridonose kvaliteti hrane biljnog podrijetla.



(Cheynier, 2012). Osim dobrobiti za samu biljku, fenolni spojevi pokazali su se korisnima 1 za
zdravlje covjeka. Fenoli imaju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje putem svojih
antibakterijskih, antifungalnih, protuupalnih, antitumorskih svojstava, ali i antioksidacijskih
svojstava. Smatraju se prirodnim antioksidansima koji poboljSavaju kvalitetu hrane
usporavanjem oksidacije lipida (Ebrahimi 1 sur., 2022). Razli¢ite studije dokazale su
preventivnu ulogu fenolnih spojeva u kardiovaskularnim i neurodegenerativnim stanjimaa, kao

1 kod drugih bolesti i karcinoma (in vivo i in vitro istrazivanja) (Alara i sur.. 2021).

Na topljivost fenola, kao i na druga fizikalna i kemijska svojstva utjeCe njihova
struktura. Primjerice, fenoli visoke molekulske mase Cesto su netopljivi u vodi upravo zbog
svoje nepolarne strukture (Alara i sur., 2021). Neki fenolni spojevi su stabilni, dok su drugi
podloZni oksidacijama, termolabilni su ili hlapljivi, stoga je odabir postupka ekstrakcije vrlo
bitan kako bi se Sto manje oStetili ciljani spojevi. Trenutno ne postoji opceprihvacéeni niti
univerzalni postupak za ekstrakciju svih fenolnih spojeva ili onih odredene skupine te se za
potrebe ekstrakcije vrsi optimizacija parametara i postupka, pri ¢emu se u obzir uzimaju vrsta
spoja kojeg Zelimo ekstrahirati, vrsta biljnog materijala iz kojeg ih Zelimo ekstrahirati te
dostupnost same tehnike (Alara i sur., 2021). Ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnih izvora
obic¢no se provodi konvencionalnim metodama, primjerice maceracijom. Medutim, ove tehnike
zahtijevaju puno vremena te velike koli¢ine otapala 1 energije. Zbog toga postoji sve veca
potraznja za novim metodama ekstrakcije (npr. ekstrakcija ultrazvukom visokog intenziteta,
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija visokim tlakom, ekstrakcija

potpomognuta enzimima i sl.) bez spomenutih nedostataka (Ebrahimi 1 sur., 2022).

El-Gengaihi i sur. (2016) u svom radu navode da liS¢e SeCerne repe sadrzi veliku
koli¢inu galne (344 pg/ml) i ferulicne (89,7 mg/mL) kiseline te male koli¢ine kafeinske kiseline,
cimetne kiseline 1 katehina. Takoder, uoc¢eno je da vodenti i etanolni ekstrakti Se¢erne repe imaju
sposobnost hvatanja slobodnih radikala, smanjujuci tako razine radikala. Ekstrakti Secerne repe
pokazali su izvanrednu antihepatotoksi¢nu aktivnost kod ostecenja jetre izazvanih ugljikovim

tetrakloridom, dovodec¢i do poboljSanja svih jetrenih enzima i antioksidativnih enzima.



2.3.2. Antioksidansi

Prema Halliwellu (1996) antioksidansi su tvari koje, kada su prisutne u niskim
koncentracijama u usporedbi s koncentracijama supstrata koji se moze oksidirati, znacajno
odgadaju ili sprjecavaju oksidaciju tog supstrata. Supstrati koji se mogu oksidirati su gotovo
sve makromolekule koje nalazimo u zZivim stanicama, odnosno proteini, lipidi, ugljikohidrati,
vitamini, DNA. Mehanizmi kojima djeluju antioksidansi mogu ukljucivati uklanjanje kisika,
uklanjanje reaktivnih vrsta dusika/kisika i njihovih prekursora, inhibicija nastanka reaktivnih
vrsta dusSika/kisika, vezanje metalnih iona potrebnih za inhibiciju nastanka reaktivnih vrsta,
poboljsanje endogene antioksidativne obrane i sl. Budu¢i da hrana, ali i ljudsko tijelo obiluju
molekulama koje su podloZzne djelovanju aktivnih radikala, odnosno reaktivnih vrsta dusika i
kisika, antioksidansi imaju povoljno djelovanje na ljudsko zdravlje jer ve¢ spomenutim
mehanizmima sprjecavaju ili usporavaju oksidaciju supstrata i na taj nacin S$tite stanice od
ostecenja. Osim toga, antioksidansi su od interesa za prehrambenu industriju jer navedenim

mehanizmima sprjeavaju i uzeglost hrane (Halliwell i sur., 1995).

Antioksidansi su heterogena skupina koju je teSko klasificirati prema zajednickim
strukturnim svojstvima. Stovise, treba uzeti u obzir i druge spojeve koji ne djeluju izravno kao
antioksidansi, ve¢ neizravno, bilo modulacijom izravnih agenasa ili regulacijom biosinteze
antioksidativnih proteina, poti¢u¢i njihovu sintezu. S obzirom na veliki broj i razli¢ite molekule
koje izravno 1 neizravno imaju antioksidativne ucinke, u antioksidanse se ubrajaju vitamini,

aminokiseline, proteini, minerali, enzimi (Vertuani 1 sur., 2004).

Kao §to je ve¢ spomenuto, glavninu antioksidacijske aktivnosti u listu Secerne repe
pripisuje se fenolnim spojevima, §to potvrduju Maravic 1 sur. (2022) koji navode kako je uocena
snazna korelacija izmedu udjela fenolnih spojeva i1 antioksidacijske aktivnosti. Odnosno kako

je uuzorcima s manjim udjelom fenolnih spojeva uocena i manja antioksidacijska aktivnost.

2.3.3. Proteini

Proteini su makromolekule koje se nalaze u svim Zivim organizmima i od velike su
vaznosti za sve funkcije zive stanice. Proteini imaju viSe funkcija u organizmu, a one ukljucuju

katalizu reakcija (enzimi), pohranu i prijenos manjih molekula i iona, obranu organizma



(protutijela) te mnoge druge vitalne funkcije (Hrvatska enciklopedija, 2021). Proteini su gradeni
od gradivnih podjedinica, aminokiselina, medusobno povezanih peptidnom vezom u lance.
Bioloska funkcija proteina proizlazi iz njihove specifi¢ne prostorne grade, odnosno nativne
konformacije, a nepovoljni uvjeti (previsoka ili preniska temperatura, jake luzine i kiseline i sl.)
dovode do gubitka te nativne konformacije, tj. dovode do denaturacije proteina (Hrvatska
enciklopedija, 2021). S obzirom na osjetljivost proteina, vazno je obratiti pozornost na metodu
kojom ¢e se vrsiti njihova ekstrakcija kako ne bi doslo do narusavanja strukture proteina. Kada
se radi o ekstrakciji proteina iz biljnih materijala, biljne stanice imaju dodatnu barijeru, odnosno
stani¢nu stijenku. Stani¢na stijenka sastoji se od vrlo slozene strukture koja ukljucuje celulozu,
hemicelulozu, pektin i glikoproteine pa ta slozena struktura moze potencijalno predstavljati
problem kod ekstrakcije i utjecati na prinose proteina (Akyiiz i Ersus, 2020). Primjenom
razli¢itih metoda ekstrakcije, proteini se mogu procistiti iz biljnog materijala i pripremiti za

daljnju upotrebu.

U danasnje vrijeme interes za proteinima biljnog podrijetla znatno je porastao, a
proizvodnja i potro$nja proteina biljnog podrijetla smatra se odrzivijom budu¢i je poznato kako
proizvodnja proteina Zivotinjskog podrijetla uzrokuje 75 % ukupnih emisija plinova u
poljoprivredi (Goktakyoglu i sur., 2023). Svijet se trenutno suo¢ava s nevidenom potraznjom
za biljnim izvorima proteina. Osim pozitivnog utjecaja na okoli§, ljudi se sve viSe okrecu
biljnim izvorima proteina zbog alergija na hranu Zivotinjskog podrijetla, potencijalnih
pozitivnih ucinaka na zdravlje, ali 1 zbog eti¢kih pitanja u proizvodnji proteina Zivotinjskog

podrijetla (Gracio 1 sur., 2023).

Kao $§to je ve¢ spomenuto list Secerne repe bogat je izvor proteinima. Sadrzaj proteina
u listovima Secerne repe procjenjuje se na 400-600 kg/ha, Sto se moze usporediti s
proizvodnjom proteina iz soje (450-600 kg/ha) i1 Zitarica (= 570 kg/ha) (Tamayo Tenorio, 2017).
Koli¢ina 1 kvaliteta proteina ekstrahiranih iz 1iS¢a ovise o kemijskom sastavu li§¢a, a sastav o
raznim ¢imbenicima kao §to su starost Secerne repe i vrijeme zetve (Kiskini i sur., 2016). Protein
koji prevladava u lis¢u (otprilike 50 % ukupnih topivih proteina) je ribuloza 1,5-bifosfat
karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) (Slika 2), koji je odgovoran za fiksaciju CO2 tijekom
fotosinteze (Goktakyoglu 1 sur., 2023). RuBisCO je jedan od najzastupljenijih proteina u
biljkama 1 sastoji se od osam velikih podjedinica (53 kDa) 1 osam malih podjedinica (14 kDa)
koje se okupljaju u 550 kDa kompleks (Tamayo Tenorio, 2017). Ovaj protein, koji je jedan od

kljuénih u odvijanju procesa fotosinteze, pokazuje veliki potencijal i za koristenje u ljudskoj
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prehrani. Naime, RuBisCO ima uravnotezen sastav esencijalnih aminokiselina, izvor je
treonina, valina, izoleucina, triptofana, leucina i bioaktivnih peptida, lako je probavljiv i ne
pokazuje alergenost (smatra se nealergijskim proteinom). Osim toga, pokazuje brojna
organolepticka, funkcionalna 1 fizikalna svojstva koja su vrlo obecavajuc¢a za prehrambenu
industriju (Gracio i sur., 2023). Ima veoma dobra svojstva pjenjenja, zeliranja, geliranja i
emulgiranja. Emulgiraju¢a sposobnost RuBisCO-a veéa je ¢ak od proteina bjelanjaka.
Medutim, zbog njegove osjetljivosti i sloZzene ekstrakcije, ekstrakcija RuBisCO-a jo$ uvijek

nije dovoljno iskoristena (Di Stefano i sur., 2018).

Slika 2. Prostorni model kristalne strukture RuBisCO-a izoliranog iz Spinata koji se sastoji od
8 velikih 1 8 malih podjedinica. Sve podjedinice prikazane su razli¢itim bojama (prema Kiskini,
2017)

2.4. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija predstavlja postupak odvajanja odabranih tvari iz neke smjese s pomocu
prikladnog otapala ili otopine. To je laboratorijski 1 industrijski postupak 1 osnovna tehnoloska
operacija koja se temelji na raspodjeli otopljene tvari izmedu dviju tekuéina (otopine i otapala)
koje se medusobno ne mijesaju (teza i laksa faza). Osim tekuce-tekuce ekstrakcije, ekstrakcija
se moze provoditi 1 ¢vrsto-tekuce, uz pomo¢ topline, ali i novijim postupcima kao §to su
ekstrakcija superkriticnim fluidom, ekstrakcija visokim tlakom, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija hladnom plazmom,

enzimski potpomognuta ekstrakcija, ekstrakcija uz pomo¢ pulsirajuceg elektri¢nog polja 1 sl.
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(Picot-Allain 1 sur. 2021). Konvencionalne metode ekstrakcije (poput ekstrakcije toplinom,
maceracije, ekstrakcije tekuce-tekuce i kruto-tekuée) zahtijevaju prethodno mehanicko
razbijanje stanica (drobljenje, mljevenje, toplinski, kemijski i sl.) kako bi se iz njih oslobodile
zeljene komponente, a to moze dovesti do oStecenja 1 djelomi¢nog gubitka tih komponenti.
Takoder, takve tehnike zahtijevaju velike koliine otapala, koja su Cesto Stetna, ekstrakcija je
dugotrajna, a kvaliteta i prinosi tako dobivenih ekstrakata su manja (Rasul, 2018). Sve veca
javna svijest o zastiti okoliSa i odrzivom razvoju, potaknule su intenzivna istrazivanja o primjeni
novih metoda ekstrakcije. Nove metode ekstrakcije razvijene su kako bi se ublazili ili u
potpunosti uklonili nedostaci konvencionalnih metoda ekstrakcije. Nove, 'zelene' metode
ekstrakcije zahtijevaju manje vremena, energije i otapala te su stoga u skladu sa strategijama
odrzivog razvoja. Stovise, uporaba 'zelenih' otapala (poput destilirane vode, NaOH, etanola i
sl.) omogucuje ekstrakciju i dobivanje spojeva bez Stetnih kemikalija (Picot-Allain i sur., 2021).
Ekstrakcija jednom od tih metoda, odnosno ultrazvukom visokog intenziteta, primijenjena je i

u ovom radu.

2.5. ULTRAZVUK

Ultrazvuk je zvuk koji je iznad praga ljudskog sluha (iznad 18 kHz) te se obi¢no dijeli
na tri podrucja. Ultrazvuk u podrucju od 16 do 100 kHz predstavlja ultrazvuk niskog intenziteta,
u podrucju od 100 kHz do 1 MHz ultrazvuk visokog intenziteta, dok je u podrucju od 1 do 10
MHz dijagnosticki ultrazvuk. Ultrazvuk se generira s piezoelektricnim ili magnetostrikcijskim
pretvaracima koji stvaraju visokoenergetske vibracije. Ove vibracije se pojacavaju i prenose na
sonotrodu ili sondu, koja je u izravnom kontaktu s uzorkom (Rezek Jambrak 1 sur., 2010).
Sli¢no svim zvu¢nim valovima, ultrazvuk se pojavljuje u nizu valova kompresije i razrjedivanja
koji se rasprSuju kroz molekule medija kojem je izloZen. Pri visokom intenzitetu, ciklusi
razrjedivanja savladavaju privlacne sile molekula medija, stvarajuc¢i kavitacijske mjehurice
(Picot-Allain 1 sur., 2021). Odnosno, ultrazvucni valovi prolaze kroz bilo koji fizicki medjij,
sabijajuci 1 rastezu¢i molekularni razmak medija kroz koji prolaze. Tijekom ciklusa negativnog
tlaka, tekucina se razdvaja na mjestima koja sadrze plinovitu necistocu. Kada je negativni tlak
dovoljno velik, udaljenost izmedu molekula tekuéine premasuje maksimalnu molekularnu
udaljenost potrebnu za drZanje molekula u kontaktu, tekuc¢ina se raspada, stvaraju¢i praznine.
Ove praznine, tj. mjehurici, nazivaju se kavitacije (kavitacijski mjehuri¢i). Plin se nakuplja u

mjehuri¢ima koji kontinuirano rastu putem mehanizma rektifikacijske difuzije dok ne dosegnu
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kriticnu rezonantnu veliCinu, S$to ovisi o primijenjenoj frekvenciji (Chavan i sur., 2022).
Kavitacija je, dakle, pojava koja obuhvacéa stvaranje, Sirenje i imploziju mjehuri¢a plina
(Tiwari, 2015). Na kavitaciju utjeCu fizikalna svojstva otapala, kao S§to su viskoznost,
povrSinska napetost i1 tlak zasi¢ene pare. Nadalje, nakon pucanja kavitacijski mjehurici
oslobadaju energiju u obliku topline koja pospjesuje prijenos mase (Picot-Allain i sur., 2021).
Procjenjuje se da kolabiranje svakog mjehuri¢a moze lokalno stvoriti temperaturu od 4500-

5000 K i tlak ve¢i od 1000 atm (Chavan i sur., 2022).

Osim za ekstrakciju, ultrazvuk se u prehrambenoj industriji koristi i za inaktivaciju
mikroorganizama, ultrazvu¢no rezanje, ultrazvu¢no suSenje, zamrzavanje, ultrazvucno
pjenjenje 1 uklanjanje pjene (Chavan i sur., 2022). Ultrazvuk je Cesto koriStena jedini¢na
operacija u prehrambenoj industriji zbog svojih brojnih pozitivnih strana, a neke od njih kao
Sto su mehanicki ucinci generirani ultrazvukom, turbulencijom, udarnim valovima,
mikrostrujanjem povecavaju prijenos mase unutar medija §to moze pozitivho utjecati na
kemijske reakcije i druge procese. Ultrazvucni valovi su netoksi¢ni, sigurni i benigni za okolis,
a ultrazvuk ima 1 sposobnost pokretanja reakcija bez upotrebe vanjskih kemikalija (vanjski
reagensi nisu potrebni jer mjehurici koji kolabiraju stvaraju radikale koji mogu provoditi redoks
reakcije), dok hrana tretirana ultrazvukom ima minimalne gubitke boje, okusa, nutritivnih

sastojaka (Chavan 1 sur., 2022).

Danas postoji Sirok raspon uredaja za ultrazvuk, a izbor opreme ovisi o njezinoj
konac¢noj namjeni. Najdostupnija vrsta uredaja za generiranje ultrazvuka je ultrazvucna kupelj.
Ekstrakcija ultrazvukom visokog intenziteta moZe biti direktna (ultrazvucna sonda) ili
indirektna (ultrazvu¢na kupelj). Ultrazvucna kupelj pogodna je za ultrazvuk niZeg intenziteta 1
koristi se u rasponu frekvencija od 40-100 kHz. Sastoji se od posude izradene od nehrdajuceg
celika, koja sadrzi jedan ili viSe uredaja za pretvaranje ultrazvucne energije smjesStenih na dnu.
Velicine kupelji variraju od manjih od 1 L pa do industrijskih od 1000 L (Paniwnyk 1 sur.,
2017). Prednosti ovih kupelji su niska cijena, laka dostupnost i mogucénost tretiranja velikog
broja uzoraka, a nedostaci su niza ponovljivost i snaga ultrazvuka koja se prenosi na uzorak, u
odnosu na ultrazvucéni uredaj, odnosno ultrazvuk sa sondom. Ultrazvu¢ni uredaj sa sondom
sadrzi sondu koja se direktno uranja u uzorak zbog Cega dolazi do izravnog prijenosa
ultrazvu¢nih valova u medij s minimalnim gubitkom ultrazvu¢ne energije. Posljedi¢no, a u
usporedbi sa ultrazvu¢nom kupelji, ultrazvuéni uredaj sa sondom djeluje jacim intenzitetom na

uzorak (Dzah i sur., 2020)
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2.5.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija se oslanja na potiskivanje tekucine u biljni materijal kako bi se povecao
prinos zeljenih spojeva te tome vise pogoduju mehanicki ucinci ultrazvuka (Paniwnyk 1 sur.,
2017). Tijekom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, kavitacija, toplinski i mehanicki ucinci
povezani s ultrazvukom uzrokuju pucanje stani¢ne stijenke, smanjuju veli¢inu ¢estica, uzrokuju
degradaciju biljnog matriksa i povecavaju prijenos mase, bez modificiranja strukture i funkcije
ekstrakata (Picot-Allain i sur., 2021). Toplina koja se oslobada u procesu moze ostetiti osjetljive
i termolabilne spojeve pa je sustav Cesto potrebno hladiti tijekom procesa. Upravo zbog
odvijanja procesa na nizim temperaturama ova metoda ekstrakcije je pogodna za ekstrakciju
osjetljivih spojeva (Picot-Allain i sur., 2021). Primjena ultrazvuka u ekstrakciji vrijednih
komponenti ima potencijal jer je u usporedbi s drugim konvencionalnim postupcima ekstrakcije

jednostavna, u¢inkovita i ekonomi¢na (Kulkarni i Rathod, 2014).

Kao Sto je vec¢ ranije spomenuto, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom bolji je izbor
u odnosu na konvencionalne metode zbog kra¢eg vremena trajanja ekstrakcije te je ekoloski
prihvatljivija jer se ekstrakcija moze provesti bez upotrebe Stetnih i opasnih otapala ili uz manji
utrosak istih. Primjerice, ekstrakcija enzima potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta
povecava prinos ekstrakcije, brzinu ekstrakcije, a takoder se dobiva i ekstrakt bolje kvalitete
zbog koriStenja manje Stetnih otapala (Chavan i sur., 2022). Ultrazvuk visokog intenziteta moze
ubrzati prijenos topline 1 mase u raznovrsnim matriksima 1 uspjes$no se koristi za ekstrakciju
raznovrsnih komponenti (Li 1 sur., 2004). Intenziviranje prijenosa mase 1 laksi pristup otapala
biljnoj stanici dovodi do kolapsa kavitacijskih mjehuri¢a u blizini stani¢nih stijenki, $to
posljedi¢cno dovodi do erozije stani¢ne stijenke, boljeg kontakta s otapalom i u konacnici bolje

ekstrakcije (Toma 1 sur., 2001).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog rada proveden je u tri faze. U prvoj fazi provedene su toplinske i
ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz lista Se¢erne repe. Druga faza
obuhvacala je fizikalno-kemijske analize na dobivenim ekstraktima, a u tre¢oj je odradena

statistiCka obrada dobivenih rezultata.

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Suhi list Secerne repe

Eksperimenti su provedeni na suhom listu Secerne repe koji je dobiven od projektnih
partnera iz Turske. List Secerne repe je dodatno usitnjen (Slika 3) kako bi se osigurala veca
povrsina ekstrakcije te samim time 1 bolja ekstrakcija. Usitnjeni uzorak Secerne repe zatim se
vagao 1 u njega se dodavalo otapalo (0,1 mM NaOH). Na tako pripremljenim uzorcima

provodila se toplinska i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta.

Slika 3. Usitnjeni list Se€erne repe (viastita fotografija)
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3.1.1.1. Oznacavanje uzoraka

Pripremljeno je ukupno 12 uzoraka. Od toga je 9 uzoraka podvrgnuto ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta, a preostala 3 uzorka su podvrgnuta toplinskoj
ekstrakciji. Uzorci podvrgnuti ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta
tijekom same ekstrakcije ultrazvukom su hladeni ledom, budu¢i se djelovanjem ultrazvuka
oslobada energija koja dovodi do zagrijavanja, a previsoka temperatura moze dovesti do
denaturacije proteina. Takoder, pracena je 1 temperatura kupelji u procesu toplinske ekstrakcije,
kako bi se svi uzorci odrzali na istoj temperaturi i kako bi se odbacio moguci utjecaj temperature

na rezultate. Nomenklatura uzoraka prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Nomenklatura uzoraka podvrgnutih ekstrakcijama i njihova znacenja

NAZIV ZNACENJE

LUN Suhi uzorak lista Seerne repe, hladen,

tretiran ultrazvukom visokog intenziteta

LN Suhi uzorak lista Sec¢erne repe podvrgnut

toplinskoj ekstrakciji

Nadalje, uzorcima su, uz gore navedene oznake, pridruZeni i brojevi kojima su
obiljezeni nacin tretiranja 1 odredeni parametri prilikom tretiranja. Pridruzeni brojevi 1 njihovo

znacenje prikazani su u Tablici 2.
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Tablica 2. Pridruzeni brojevi uzoraka i njihovo znacenje

BROJCANA OZNAKA UZORKA ZNACENJE

Uzorci tretirani  ultrazvukom  visokog
1-9 intenziteta uz 9 razli¢itth kombinacija

amplitude ultrazvuka i vremena tretmana

/3,16, /9 Uzorci podvrgnuti toplinskoj ekstrakciji pri

60 °C u vremenu od 3, 6 1 9 minuta

3.1.2. Kemikalije i standardi

1. Deionizirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

2. 0,1 M otopina natrijeva hidroksida (NaOH) koja se priprema na sljedec¢i nacin: odvaze se
0,8000 g natrijeva hidroksida (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) i kvantitativno se uz pomo¢
lijevka prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL. Odmjerna tikvica se nadopuni do oznake
deioniziranom vodom i promijesa.

3. 0,1 mM otopina NaOH koja se priprema na sljedec¢i nacin: u odmjernu tikvicu od 100 mL
otpipetira se 0,1 mL 0,1 M otopine NaOH. Odmjerna tikvica se nadopuni do oznake

deioniziranom vodom i promijesa.

4. Reagens A 2 % Na;COs u 0,1 M NaOH za metodu odredivanja ukupnih proteina po Lowry-
u koji se priprema na sljedec¢i nacin: odvaze se 4,0000 g bezvodnog natrijeva karbonata
(KT.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska), kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 200
mL. Odmjerna tikvica se nadopuni do oznake prethodno pripremljenom 0,1 M otopinom
natrijeva hidroksida i promijesa.

2. 1 % -tna otopina K-Na — tartarata, za metodu odredivanja ukupnih proteina po Lowry-u,
koja se priprema na sljede¢i nacin: odvaze se 0,0800 g K-Na-tartarata (Lach-Ner,
Neratovice, Ceska) i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL. Odmjerna tikvica

se nadopuni do oznake deioniziranom vodom i promijesa.
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10.

1.

12.

13.

. Reagens B 0,5 % CuSO4 - 5 HoO u 1 % K,Na — tartaratu za metodu odredivanja ukupnih

proteina po Lowry-u koji se priprema na sljede¢i nacin: odvaze se 1,0 g bakrova (II) sulfata
pentrahidrata, kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL. Odmjerna tikvica se
nadopuni do oznake prethodno pripremljenom otopinom K-Na-tartarata i promijesa.
Reagens C, za metodu odredivanja ukupnih proteina po Lowry-u, koji se priprema na
sljedeci naCin: reagens B i reagens A se pomijeSaju u omjeru 1:50.

Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD)

Standard govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumin, BSA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, SAD).

40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiseline (HCl) (Carlos Erba reagents, Val-de-Reuil,
Francuska) koja se priprema na sljede¢i na¢in: 330 uL 12 M HCI (konc. HCI = 37 %)
razrijedi se u odmjernoj tikvici od 100 mL destiliranom vodom te nadopuni do oznake.

0,3 M acetatni pufer (pH 3,6) koji se priprema na sljedeci nacin: 1,55 g natrijevog acetata
trihidrata (CoH3NaO: - 3 H,O) (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska) otopi se u 8 mL ledene
octene kiseline (J.T.Baker, Gliwice, Poljska) u odmjernoj tikvici od 500 mL 1 nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

20 mM otopina zZeljezovog(Ill)-klorida (FeCls) koja se priprema na sljedec¢i nacin: 0,0541
g FeClz x 6 Ho O (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska) otopi se u 10 mL destilirane vode,
otopina se priprema svjeza.

10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) koja se priprema na sljede¢i nacin: 0,0312
g TPTZ (ACROSS ORGANICS, Geel, Belgija) otopi se u odmjernoj tikvici od 10 mL sa
40 mM HCI te se istom klorovodi¢nom kiselinom nadopuni do oznake. Otopina se uvijek
priprema svjeZa, tj. na dan odredivanja.

Standard zeljezo (II)-sulfat heptahidrat (FeSO4 - 7 H>O) koji se priprema na sljedec¢i nacin:
odvaze se 0,139 g Zeljezo (II)-sulfat heptahidrata (Honeywell Fluka, Seelze, Njemacka) u
plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese s destiliranom vodom u odmjernu tikvicu
volumena 0,5 L te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

FRAP reagens, za postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti spojeva FRAP
metodom, koji se priprema na sljede¢i nacin: pomijesa se 50 mL 0,3 M acetatnog pufera, 5
mL TPTZ reagensa (ACROSS ORGANICS, Geel, Belgija) i 5 mL FeClz (omjer 10:1:1).
Folin-Ciocalteau reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska) potrebno je razrijediti s

deioniziranom vodom u omjeru 1:2
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14.

15.

16.

20 %-tna otopina natrijeva karbonata (Na>COs3) koja se priprema na sljede¢i nacin: u 160
mL vruce destilirane vode otopi se 40 g bezvodnog natrijeva karbonata (KT.T.T., Sveta
Nedjelja, Hrvatska), 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. Otopinu
je potrebno pripremiti dan prije.

0,094 mM 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil DPPH (ABCR, Karlsruhe, Njemacka) u 96 %
metanolu (T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska) koji se priprema na sljede¢i nacin: 7,41 mg
DPPH otopi se 96 % metanolu u odmjernoj tikvici od 200 mL te nadopuni do oznake
metanolom.

Standard 1 mM Trolox (ACROSS ORGANICS, Geel, Belgija), za postupak odredivanja
antioksidacijske aktivnosti spojeva DPPH metodom, koji se priprema na sljede¢i nacin:
0,025 g Troloxa otopi se 96 % metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL te nadopuni do

oznake metanolom.

3.1.3. Uredaji i pribor

3.1.3.1. Uredaji

1.

2
3
4.
5

A A 0

Analiticka vaga NBL-2541 Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)

. pH metar HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska)
. Ultrazvuc¢na kupelj DT 100 H s grijanjem (Bandelin, Berlin, Njemacka)

Ultrazvu¢ni uredaj Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

. UV-VIS Spektrofotometar UV-26001 s opcijskom ISR2600Plus integriraju¢om sferom i

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

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

Tehnicka vaga Highland® HCB 1002 (Adam Equipment, Milton Keynes, UK)
Testna (klima) komora HPP110 (Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)

3.1.3.2. Pribor

1.

Odmjerne tikvice (10 mL, 100 mL, 200 mL)
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Staklene epruvete
Stalak za epruvete
Odsisna boca
Biichnerov lijevak
Celulozni filter papir
Stakleni lijevei

Staklena kapaljka

e A T o B

Propipeta
. Automatska pipeta Gilson (200 uL, 1000 pL, 5 mL)
. Staklene casSe (250 mL)

—_— =
N = O

. Plasti¢ne epruvete tipa Falcon (50 mL, 15 mL)

—
[98)

. Plasti¢ne ,,ladice*

—
N

. Laboratorijska Zlica

[S—
W

. Spatula
. Menzura (100 mL)
. Staklene boce (500 mL, 1L)

_ =
(eI BN

. Termometar

[a—
\O

. Plasti¢ne kivete

o}
=]

. Plasti¢na posuda

. Eksikator

[\SZE \S)
[\ T

. Staklene posudice

3.2. METODE

3.2.1. Konvencionalna toplinska ekstrakcija fenolnih spojeva i proteina

U prvoj fazi eksperimentalnog dijela provedene su konvencionalne toplinske ekstrakcije
fenolnih spojeva i proteina. Provodene su pri istoj temperaturi (60 °C) za sva 3 uzorka, ali kroz
razliito vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min) toplinom. Toplinske ekstrakcije odradene su na 3

uzorka, a to¢ni nazivi, kao i parametri za svaki pojedini uzorak navedeni su u Tablici 3.
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Tablica 3. Nazivi uzoraka 1 parametri toplinske ekstrakcije

UZORAK TEMPERATURA [°C] VRIJEME [min]
LN/3 60 °C 3
LN/6 60 °C 6
LN/9 60 °C 9

3.2.1.1. Postupak provodenja konvencionalne toplinske ekstrakcije

Ekstrakcija je provodena u ultrazvucnoj kupelji DT 100 H s grijanjem u kojoj je
moguénost soniciranja prilikom izvodenja ekstrakcija bila isklju¢ena. Ultrazvu¢na kupelj se
napuni vodom do oznake te se namjesti Zeljena temperatura (60 °C) te se termometrom prati
porast temperature. Uzorci se pripreme na nacin da se u laboratorijsku ¢aSu od 250 mL odvaze
2,00 £+ 0,10 g usitnjenog suhog lista Se¢erne repe te se doda 100 mL 0,1 mM NaOH. Nakon §to
se u ultrazvuénoj kupelji i u uzorcima postigne zeljena temperatura, uzorci se postave u kupelj
te se onda pocinje mjeriti vrijeme ekstrakcije (3, 6 ili 9 min) uz povremeno mijeSanje. Po
zavrSetku ekstrakcije slijedi vakuum filtracija uzoraka. Ona je provodena na nacin da se na vrh
odsisne boce stavi Biichnerov lijevak s filter papirom, na odsisnu bocu se crijevom spoji
vakuum pumpa Rocker 300 (Witeg, Wertheim, Njemacka) te se na filter papir u Blichnerovom
lijevku izlije ekstrakt, a pumpa ukljuci. Dobiveni filtrat prebacuje se u plasticne epruvete tipa
Falcon od 50 mL, mjeri mu se pH vrijednost pomoc¢u pH metra HI5521-02 (Hanna Instruments
Inc., Zagreb, Hrvatska) i elektricna vodljivost [mS/cm] (pH metar HI5521-02 (Hanna
Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska)), a potom se u filtratu spektrofotometrijski odreduje

koncentracija ukupnih proteina, fenolnih spojeva te antioksidacijska aktivnost uzoraka.

3.2.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta

Na suhom listu Se¢erne repe provodena je 1 ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog
intenziteta. Za provodenje ovog dijela eksperimenta koriSten je ultrazvucni uredaj Q700CA

Sonicator (20 kHz) (Qsonica, Newtown, SAD) s promjerom ultrazvu¢ne sonde od 12 mm.
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Tretmani ultrazvukom izvrSeni su pri razli¢itim amplitudama ultrazvuka (50, 75 1 100 %)
tijekom razli¢itog vremena tretiranja (3, 6 1 9 min), a to¢ni nazivi i parametri za svaki uzorak
prikazani su u Tablici 4. Tijekom ekstrakcije mjerena je temperatura sustava, koja nije smjela
prelaziti 40 °C, kako ne bi doslo do denaturacije proteina. Kada bi temperatura bila blizu 40 °C,
u plasti¢nu posudu u koju je uronjena ¢asa s uzorkom bi se dodavalo jos leda kako bi se spustila

temperatura.

Tablica 4. Nazivi uzoraka i1 parametri ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog

intenziteta
NAZIV UZORKA AMPLITUDA [%)] VRIJEME [min]
LUN 1 75 6
LUN 2 75 3
LUN 3 50 6
LUN 4 50 9
LUN S 75 9
LUN 6 100 9
LUN 7 50 3
LUN 8 100 6
LUNO9 100 3

3.2.2.1. Postupak provodenja ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta

Uzoreci za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom visokog intenziteta se pripremaju na isti
nacin kao 1 kod toplinske ekstrakcije, tako da se u laboratorijsku ¢asu od 250 mL odvaze 2,00
+ 0,01 g usitnjenog suhog lista Secerne repe te se doda 100 mL 0,1mM NaOH. U plasti¢nu
posudu s usitnjenim ledom postavi se laboratorijska ¢asa s uzorkom. Posuda s ledom 1 ¢aSom s
uzorkom se stavlja u kuciste ultrazvuc¢nog (Slika 4) uredaja te se u ¢asu s uzorkom uranja
ultrazvuéna sonda na nacin da je postavljena u sredistu ¢ase i uronjena oko 2,5 cm u uzorak, ali
ne dodiruje dno, ni stijenke caSe. U €aSu s uzorkom se uranja i termoc¢lanak pomocu kojeg

pratimo temperaturu tijekom ekstrakcije te se 1 on uranja na nacin da ne dodiruje stijenke CaSe,
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ni ultrazvu¢nu sondu. Kuciste ultrazvucnog uredaja se zatvori i na LCD zaslonu upravljacke
jedinice, unose se odgovarajuci parametri za ekstrakciju (Tablica 4). Ekstrakti dobiveni nakon
provedene ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta se filtriraju na isti nacin
kao 1 kod toplinske ekstrakcije — vakuum filtracijom, a izdvojeni filtrat se prebacuje u plasti¢ne
epruvete tipa Falcon od 50 mL. Ekstraktu se mjere pH i elektri¢na vodljivost [mS/cm] pomocu
pH metra HI5521-02 , a potom se odreduju i ukupni proteini, fenoli te antioksidacijska

aktivnost.

Slika 4. Kuciste ultrazvuka visokog intenziteta koriStenog za ekstrakciju (viastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

Metoda odredivanja koncentracije ukupnih fenolnih spojeva temelji se na kolorimetrijskoj
reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajué¢im reagensom (fenolni spojevi). Folin-
Ciocalteau reagens (smjesa fosfovolframove 1 fosfomolibden kiseline) reagira s fenoksid-
ionom iz uzorka, prilikom cega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira
do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida. Nakon dva sata reakcije u tami u kojoj
svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom, spektrofotometrijski se odredi
intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough 1 Amerine, 1988) pri ¢emu je intenzitet
obojenja direktno proporcionalan koncentraciji fenolnih spojeva u ispitivanom uzorku

(Singleton 1 Rossi, 1965).
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3.2.3.1. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

U staklenu epruvetu se pomocu automatske pipete otpipetira 7,9 mL destilirane vode, 0,1
mL uzorka (prethodno dobiveni ekstrakt) te 0,5 mL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijedenog s
vodom u omjeru 1:2), promijeSa na vortex uredaju 1 doda 1,5 mL 20 %-tne otopine natrijeva
karbonata (Na2CO3). Sve se joS jednom dobro promijeSa na vortex uredaju. Tako pripremljeni
uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi u tami, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija
razvijenog plavog obojenja na 765 nm u odnosu na slijepu probu. Apsorbancija se mjeri na UV-
VIS spektrofotometru UV-2600i. Slijepa proba priprema se na isti nac¢in kao 1 ispitivani uzorci,
s razlikom da se umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje jednaki volumen destilirane vode.
Apsorbancija se mjeri na nacin da se prvo izmjeri apsorbancija slijepe probe, a potom uzorcima.
Izmjerene vrijednosti apsorbancije analiziraju se uz pomo¢ LabSolutions™ UV-Vis programa.
Svim uzorcima koncentracija ukupnih fenola odredena je u paraleli. Iz dobivenih vrijednosti
apsorbancija izracunata je srednja vrijednost te se rezultat konac¢no izrazavao s obzirom na udio
suhe tvari (s.tv.) lista Seerne repe [mg/gs v.]. [zrazavanju konac¢nog rezultata kao koncentracije
ukupnih fenola s obzirom na udio suhe tvari prethodi odredivanje koncentracije iz bazdarnog

dijagrama.

3.2.3.2. Postupak izrade bazdarnog dijagrama

Kako bi se odredila nepoznata koncentracija ukupnih fenolnih spojeva prisutnih u uzorcima,
potrebno je prethodno izraditi bazdarni dijagram. BaZdarni dijagram je dijagram ovisnosti
apsorbancije o poznatoj koncentraciji standarda. Iz osnovne otopine standarda galne kiseline
koncentracije 1000 mg/L, u odmjerne tikvice od 50 mL pripreme se sljedeca razrjedenja: 30,
50, 100, 150 1 180 mg/L. U staklenu epruvetu se pomoc¢u automatske pipete otpipetira 7,9 mL
destilirane vode, 0,1 mL prethodno pripremljenih razrjedenja galne kiseline te 0,5 mL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijedenog s vodom u omjeru 1:2), promijesa na vortex uredaju i doda
1,5 mL 20 %-tne otopine natrijeva karbonata (Na,COs3). Sve se jo§ jednom dobro promijesa na
vortex uredaju. Tako pripremljeni uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi u tami,
nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm. Na osnovu dobivenih
vrijednosti apsorbancija, izradi se bazdarni dijagram (Slika 5). Pomoc¢u jednadzbe pravca [1], a
na temelju izmjerene apsorbancije izraCunava se nepoznata koncentracija ukupnih fenola u
uzorcima. Dobiveni rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti galne kiseline (eng. gallic acid

equivalent, GAE) (mg GAE/L).
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Slika 5. Bazdarni dijagram (prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline)

JednadZba prema kojoj se izraCunava koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima glasi:
Y =0,00107826 X +0,111618 [1]
R?=0,99929

gdje je:

Y = apsorbancija pri 765 nm
X = ekvivalent GAE (mg/L)

R? = koeficijent determinacije

3.2.4. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina po Lowryu

Metoda odredivanja proteina po Lowry-u kolorimetrijska je metoda koja se temelji na
reaktivnosti peptidnog dusika s Cu?' u alkalnim uvjetima i naknadnoj redukciji s Folin-
Ciocalteau reagensom. Tocnije, -CO-NH- veza u polipeptidnom lancu reagira s bakrenim

sulfatom u alkalnom mediju daju¢i kompleks s proteinom (Cu*-protein) plave boje. Nastali
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kompleks reagira s Folin-Ciocalteau reagensom, koji sadrzi fosfomolibdensku i
fosfovolframatnu kiselinu, $to dovodi do njihove redukcije u molibdenov i volframov oksid te

posljedicno do plavicastog obojenja, ¢iji je intenzitet proporcionalan apsorbanciji (Mahesha,

2012). Nastali intenzitet plavog obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri 740 nm.

3.2.4.1. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih proteina po Lowryu

U staklenu epruvetu se automatskom pipetom otpipetira 0,4 mL razrijedenog uzorka
(prethodno dobiveni ekstrakt koji je razrijeden 10 puta) i 4 mL reagensa C. Sadrzaj epruvete se
potom dobro promijesa pomocu vortex uredaja i ostavi se na sobnoj temperaturi u mraku 10 do
15 minuta kako bi doslo do odvijanja kemijske reakcije. Potom se naglo dodaje 0,2 mL Folin-
Ciocalteu reagensa uz snazno mijeSanje na vortex uredaju. Budu¢i da je Folin-Ciocolteu
reagens u jako luznatoj otopini (reagens C) nestabilan mora se dodati naglo i1 uz intenzivno
mijeSanje. Dobivena smjesa se zatim ostavi na sobnoj temperaturi u tami 40-60 minuta kako bi
doslo do reakcije i razvoja obojenja. Vazno je da se mjerenje apsorbancije provede u
spomenutom intervalu od 40-60 minuta jer je obojenje postojano unutar tog intervala.
Apsorbancija se mjeri pri 740 nm na UV-VIS spektrofotometru UV-2600i. Osim uzoraka,
pripremljena je i slijepa proba koja umjesto razrijedenog uzorka sadrzi 0,4 mL ekstrakcijskog
otapala, odnosno 0,4 mL 0,1 mM NaOH. Izmjerene vrijednosti apsorbancije analiziraju se uz
pomo¢ LabSolutions™ UV-Vis programa. Svim uzorcima koncentracija ukupnih proteina
odredena je u paraleli. Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija izraunata je srednja vrijednost te
se rezultat konacno izrazavao s obzirom na udio suhe tvari (s.tv.) lista Se¢erne repe [mg/gs.wv.].
IzraZzavanju kona¢nog rezultata kao koncentracije ukupnih proteina s obzirom na udio suhe tvari

prethodi odredivanje koncentracije iz bazdarnog dijagrama.

3.2.4.2. Postupak izrade bazdarnog dijagrama

Kako bi se mogla odrediti nepoznata koncentracija nekog proteina ili smjese proteina u
otopini, potrebno je prethodno konstruirati bazdarni dijagram, tj. dijagram ovisnosti
apsorbancije o poznatoj koncentraciji proteina (standard govedeg serumskog albumina). Iz
osnovne, standardne otopine BSA koncentracije 200 mg/mL u odmjerne tikvice od 10 mL
pripreme se sljedeca razrjedenja: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 te 0,12 mg/mL. U staklenu epruvetu
se automatskom pipetom otpipetira 0,4 mL prethodno pripremljenih otopina standarda BSA i 4

mL reagensa C. Sadrzaj epruvete se potom dobro promijesa pomocu vortex uredaja i ostavi se
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na sobnoj temperaturi u tami 10 do 15 minuta kako bi doslo do provedbe kemijske reakcije.

Potom se naglo dodaje 0,2 mL Folin-Ciocalteu reagensa uz snazno mije$anje na vortex uredaju.

Dobivena smjesa se zatim ostavi na sobnoj temperaturi u tami 40-60 minuta kako bi doslo do

reakcije 1 razvoja obojenja. Nastalo plavicasto obojenje mjeri se spektrofotometrijski pri 740

nm. Na osnovu dobivenih vrijednosti apsorbancija, izradi se bazdarni dijagram (Slika 6).

Pomocu jednadzbe pravca [2], a na temelju izmjerene apsorbancije izraCunava se nepoznata

koncentracija ukupnih proteina u uzorcima. Dobiveni rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti

BSA (mg/mL).
0.48
0.40
apsorbancija (4)
0.30

020 /

0.14 ‘
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0.12

Slika 6. Bazdarni dijagram (prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA standarda)

JednadZba prema kojoj se izracunava koncentracija ukupnih proteina u uzorcima glasi:

Y =2,87376 X +0,110804
R?=10,99235

gdje je:
Y = apsorbancija pri 740 nm
X = ekvivalent BSA (mg/mL)

R? = koeficijent determinacije

2]
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3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Ova metoda temelji se na redukciji 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala u
otopini metanola. DPPH radikal ima nespareni elektron koji uzrokuje snaznu apsorpciju u
vidljivom dijelu spektra (515 nm), dok u prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji
,»gasi“ slobodne radikale) dolazi do stabilizacije DPPH radikala sparivanjem elektrona te do
promjene ljubicaste boje (oksidirani oblik radikala) otopine u zutu (reducirani oblik radikala),
Sto se mjeri promjenom apsorbancije reakcijske smjese u definiranom vremenu u odnosu na isti

ucinak koji se postize s poznatim reducensom (Trolox) (Brand-Williams i sur., 1995).

3.2.5.1. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

U epruvetu se automatskom pipetom otpipetira 100 pL uzorka (prethodno dobiveni
ekstrakt) 1 doda 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH te dobro promijeSa na vortex uredaju.
Reakcija se odvija 30 minuta (vrijeme potrebno da se postigne ravnotezno stanje) u tami nakon
¢ega se mjeri apsorbancija. Apsorbancija se mjeri pri 515 nm na UV-VIS spektrofotometru UV-
2600i. Osim uzoraka, pripremljena je i slijepa proba koja umjesto uzorka sadrzi 100 pL
metanola. Izmjerene vrijednosti apsorbancije analiziraju se uz pomo¢ LabSolutions™ UV-Vis
programa. Svim uzorcima antioksidacijska aktivnost DPPH metodom odredena je u paraleli. 1z
dobivenih vrijednosti apsorbancija izraunata je srednja vrijednost te se rezultat konacno
izrazavao s obzirom na udio suhe tvari (s.tv.) lista Secerne repe [UM/gsi.]. Izrazavanju
kona¢nog rezultata kao antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom s obzirom na udio suhe

tvari prethodi odredivanje koncentracije iz bazdarnog dijagrama.

3.2.5.2. Postupak izrade bazdarnog dijagrama

Kako bi se mogla odrediti antioksidacijska aktivnost uzoraka, potrebno je prethodno
konstruirati bazdarni dijagram, odnosno dijagram koji prikazuje ovisnost apsorbancije o
poznatoj vrijednosti koncentracija Trolox-a. Iz osnovne otopine standarda Trolox-a
koncentracije 1 mM, u odmjerne tikvice od 10 mL pripreme se sljedeca razrjedenja: 10 uM, 25
uM, 50 uM, 125 uM i 150uM, na nacin da se redom otpipetira: 100 uL; 250 uL; 500 pL; 1250

pL 1 1500 pL ishodne otopine i nadopuni do oznake 96 % metanolom. U epruvetu se
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automatskom pipetom otpipetira 100 uL. prethodno pripremljenih otopina standarda Trolox-a i
doda 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH te dobro promijesa na vortex uredaju. Reakcija se odvija
30 minuta (vrijeme potrebno da se postigne ravnotezno stanje) u tami nakon ¢ega se mjeri
apsorbancija pri 515 nm. Na osnovu dobivenih vrijednosti apsorbancija, izradi se bazdarni
dijagram (Slika 7). Promjena apsorbancije DPPH radikala nakon reakcije s uzorkom racuna se
oduzimanjem apsorbancije uzorka (4) od apsorbancije slijepe probe (49). Pomoc¢u jednadzbe
pravca [3], a na temelju izmjerene apsorbancije izracunava se nepoznati antioksidacijski

kapacitet u uzorcima. Dobiveni rezultati se izrazavaju kao ekvivalenti Trolox-a (uM).
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= o
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Slika 7. Bazdarni dijagram (prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji Trolox standarda)

JednadZba prema kojoj se izraCunava antioksidacijska aktivnost u uzorcima glasi:

Y =0,0007 X +0,0032 [3]
R2=0,9979

gdje je:
Y = apsorbancija pri 515 nm
X = ekvivalent Trolox-a (UM)

R? = koeficijent determinacije
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3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Metoda se bazira na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-
s-triazina (TPTZ) u prisustvu antioksidansa pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. Reakcija
se odvija u kiselom mediju, pri pH=3,6 kako bi se zadrzala dobra topljivost zeljeza. Pri nizim
pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos elektrona, a
ujedno ¢e se povecati redoks potencijal, koji ¢e dodatno omoguciti pomak reakcije u smjeru
transfera elektrona. Redoks potencijal reakcije Fe(I1I)/Fe(Il) iznosi 0,77V 1 svi spojevi sa nizim
redoks potencijalom, reducirat ¢e Zzeljezo te tako doprinijeti konacnom rezultatu
antioksidacijske aktivnosti. Metoda se zapravo temelji na sposobnosti antioksidansa iz uzorka
da reducira Fe** ione u Fe?* ione u otopini 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizem pH.
Redukcija se prati mjerenjem promjene apsorbancija pri 595 nm. Rezultati su izrazeni kao pmol

Fe?* ekvivalenta (FE)/mL uzorka.

3.2.6.1. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

U staklene epruvete redom se automatskom pipetom otpipetira 240 pL destilirane vode, 80
uL uzorka (prethodno razrijedenog 5 puta) 1 2080 pL. FRAP reagensa, dobro se promijesa na
vortex uredaju te 5 minuta termostatira na temperaturi 37 °C (ultrazvucna kupelj). Osim uzorka,
priprema se 1 slijepa proba. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje
ekstrakcijsko otapalo, odnosno 0,1 mM NaOH. Potom se mjeri apsorbancija pri 595 nmna UV-
VIS spektrofotometru UV-2600i. Izmjerene vrijednosti apsorbancije analiziraju se uz pomo¢
LabSolutions™ UV-Vis programa. Svim uzorcima antioksidacijska aktivnost FRAP metodom
odredena je u paraleli. Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija izraunata je srednja vrijednost te
se rezultat konacno izrazavao s obzirom na udio suhe tvari (s.tv.) lista Sec¢erne repe [ WM/gs wv.].
IzraZzavanju konacnog rezultata kao antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom s obzirom na

udio suhe tvari prethodi odredivanje koncentracije iz bazdarnog dijagrama.
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3.2.6.2. Postupak izrade bazdarnog dijagrama

Kako bi se mogla odrediti antioksidacijski kapacitet uzoraka, potrebno je prethodno
konstruirati bazdarni dijagram, tj. dijagram ovisnosti apsorbancije o poznatoj vrijednosti
koncentracija otopine Zeljezo (II) sulfata septahidrata. Za pripremu bazdarnog pravca pripremi
se 100 mL ImM otopine zeljezo (II) sulfata septahidrata od koje se pripreme razrjedenja u
koncentracijama: 25, 250, 500, 750 i 1000 uM na nacin da se u odmjerne tikvice volumena 10
mL redom otpipetira: 0,25; 2,5; 5, 7,5 1 10 mL alikvot otopine Zeljezo (II) sulfata septahidrata
te do oznake nadopuni destiliranom vodom. U odmjerne tikvice od 10 mL redom se
otpipetira 240 uL destilirane vode, 80 pL otopine standarda i 2080 puL. FRAP reagensa, kratko
promijesa na vortex uredaju, te 5 minuta termostatira na temperaturi od 37 °C. Po zavrsetku
termostatiranja mjeri se apsorbancija pri 595 nm. Na osnovu dobivenih vrijednosti
apsorbancija, izradi se bazdarni dijagram (Slika 8). Pomoc¢u jednadzbe pravca [4], a na temelju
izmjerene apsorbancije izraCunava se nepoznati antioksidacijski kapacitet uzoraka. Dobiveni

rezultati se izraZavaju kao ekvivalenti Fe**(uM).

0.78 ; .
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apsorbancija (4)

Absorbance(Abs)

020 / N
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0.04 I I I |
26.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00

koncentracija(uM)

Slika 8. Bazdarni dijagram (prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji otopine Zeljezo (II)

sulfata septahidrata)
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Jednadzba prema kojoj se izraCunava antioksidacijska aktivnost u uzorcima glasi :

Y =6,81142*%104 X + 0,00843793 (4]
R?=0,99617

gdje je:

Y = apsorbancija pri 595 nm
X = ekvivalent Fe?" (uM)

R? = koeficijent determinacije

3.2.7. Odredivanje ukupne suhe tvari suSenjem lista Secerne repe do konstantne mase

Podatak o udjelu ukupne suhe tvari u suhom listu Secerne repe vrlo je bitan jer se
rezultati preradunavaju i izrazavaju na g suhe tvari. Odredivanje ukupne suhe tvari provedeno
je konvencionalnom (klasi¢nom) laboratorijskom metodom susenja do konstantne mase koja se
temelji na uklanjanju vode isparavanjem, a iz razlike u masi uzorka prije 1 nakon suSenja se
izra¢unava udio suhe tvari prema jednadzbi [5].
my

M27Mo ., 100 [5]

suha tvar [%] =
mi—mg
gdje je:
my - masa prazne posudice
m; - masa posudice s uzorkom prije suSenja

m> - masa posudice s uzorkom nakon susenja

3.2.7.1. Postupak odredivanja ukupne suhe tvari susenjem lista Secerne repe do konstantne

mase

Staklene posudice prvo se osuse u klima komori pri 105 °C. Nakon suSenja posudice se
izvade 1 ohlade u eksikatoru (oko 20 min) te im se izvaze masa s to¢nos¢u od £ 0,0002 g. U

ohladene i izvagane posudice, izvaze se cca 2,5 g uzorka i stavi u klima komoru na 105 + 0,5
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°C, sat vremena. Nakon susenja, posudice s uzorkom ohlade se u eksikatoru (oko 20 min).
Ohladene posudice s uzorkom se potom vazu. Postupke nakon susenja, hladenja i vaganja
posudica ponavljaju se sve dok razlika nakon dva uzastopna susenja u razmaku od pola sata ne
bude manja od 0,001 g. Mjerenje je odradeno u paraleli. Ukupna suha tvar izraCunata prema

jednadzbi [5] izrazena je u postotcima.

3.2.8. Statisticka obrada podataka

3.2.8.1. Statisticka obrada podataka dobivenih nakon toplinske ekstrakcije

Vrijednosti ukupnih fenola, ukupnih proteina, antioksidacijske aktivnosti odredivane
DPPH i FRAP metodom te pH i elektricne vodljivosti dobivene nakon provedbe toplinske
ekstrakcije, obradene su u programu Microsoft Excel 365. Kod odredivanja statisticke
znacajnosti utjecaja vremena tretiranja (3, 6 1 9 min) na prethodno navedene izlazne vrijednosti
koriStena je analiza varijance s jednim promjenjivim faktorom ANOVA (engl. Analysis of

Variance), uz interval pouzdanosti od 95 %.

3.2.8.2. Statisticka obrada podataka dobivenih nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

visokog intenziteta

Vrijednosti ukupnih fenola, ukupnih proteina, antioksidacijske aktivnosti odredivane DPPH
1 FRAP metodom te pH i elektricne vodljivosti dobivene nakon ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom visokog intenziteta obradene su u programu STATGRAPHICS Centurion
(Statgraphics Tehnologies Inc., Virginia, SAD). KoriSten je faktorijalni dizajn s vise razina
utjecaja (engl. Multilevel Factorial Design) kako bi se istrazio mogu¢i utjecaj ulaznih
(nezavisnih) varijabli na izlazne (zavisne) varijable. Ulazni parametri eksperimenta su
amplituda (50, 75 1 100 %) 1 vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min), a izlazne varijable obuhvacaju
ukupne fenole [mg/gs.«], ukupne proteine [mg/gs ], antioksidacijsku aktivnost pracenu DPPH
i FRAP metodama [uM/gsw], pH te elektri¢nu vodljivost [mS/cm]. Takoder, u programu
STATGRAPHICS Centurion napravljena je i multivarijatna analiza varijance MANOVA (engl.
Multivariate analysis of variance) 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 imaju statisticki

znacajan utjecaj ako je p<0,05, Sto ukazuje da se znacajno razlikuju od nule u intervalu
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pouzdanosti od 95,0 %. Nadalje, obradom podataka u programu STATGRAPHICS Centurion
izradeni su Pareto dijagrami koji graficki prikazuju statisticku znacajnost amplitude i vremena
tretiranja (ulazni parametri) na ukupne proteine, ukupne fenole, antioksidacijsku aktivnost, pH

1 elektricnu vodljivost (izlazni parametri).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. REZULTATI FIZIKALNO-KEMIJSKIH PARAMETARA DOBIVENIH NAKON
TOPLINSKE I EKSTRAKCIJE POTPOMOGNUTE ULTRAZVUKOM VISOKOG
INTENZITETA

4.1.1. Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara nakon toplinske ekstrakcije

Tablica 5. Koncentracije ukupnih fenola 1 ukupnih proteina, antioksidacijska aktivnost

(DPPH i FRAP metoda), pH vrijednost i elektricna vodljivost uzoraka

Ukupni Antioksidacijska aktivnost
Ukupni
G fenolni
proteini FRAP
UZORAK t pH* | [mS/cm]* spojevi DPPH
. [mg/gs.e.]** [uM]**
(min) [mg/gs.c.]** [uM]**
6,45
7,18 127,44 +
LN/3 3 + 3,88+ 0 92,85+ 10,96 £ 0,27
+0 2,28
0,02 1,31
LN/6 6 6,48 5,03 85,64 + 158,22 +
13,47+ 1,39 16,49 + 1,55
+0 0,01 0,26 6,15
6,46
4,92 + 56,75 156,26 +
LN/9 9 + 10,89+ 0,17 21,77+ 0,85
N 0,04 + 1,31 2,08

* rezultati izraZen kao srednja vrijednost dvaju uzastopnih mjerenja

** rezultati izraZeni kao srednja vrijednost dvaju paralela + standardna devijacija; udio suhe tvari u uzorku je 94,5

%

¢t — vrijeme tretiranja uzoraka, G — elektri¢na vodljivost uzoraka
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U Tablici 5 prikazani su rezultati izmjerenih fizikalno-kemijskih parametara, odnosno
pH vrijednosti uzoraka, elektri¢ne vodljivosti uzoraka, koncentracije ukupnih fenola i ukupnih
proteina te antioksidacijske aktivnosti spojeva prisutnih u uzorcima koji su tretirani toplinom.
Iz navedenih rezultata vidljivo je kako su pH 1 elektricna vodljivost uzorka priblizno jednake
kod sva 3 uzorka, neovisno o vremenu njihova tretiranja toplinom. Antioksidacijska aktivnost
spojeva u suhom listu Secerne repe mjerena DPPH metodom raste s vremenom tretiranja
toplinom, S$to dovodi do promjene u stani¢noj strukturi listova, ¢ime se olakSava difuzija
bioaktivnih komponenti i pove¢ava njihova topljivost u otapalu (Galvan d’Alessandro i sur.,
2012). S druge strane, koncentracija proteina opada s vremenom tretiranja uzorka toplinom, a
uzrok tome moze biti dulje izlaganje poviSenoj temperaturi koja dovodi do denaturacije
proteina. Nadalje, koncentracija ukupnih fenola u ekstraktu i antioksidacijska aktivnost spojeva
u suhom listu Se¢erne repe mjerena FRAP metodom ne pokazuju linearnu ovisnost o trajanju
toplinskog tretmana, buduc¢i da uzorak LN/6 (vrijeme tretiranja 6 min) ima vece vrijednosti
koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti spojeva u odnosu na uzorak LN/9
(vrijeme tretiranja 9 min). Do pada u vrijednostima koncentracije ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti spojeva duzim vremenom tretiranja moglo je do¢i zbog degradacije

fenolnih spojeva i antioksidansa (Yazdankhah i sur., 2019).

4.1.2. Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara nakon ekstrakcije potpomognute

ultrazvukom visokog intenziteta

Tablica 6. Koncentracija ukupnih fenola i ukupnih proteina, antioksidacijska aktivnosti

(DPPH 1 FRAP metoda), pH vrijednost i elektricna vodljivost uzorka

Antioksidacijska
Ukupni Ukupni aktivnost
t A | pH* G fenolni proteini

UZORAK | [min] | [%] [mS/cm]* spojevi | [mg/g.w.]** | antioks. | antioks.
[mg/gs.v.]** aktivnost | aktivnost

(DPPH) | (FRAP)

[uM]** [uM]**
LUN 1 6 75 | 6,77 4,34 + 10,47+ | 86,2+1,05| 22,56+ | 120,74 +

+ 0,09 0,28 0,78 1,29
0,01
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LUN 2 75 | 6,56 3,99 + 6,28 + 73,98 £ 1541+ | 89,67+
+ 0 0,02 0,24 2,47 0,71 6,65
LUN 3 50 | 6,56 | 4,1 £0,03 7,01 + 69,08 £5,2 | 26,26+ | 74,17+
= 0,24 0,96 2,94
0,01
LUN 4 9 50 | 6,76 | 448+0 | 9,1 £0,07 81,15+ 5,02+ | 133,26+
+ 0,11 0,43 11,44
0,01
LUN S5 9 75 1691 | 4,53+0 10,89 + 79,48 + 36,51 £ | 139,73 +
= 0,66 7,41 2 4,48
0,01
LUN 6 9 100 | 6,79 4,16 + 10,99 + 95,14 + 29,78 £ | 143,63 +
+0 0,01 1,21 4,04 4,67 7
LUN 7 3 50 | 6,63 4,52 + 8,51 + 76,36 0,9 | 5,86+ | 74,56+
+0 0,05 0,83 0,87 3,53
LUN 8 6 100 | 7,04 | 421+0 9,69 + 95,04 + 1444 £ | 14491 +
+0 1,32 1,05 3,91 0,44
LUN 9 3 100 | 6,9 4,83 + 11,9+ 102,39 + 18,16 £ | 151,29 +
+ 0,03 0,14 0,52 2,09 13,49
0,01

* rezultati izrazen kao srednja vrijednost dvaju uzastopnih mjerenja
** rezultati izrazeni kao srednja vrijednost dvaju paralela + standardna devijacija; udio suhe tvari u uzorku je 94,5
%

t — vrijeme tretiranja uzorka, 4 — amplituda ultrazvuka, G — elektri¢na vodljivost uzorka

U Tablici 6 prikazani su rezultati izmjerenih fizikalno-kemijskih parametara, odnosno
pH vrijednosti uzoraka, elektricne vodljivosti uzoraka, koncentracije ukupnih fenola i ukupnih
proteina te antioksidacijske aktivnosti uzoraka, uz pripadajuce amplitude ultrazvuka i vrijeme
tretiranja za svaki uzorak. 1z rezultata je vidljivo kako se pH uzoraka krece od neutralnog do
blago luznatog podrucja tj. od 6,56 + 0,01 do 7,04. Elektricna vodljivost uzoraka obuhvaca
vrijednosti od 3,99 + 0,02 do 4,83 £+ 0,03 mS/cm. Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u
ekstraktu izrazena na g suhe tvari lista Se€erne repe krece se u rasponu od 6,28 + 0,24 mg/g; .
do 11,9 £0,14 mg/gs.v. , dok je raspon za koncentraciju ukupnih proteina od 69,08 £ 5,2 mg/gs .
do 102,39 + 0,52 mg/gs .. Vidljivo je da je koncentracija ukupnih fenola znatno manja u odnosu
na koncentraciju ukupnih proteina. Razlog niske koncentracije fenolnih spojeva u ekstraktu
moze biti netopljivost fenola i njihovih kompleksa u otapalu (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
Nadalje, vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka pracenu DPPH metodom znatno su nize
(¢ak do 25 puta) u odnosu na antioksidacijsku aktivnost uzoraka pra¢enu FRAP metodom.
Razlike u antioksidacijskoj aktivnosti spojeva prisutnih u suhom listu Secerne repe, koje su
odredene DPPH 1 FRAP metodama, mogu biti posljedica razliCitih vrsta antioksidansa prisutnih

u uzorcima, koji reagiraju drugacije s koriStenim radikalima (Shah i Modi, 2015). Uzorak LUN
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9 ima najvecu koncentraciju ukupnih fenola i1 proteina 1 najvecu antioksidacijsku aktivnost
uzoraka (mjerenu FRAP metodom), a tretiran je najkra¢e (3 min) s najve¢om amplitudom
ultrazvuka (100 %). S druge strane, uzorak LUN 2, tretiran takoder 3 min, ali neSto manjom

amplitudom ultrazvuka (75 %) pokazuje najnize vrijednosti koncentracije ukupnih fenola.

4.1.3. Ukupna suha tvar u uzorku odredena susenjem lista Secerne repe do konstantne mase

Odredivanje ukupne suhe tvari u uzorku susenjem lista Se¢erne repe do konstantne mase
odradeno je prema prethodno opisanom postupku (poglavlje 3.2.7), a mjerenje je napravljeno
u paraleli. Dobivena masa uzorka nakon suSenja izrazena kao srednja vrijednost dvaju
dobivenih vrijednosti iznosi 38,08 + 1,43 g. Ukupna suha tvar izracunata je prema jednadzbi

[5] (poglavlje 3.2.7) 1 izrazena u postotcima iznosi 94,5 %.

4.1.4. Usporedba rezultata dobivenih nakon toplinske ekstrakcije i ekstrakcije potpomognute

ultrazvukom visokog intenziteta

Iz vrijednosti prikazanih u Tablicama 5 1 6 vidljivo je kako su srednje vrijednosti svih
uzoraka za pH vrijednosti, elektricne vodljivosti 1 koncentracije ukupnih fenola priblizno
jednake kod obje metode ekstrakcije. Opcenito, temperatura ima pozitivan ucinak na
ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnih materijala. Uo€eni pozitivni u¢inak temperature mogao
bi se objasniti ve¢om topljivos¢u fenola u otapalu, veCom difuznos¢u ekstrahiranih molekula 1
poboljSanim prijenosom mase pri viSim temperaturama (Galvan d’Alessandro i sur., 2012). Za
parametre koncentracije ukupnih proteina i antioksidacijske aktivnosti uzoraka (DPPH)
postignute su neSto vece vrijednosti ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom visokog
intenziteta. Uzrok pozitivnog u¢inka ultrazvuka na koncentraciju ukupnih proteina moze biti ta
Sto sonicirana tkiva apsorbiraju dodatni volumen otapala (Galvan d’Alessandro i sur., 2012).
Uslijed djelovanja ultrazvuka i pojave kavitacije, dolazi do bubrenja stanica (ali i njihovog
pucanja), upijanja otapala 1 proSirenja pora stani¢nih stijenki, Sto povecava njihovu difuznost.

Poboljsani prinosi ekstrakcije proteina dobiveni uz pomoc¢ ultrazvuka takoder se mogu pripisati
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¢injenici da ultrazvucno tretiranje uzorka moze potaknuti pucanje stani¢nih stijenki 1 olakSati
prijenos stani¢nog sadrzaja (Galvan d’Alessandro i sur., 2012). Razli¢ita povecanja i smanjenja
u prinosu proteina unutar ultrazvucno tretiranih uzoraka moze se pripisati odabiru amplitude
ultrazvuka. S povecanjem snage ultrazvuka, odnosno amplitude ultrazvuka dolazi do implozije
kavitacijskih mjehuri¢a u suspenziji pa je posljedi¢no i veci prinos ekstrakcije proteina (Dukié
i sur., 2022). Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka (FRAP) su primjetno veée u
slucaju kada je ekstrakcija provedena toplinom. Veéa antioksidacijska aktivnost spojeva
(FRAP) moze biti posljedica prisutnosti antioksidansa u uzorku poput fosfata, slobodnih
aminokiselina glicina i alanina, peptida niske molekulske mase (glutation), koji se oslobadaju
iz biljnog matriksa povecanjem temperature, odnosno toplinskom obradom uzorka
(Maikhunthod 1 Intarapichet, 2005). Takoder, viSe temperature ekstrakcije mijenjaju

karakteristike otapala, povecavajuéi njegovu sposobnost otapanja (Maravi¢ 1 sur., 2022).

U istrazivanju koje su Duki¢ i sur. proveli 2022. na suhim i svjezim uzorcima lista
Secerne repe, ali uz ekstrakcijsko otapalo deioniziranu vodu (hladna i sobne temperature), kod
uzoraka suhog lista SeCerne repe dobivene su nesSto viSe vrijednosti koncentracije ukupnih
fenola, a koncentracija proteina je bila priblizno jednaka vrijednostima dobivenim u ovom
istrazivanju, koriste¢i ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom visokog intenziteta. S obzirom
na to da su usporedivani uzorci suhog i svjezeg liS¢a SeCerene repe podvrgnuti istim
amplitudama ultrazvuka i vremenu tretiranja, moZe se govoriti o direktnom utjecaju otapala na
koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva. Odnosno, deionizirana voda se u ovom slucaju
pokazala kao bolje ekstrakcijsko otapalo od 0,1 mM NaOH za fenolne spojeve. Za uzorke
svjezeg lista SeCerne repe su postignute podjednake do nesto viSe vrijednosti koncentracije
ukupnih fenola (Duki¢ i sur., 2022), a za veéinu uzoraka svjezeg lista postignute su i vise
vrijednosti koncentracije ukupnih proteina u tom istom istraZivanju. Dakle, osim S§to
ekstrakcijsko otapalo utjeCe na prinose ekstrakcije, pokazalo se 1 da suSenje kao metoda
konzerviranja negativno utjece na proteine na nacin da im smanjuje stabilnost (Tamayo Tenorio
i sur., 2017). Medutim, kada se usporede rezultati dobiveni za iste uzorke suhog lista Secerne
repe, ali tretiranih toplinom, koncentracija ukupnih fenola u svjezim uzorcima Secerne repe niza
je u odnosu na uzorke suhog lista Secerne repe u ovom eksperimentu, dok su za suhe uzorke
dobivene podjednake vrijednosti koncentracije ukupnih fenola. U slufaju koncentracije
ukupnih proteina dobivene su vece vrijednosti kod uzoraka ekstrahiranih 0,1 mM NaOH, u
odnosu na suhe i svjeze uzorke kod kojih je koriStena deionizirana voda kao ekstrakcijsko

otapalo. Razlog tome moze biti taj $to su proteini u biljnim matriksima teSko topljivi u vodi
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zbog svoje hidrofobne prirode, ali i ¢vrstih kovalentnih veza u tercijarnoj strukturi (npr.

disulfidnih mostova), a prisutnost luzine pomaze raskinuti te veze (Shen i sur., 2008).

4.2. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA

4.2.1. Rezultati statisticke obrade podataka za uzorke podvrgnute toplinskoj ekstrakciji

Tablica 7. Prikaz p-vrijednosti dobivenih ANOVA analizom za izlazne parametre toplinske

ekstrakcije
IZLLAZNI PARAMETAR p-vrijednost*
pH 0,802861
G [mS/cm] 0,475508
Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva 0,026847
[mg/gs.tv.]
Koncentracija ukupnih proteina 0,002912
[mg/gs.tv.]
Antioks. Aktivnost spojeva (DPPH) 0,043462
[nM]
Antioks. Aktivnost spojeva (FRAP) 0,000151
[uM]

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crvenom

bojom

U Tablici 7 prikazane su p-vrijednosti za izlazne fizikalno-kemijske parametre toplinske
ekstrakcije dobivene ANOVA statistickom analizom. Detaljan prikaz ANOVA analize nalazi
se u prilozima 1-6.

U prilogu 1 prikazana je ANOVA analiza za pH vrijednosti ekstrakata mjerenih nakon
toplinske ekstrakcije. Iz navedene ANOVE proizlazi da je p-vrijednost izmedu skupina veca od
0,05 pa stoga nema statisticki znacaj, odnosno vrijeme tretiranja nema statisticki znacajan
utjecaj na pH vrijednosti ekstrakata. ANOVA analiza za vrijednosti elektricne vodljivosti u
prilogu 2 pokazuje p-vrijednosti ve¢e od 0,05 te ni ona takoder, kao ni pH vrijednosti uzoraka,

nema statisticki znacaj, odnosno vrijeme tretiranja statisticki znacajno ne utjece na vrijednosti
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elektricne vodljivosti uzoraka.

ANOVA analiza za vrijednosti koncentraciju ukupnih fenola prikazana u prilogu 3 pokazuje
p-vrijednosti manje od 0,05, Sto znaci da vrijeme tretiranja ima statisticki znacajan utjecaj na
koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva dobivenih u ekstraktu na razini pouzdanosti od 95,0 %
(»<0,05).

Iz ANOVA analize u prilogu 4 vidljivo je da je p-vrijednost za koncentraciju ukupnih
proteina u ekstraktima manja od 0,05. Dakle, kao i kod koncentracije ukupnih fenola, vidljiva
je statisticka znacCajnost vremena tretiranja na izlazne vrijednosti koncentracije ukupnih
proteina. U usporedbi s koncentracijom ukupnih fenola, vidljivo je da vrijeme tretiranja
toplinom ima znacajniji utjecaj na koncentraciju ukupnih proteina, nego na koncentraciju
ukupnih fenola.

ANOVA analiza u prilogu 5 pokazuje p-vrijednosti manje 0,05, Sto ukazuje na to da
vrijeme tretiranja toplinom ima statisticki znacajan utjecaj takoder i na antioksidacijsku
aktivnost uzoraka mjerenu DPPH metodom. U usporedbi s prethodna dva parametra
(koncentracija ukupnih fenola i proteina u prilogu 3 i 4), vrijeme tretiranja toplinom ima
statisticki najmanje znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost uzoraka praéenu DPPH
metodom.

Kod ANOVA analize provedene za antioksidacijsku aktivnost uzoraka pra¢enu FRAP
metodom (prilog 6) takoder su dobivene p-vrijednosti manje od 0,05, Sto znaci da vrijeme
tretiranja ima statisticki znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost uzoraka u toplinskim
ekstraktima prac¢enu FRAP metodom. Vidljivo je 1 da vrijeme tretiranja toplinom ima dosta
znacajniji utjecaj na antioksidacijsku aktivnost uzoraka pracenu FRAP metodom, nego S§to je to

slu¢aj kod antioksidacijske aktivnosti uzoraka prac¢ene DPPH metodom.

4.2.2. Rezultati statisticke obrade podataka fizikalno-kemijskih parametara uzoraka

podvrgnutih ekstrakciji ultrazvukom visokog intenziteta

Tablica 8. Prikaz p-vrijednosti dobiventh MANOVA analizom za izlazne parametre

ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta

IZLLAZNI PARAMETRI | GLAVNI UTJECAJ INTERAKCIJE
A* B* AA* AB* BB*
pH 0,1368 0,4162 | 0,7688 | 0,5115 0,7915
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G [mS/cm] 0,9148 0,8582 | 0,7169 | 0,4342 0,4735

Koncentracija ukupnih 0,2242 0,4700 0,8455 0,7480 0,7378
p- fenolnih spojeva [mg/gs.tv.]

vrijednost Koncentracija ukupnih 0,0299 0,8687 | 0,2671 0,4476 0,8060

proteina [mg/gs.tv.]

Antioks. Aktivnost 0,9307 0,9060 0,2511 0,5830 0,4817
spojeva (DPPH) [uM]
Antioks. AKtivnost 0,0228 0,0696 0,7558 0,1123 0,4672

spojeva (FRAP) [pnM]

*A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja
**utjecaj parametra je statisticki znac¢ajan ako je p<0,05; statisticki zna¢ajna vrijednost oznacena je crvenom

bojom

U Tablici 8 nalaze se p-vrijednosti dobivenih MANOVA analizom izlaznih fizikalno-
kemijskih parametara ekstrakcije proteina i fenolnih spojeva te antioksidacijske aktivnosti u
suhom listu Secerne repe dobivenih nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog
intenziteta. Detaljniji prikaz MANOVA analize nalazi se u prilozima 7-12.

Analiza varijanci dijeli varijabilnost pH, elektricne vodljivosti, koncentracije ukupnih

fenolnih spojeva, koncentracije ukupnih proteina te antioksidacijske aktivnosti uzoraka pracen
DPPH 1 FRAP metodom za svaki od ucinaka. Da bi se provijerila statisticka znacajnost svakog
od utjecaja na ispitivane parametre, srednja vrijednost kvadrata usporeduje se s procjenom
eksperimentalne pogreske. Statisticka analiza koristi F-omjer kako bi utvrdila je li varijabilnost
izmedu skupina veca od varijabilnosti unutar skupina. F-omjer se takoder koristi i1 kako bi se
utvrdila sveukupna vaznost modela i koeficijenta determinacije R2.
U prilogu 7 prikazana je analiza varijanci za pH vrijednosti ekstrakata dobivenih nakon
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta. Analizom varijanci testirana su dva
ucinka: A i B te njihove interakcije AA, AB i BB. Iz procjene eksperimentalne pogreske,
odnosno p — vrijednosti, vidljivo je da niti jedan od pracenih ucinaka (vrijeme tretiranja i
amplituda) nemaju statisticki znacajan utjecaj na izlazne vrijednosti pH, s obzirom da niti jedna
vrijednost nije manja od 0,05, na razini pouzdanosti od 95,0 %.

Takoder, o€itanjem Pareto dijagrama (prilog 13) vidljivo je da praceni u€inci nemaju
statistiCki znacajan utjecaj. U prilogu 19 nalazi se i dijagram odzivne povrSine za izlazne

vrijednosti pH.
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Jednadzba regresije za pH vrijednosti (prilog 25) opisuje ponasanje polinoma dobivenog
iz obradenih rezultata, ovisno o vrijednostima amplitude ultrazvuka i vremena tretiranja.
Nadalje, optimalna pH vrijednost za dane uzorke iznosi 6,93, a prema rezultatima optimizacije
ta vrijednost postigla bi se pri amplitudi 100 % i vremenu tretiranja 6,09 min (prilog 31). lako
te ulazne vrijednosti nisu pokazale statisticki znacajan utjecaj na izlaznu vrijednost pH, ipak
imaju odredeni utjecaj na nju.

Iz p-vrijednosti u prilogu 8 vidljivo je da na elektricnu vodljivost, kao ni na pH

vrijednosti, ne utjecu ulazni parametri ni njihove interakcije, tj. kvadratne interakcije amplitude
1 vremena tretiranja te medusobne interakcije amplitude 1 vremena tretiranja (p>0,05).
Iz Pareto dijagrama (prilog 14) moze se takoder iSCitati da amplituda ultrazvuka i vrijeme
tretiranja nemaju statisticki znacajan utjecaj na izlazne parametre elektriéne vodljivosti. U
prilogu 20 nalazi se dijagram odzivne povrSine za elektri¢nu vodljivost. JednadZba regresije za
elektri¢énu vodljivost (prilog 26) opisuje ponasanje polinoma dobivenog iz obradenih rezultata,
ovisno o vrijednostima amplitude i vremena tretiranja. Optimizacijom parametara (prilog 32)
utvrdeno je da je optimalna vrijednost elektricne vodljivosti 4,65 mS/cm. Ta vrijednost postize
se uz amplitudu ultrazvuka 100 % 1 vrijeme tretiranja 3 min. lako te ulazne vrijednosti nisu
pokazale statisticki znacajan utjecaj na izlaznu vrijednost elektricne vodljivosti, ipak imaju
odredeni utjecaj na nju.

Iz p-vrijednosti navedenih u prilogu 9 moze se is€itati da ni na koncentraciju ukupnih
fenolnih spojeva takoder ne utje¢u ni vrijeme tretiranja ni amplituda ultrazvuka kojom su
tretirani uzorci suhog lista Se¢erne repe, a ni njihove kvadratne interakcije, kao ni njihove
medusobne interakcije jer su sve p — vrijednosti vece od 0,05. Iz Pareto dijagrama (prilog 15)
moze se takoder vidjeti da amplituda 1 vrijeme tretiranja nemaju statisticki zna¢ajan utjecaj na
izlazne parametre. U prilogu 21 nalazi se dijagram odzivne povrSine za koncentraciju ukupnih
fenola u ispitivanim ekstraktima, a u prilogu 27 prikazana je jednadzba regresije za
koncentraciju ukupnih fenola koja opisuje ponasanje polinoma dobivenog iz obradenih
rezultata, ovisno o vrijednostima amplitude ultrazvuka 1 vremena tretiranja. Optimalna
vrijednost koncentracije ukupnih fenola u uzorcima iznosi 11,38 mg/gs.«v, a optimalna vrijednost
amplitude ultrazvuka kojom bi se to postiglo iznosi 100 %, dok optimalno vrijeme tretiranja
iznosi 9 min (prilog 33). Iako te ulazne vrijednosti nisu pokazale statisticki znacajan utjecaj na
izlaznu vrijednost koncentracije ukupnih fenola, ipak imaju odredeni utjecaj na nju.

Prema prilogu 10 vidljivo je da ulazni parametar amplitude ima utjecaj na izlazni
parametar koncentracije ukupnih proteina. Budu¢i da rezultati pokazuju p<0,05 za utjecaj

amplitude ultrazvuka, moze se zakljuciti da amplituda ima statisticki znacajan utjecaj na

40



koncentraciju ukupnih proteina, dok kvadratna interakcija amplitude, vremena tretiranja,
vrijeme tretiranja i medusobna interakcija vremena tretiranja i amplitude nemaju statisticki
znacajan utjecaj (p>0,05). Pareto dijagram (prilog 16) prikazuje isti rezultat, odnosno da
povecanjem amplitude raste i koncentracija proteina. U prilogu 22 prikazan je dijagram odzivne
povrsine za koncentraciju ukupnih proteina, dok se u prilogu 28 nalazi jednadzba regresije za
koncentraciju ukupnih proteina koja opisuje ponasSanje polinoma dobivenog iz obradenih
rezultata, ovisno o vrijednostima amplitude ultrazvuka i vremena tretiranja uzoraka. Optimalna
vrijednost za koncentraciju ukupnih proteina analiziranih uzoraka prema MANOVA analizi
varijance iznosi 100,463 mg/gs«., a ta vrijednost se moze posti¢i optimalnom vrijednosti
amplitude ultrazvuka koja iznosi 100 % i optimalnim vremenom tretiranja uzoraka koje iznosi
3 min (prilog 34). Ovdje treba uzeti u obzir i to da se amplituda pokazala kao ulazni parametar
koji ima statisticki zna€ajan utjecaj na izlazni parametar koncentracije ukupnih proteina.

Iz rezultata prikazanih u prilogu 11 vidljivo je da na antioksidacijsku aktivnost uzoraka
koja je mjerena DPPH metodom ne utjecu praceni utjecaji amplitude ultrazvuka i vremena
tretiranja, kao ni kvadratna interakcija amplitude, vremena tretiranja te medusobna interakcija
tih dvaju utjecaja, buduéi da su njihove p-vrijednosti znatno vece od 0,05. U Pareto dijagramu
(prilog 17) je takoder vidljivo da niti za jedan praceni parametar nije postignut statisticki
znacajan utjecaj ulaznih parametara. U prilogu 23 prikazan je dijagram odzivne povrsine za
antioksidacijsku aktivnost uzoraka pracenu DPPH metodom, a u prilogu 29 jednadzba regresije
za isti parametar koja opisuje ponasanje polinoma dobivenog iz obradenih rezultata, ovisno o
vrijednostima amplitude i vremena tretiranja. Optimalna vrijednost za antioksidacijsku
aktivnost uzoraka mjerenu DPPH metodom analiziranih uzoraka prema MANOVA analizi
varijance iznosi 29,7 uM, a ta vrijednost se moze posti¢i optimalnom vrijednosti amplitude koja
iznosi 74,32 % 1 optimalnim vremenom tretiranja koje iznosi 6,16 min (prilog 35). Iako te
ulazne vrijednosti nisu pokazale statisticki znacajan utjecaj na izlaznu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti uzoraka koja je pracena DPPH metodom, ipak imaju odredeni
utjecaj na nju.

Iz dobivenih rezultata (prilog 12) vidljivo je da ulazna vrijednost amplitude ultrazvuka
ima utjecaj na izlaznu vrijednost antioksidacijske aktivnosti uzoraka prac¢ene FRAP metodom.
Naime, amplituda ultrazvuka pokazuje p-vrijednost manju od 0,05, Sto zna¢i da ona ima
statistiCki znacCajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost uzoraka koja je mjerena FRAP
metodom. Vrijeme tretiranja uzoraka ima nesto vecu p-vrijednost od 0,05, no s obzirom da je
ipak veca, ne moze se smatrati statisticki znac¢ajnom. Kvadratna interakcija amplitude

ultrazvuka 1 vremena tretiranja uzoraka, kao i medusobna interakcija amplitude i vremena
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tretiranja takoder ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj. Sve navedeno moguce je vidjeti i u
grafiCkom prikazu u Pareto dijagramu (prilog 18). U prilogu 24 prikazan je dijagram odzivne
povrsine za antioksidacijsku aktivnost praéenu FRAP metodom, a u prilogu 30 jednadzba
regresije za isti parametar koja opisuje ponasanje polinoma dobivenog iz obradenih rezultata,
ovisno o vrijednostima amplitude 1 vremena tretiranja. Optimalna vrijednost za antioksidacijsku
aktivnost uzoraka mjerenu FRAP metodom analiziranih uzoraka prema MANOVA analizi
varijance iznosi 149,78 uM, a ta vrijednost se moze posti¢i optimalnom vrijednosti amplitude
ultrazvuka koja iznosi 100 % i optimalnim vremenom tretiranja koje iznosi 9 min (prilog 36).
Ovdje je takoder vazno naglasiti i to da se amplituda ultrazvuka pokazala kao ulazni parametar
koji ima statisticki znacajan utjecaj na izlazni parametar antioksidacijske aktivnosti uzoraka
mjerene FRAP metodom.

Nakon provedene statistiCke obrade rezultata, kod ekstrakata dobivenih toplinskom
ekstrakcijom uocava se statisticki znacajan utjecaj vremena tretiranja na sve prac¢ene parametre
osim pH vrijednosti i elektricne vodljivosti, dok kod ekstrakata dobivenih ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom visokog intenziteta to nije sluc¢aj. Naime, tu je uoceno da jedino
amplituda ultrazvuka ima statisticki znacajan utjecaj i1 to na koncentraciju ukupnih proteina 1
antioksidacijsku aktivnost uzoraka pracenu FRAP metodom. Takoder je vidljivo 1 da je
optimalna amplituda ultrazvuka za sve pradene parametre (osim antioksidacijske aktivnosti

(DPPH)) 100 %.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta daje vece prinose ukupnih
proteina i veéu antioksidacijsku aktivnost spojeva praéenu DPPH metodom, u odnosu na
toplinsku ekstrakciju. Najveca vrijednost koncentracije ukupnih proteina kod ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta iznosi 102,39 + 0,52 mg/gs« (uz vrijeme
tretiranja 3 min 1 amplitudu ultrazvuka 100 %)., dok najveca antioksidacijska aktivnost
spojeva (DPPH) iznosi 36,51 + 2 uM (uz vrijeme tretiranja 9 min i amplitudu ultrazvuka 75
%).

Vrijednosti dobivene za pH vrijednosti uzoraka, elektricnu vodljivost uzoraka i
koncentraciju ukupnih fenola toplinskom ekstrakcijom i ekstrakcijom potpomognutom
ultrazvukom visokog intenziteta su podjednake, odnosno nema vecih odstupanja izmedu

vrijednosti dobivenih pomoc¢u ove dvije metode ekstrakcije.

. Vise vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka pracene FRAP metodom uocene su u

toplinski tretiranim uzorcima. Konkretno, najveca vrijednost antioksidacijske aktivnosti
spojeva nakon toplinske ekstrakcije iznosi 158,22 + 6,15 uM (uz vrijeme tretiranja 6 min),
a nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta iznosi 89,67 + 6,65 uM

(vrijeme tretiranja 6 min 1 amplituda ultrazvuka 50 %).

Statisticka obrada podataka ultrazvuc¢no tretiranih uzoraka pokazala je kako statisticki
znacajan utjecaj na prinos ukupnih proteina 1 na antioksidacijsku aktivnost spojeva pracenu

FRAP metodom ima primijenjena amplituda ultrazvuka (p<0,05).

Statistickom obradom podataka utvrdeno je da pri toplinskoj ekstrakciji na koncentraciju
ukupnih fenolnih spojeva i ukupnih proteina te antioksidacijsku aktivnost spojeva (DPPH 1
FRAP metode) statisticki znaCajan utjecaj ima vrijeme tretiranja uzoraka toplinom

(p<0,05).

Suhi list Secerne repe predstavlja dobar izvor proteina i pokazuje veliki potencijal za
iskoriStenje kao alternativni izvor proteina u prehrani, a uz to se dobro uklapa i u koncept

odrzivog razvoja.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta dobra je alternativa za

43



konvencionalne metode ekstrakcije pomocu koje je moguce dobiti dobre prinose

funkcionalnih sastojaka iz otpada prehrambene industrije, a uz minimalan utjecaj na okolis.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Analiza varijanci (ANOVA) za pH vrijednosti uzoraka podvrgnutih toplinskoj

ekstrakciji
Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost® | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
Izmedu
0,320166 | 1 0,320166 0,071147 | 0,802861 7,708647
skupina**
Unutar
18,00034 | 4 4,500085 / / /
skupina**
Ukupno 18,3205 |5 / / / /

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

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i 9 min); vrijednosti pH uzoraka

(Tablica 5)




Prilog 2. Analiza varijanci (ANOVA) za vrijednosti elektri¢ne vodljivosti uzoraka podvrgnutih

toplinskoj ekstrakciji

Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost® | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
Izmedu
. 2,909281 | 1 2,909281 0,618722 | 0,475508 7,708647
skupina**
Unutar
. 18,65288 | 4 4,702081 / / /
skupina**
Ukupno 21,7176 |5 / / / /

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

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); vrijednosti elektri¢ne vodljivosti uzoraka
[mS/cm] (Tablica 5)

Prilog 3. Analiza varijanci (ANOVA) za vrijednosti koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

uzoraka podvrgnutih toplinskoj ekstrakeiji

skupina**

Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
[zmedu
65,46976 | 1 65,46976 11,67779 | 0,026847 7,708647




Unutar

skupina**

22,4254

5,606349

Ukupno

87,89515

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crvenom bojom

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); vrijednosti koncentracije ukupnih
fenolnih spojeva [mg/g;v.] (Tablica 5)

Prilog 4. Analiza varijanci (ANOVA) za vrijednosti koncentracije ukupnih proteina uzoraka

podvrgnutih toplinskoj ekstrakciji

Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
Izmedu
‘ 7865,285 | 1 7865,285 42,08074 | 0,002912 7,708647
skupina**
Unutar
747,6375 | 4 186,9094 / / /
skupina**
Ukupno 8612,923 | 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crvenom bojom

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 i1 9 min); vrijednosti koncentracije ukupnih

proteina [mg/gs.«.] (Tablica 5)




Prilog 5. Analiza varijanci (ANOVA) za vrijednosti antioksidacijske aktivnosti

(DPPH) podvrgnutih toplinskoj ekstrakciji

uzoraka

Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
[zmedu
162,4763 | 1 162,4763 8,49704 0,043462 7,708647
skupina**
Unutar
) 76,48609 | 4 19,12152 / / /
skupina**
Ukupno 238,9624 | 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisti¢ki znacajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajna vrijednost ozna¢ena je crvenom bojom

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); vrijednosti antioksidacijske aktivnosti

spojeva (DPPH) [uM ] (Ttablica 5)

Prilog 6. Analiza varijanci (ANOVA) za vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka
(FRAP) podvrgnutih toplinskoj ekstrakeiji
Srednja
Zbroj Stupnjevi
Izvor vrijednost | F-omjer p-vrijednost* | f (kriti¢no)
kvadrata | slobode
kvadrata
[zmedu
‘ 29950,07 | 1 29950,07 195,7603 | 0,000151 7,708647
skupina**
Unutar
611,9741 | 4 152,9935 / / /
skupina**
Ukupno 30562,04 | 5 / / / /

*utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajna vrijednost oznacena je crvenom bojom

**skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); vrijednosti antioksidacijske aktivnosti

spojeva (FRAP) [uM ] (Tablica 5)




Prilog 7. Analiza varijanci (MANOVA) za pH vrijednosti ekstrakata uzoraka podvrgnutih

ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F - p — vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
0,10114 1 0,10114 4,08 0,1368
B 0,0219615 1 0,0219615 0,89 0,4162
AA 0,00256806 1 0,00256806 0,10 0,7688
AB 0,013689 1 0,013689 0,55 0,5115
BB 0,00206939 1 0,00206939 0,08 0,7915
Ukupna pogreska| 0,0744321 3 0,0248107
Ukupna 0,21586 8
korekcija

*A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja

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

***skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 75 1 100 %);
pH vrijednosti (Tablica 6)

R?=65,5184 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 8,049 %

Standardna pogreska procjene = 0,157514

Srednja apsolutna pogreska = 0,0751358

Durbin-Watson statistika = 2,00223 (P=0,0923)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,00124701

Prilog 8. Analiza varijanci (MANOVA) za vrijednosti elektri¢ne vodljivosti uzoraka

podvrgnutih ekstrakeiji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F- |p-—vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
A 0,00160067 1 0,00160067 | 0,01 0,9148
B 0,00448267 1 0,00448267 | 0,04 0,8582




AA 0,018818 1 0,018818 0,16 0,7169
AB 0,0961 1 0,0961 0,81 0,4342
BB 0,079202 1 0,079202 0,67 0,4735
Ukupna pogreska| 0,355513 3 0,118504
Ukupna 0,555716 8
korekcija

* A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja
**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05

***skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 75 1 100 %);

vrijednosti elektri¢ne vodljivosti (Tablica 6)

R2=136,0262 %

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

Standardna pogreska procjene = 0,344244

Srednja apsolutna pogreska = 0,175556

Durbin-Watson statistika = 2,3862 (P=0,3932)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,28841

Prilog 9. Analiza varijanci (MANOVA) za vrijednosti koncentracije ukupnih fenolnih spojeva

uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F- |p - vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
A 10,5343 1 10,5343 2,33 0,2242
B 3,07319 1 3,07319 0,68 0,4700
AA 0,203509 1 0,203509 0,05 0,8455
AB 0,560098 1 0,560098 0,12 0,7480
BB 0,609624 1 0,609624 0,13 0,7378
Ukupna pogreska| 13,5538 3 4,51794
Ukupna 28,5345 8
korekcija

* A —amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna

interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja

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




*#*skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 75 1 100 %);
vrijednosti ukupnih fenolnih spojeva (Tablica 6)

R2=52,5003 %

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

Standardna pogreska procjene = 2,12554

Srednja apsolutna pogreska = 1,06875

Durbin-Watson statistika = 2,38066 (P=0,3873)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,34085

Prilog 10. Analiza varijanci (MANOVA) za vrijednosti koncentracije ukupnih proteina uzoraka

podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F- |p - vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
A 725,688 1 725,688 15,21 0,0299
B 1,54295 1 1,54295 0,03 0,8687
AA 88,2035 1 88,2035 1,85 0,2671
AB 36,2302 1 36,2302 0,76 0,4476
BB 3,43043 1 3,43043 0,07 0,8060
Ukupna pogreska| 143,116 3 47,7053
Ukupna 998,211 8
korekcija

* A —amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki zna¢ajna vrijednost oznacena je crvenom
bojom

***skupine koristene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 751 100 %);
vrijednosti ukupnih proteina (Tablica 6)

R?= 85,6628 %

R? (prilagodeno za stupnjeve slobode) = 61,7674 %

Standardna pogreska procjene = 6,9069

Srednja apsolutna pogreska = 3,2646

Durbin-Watson statistika = 2,04869 (P=0,1151)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,217844



Prilog 11. Analiza varijanci (MANOVA) za vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka

(DPPH) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F - p — vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
1,47178 1 1,47178 0,01 0,9307
B 2,71197 1 2,71197 0,02 0,9060
AA 331,671 1 331,671 2,01 0,2511
AB 61,9991 1 61,9991 0,38 0,5830
BB 105,729 1 105,729 0,64 0,4817
Ukupna pogreska| 494,426 3 164,809
Ukupna 998,007 8
korekcija

*A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — interakcija
amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja

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

***skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 75 1 100 %);
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti spojeva (DPPH) (Tablica 6)

R2= 50,4587 %

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

Standardna pogreska procjene = 12,8378

Srednja apsolutna pogreska = 6,38322

Durbin-Watson statistika = 3,00234 (P=0,9426)

Lag 1 rezidualna autokorelacija = -0,58714

Prilog 12. Analiza varijanci (MANOVA) za vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka

(FRAP) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Izvor Zbroj Df - Srednja F- |p - vrijednost **
kvadrata | stupnjevi | vrijednost | omjer
slobode kvadrata
A 4151,75 1 4151,75 18,70 0,0228




B 1703,33 1 1703,33 7,67 0,0696
AA 25,7738 1 25,7738 0,12 0,7558
AB 1101,03 1 1101,03 4,96 0,1123
BB 153,06 1 153,06 0,69 0,4672
Ukupna pogreska| 665,907 3 221,969
Ukupna 7800,85 8
korekcija

* A —amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka, AA — kvadratna interakcija amplitude, AB — medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja

**utjecaj parametra je statistiCcki znacajan ako je p<0,05; statisticki zna¢ajna vrijednost oznacena je crvenom
bojom

***skupine koriStene za analizu varijance: vrijeme tretiranja (3, 6 1 9 min); amplituda ultrazvuka (50, 75 1 100 %);

vrijednosti antioksidacijske aktivnosti spojeva (FRAP) (Tablica 6)

Prilog 13. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
1 vremena tretiranja na izlaznu vrijednost pH uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj
ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna interakcija amplitude ultrazvuka, BB —
kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB — medusobna interakcija amplitude i

vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za pH

A: Amplituda +
I -

B: Vrijeme

tretiranja

«| I

AA

-
0

Standardizirani utinak



Prilog 14. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
1 vremena tretiranja na izlaznu vrijednost elektricnu vodljivost uzoraka podvrgnutih ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna interakcija amplitude
ultrazvuka, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB — medusobna interakcija

amplitude 1 vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za elektricnu vodljivost

| - =
i -

BB

AA

B: Vrijeme I
tretiranja ]
0

A: Amplituda

1 2 3 4

Standardizirani u¢inak

Prilog 15. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
1 vremena tretiranja na izlaznu vrijednost koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva uzoraka
podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna
interakcija amplitude ultrazvuka, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB —

medusobna interakcija amplitude i1 vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za ukupne fenolne spojeve

A: Amplituda . +
B: Vrijeme
tretiranja
BB
o/ I
[
0 1 2 3 4

Standardizirani u€inak



Prilog 16. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
1 vremena tretiranja na izlaznu vrijednost koncentracije ukupnih proteina uzoraka podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna interakcija
amplitude ultrazvuka, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB — medusobna

interakcija amplitude 1 vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za ukupne proteine

A: Amplituda i+

AR

o| I
]
|

BB

B: Vrijeme
tretiranja

1 2 3 4

Standardizirani u¢inak

Prilog 17. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
1 vremena tretiranja na izlaznu antioksidacijska aktivnost uzoraka (DPPH) podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna interakcija
amplitude ultrazvuka, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB — interakcija

amplitude i vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za antioksidacijsku aktivhost (DPPH)

AA =+
. -
BB
AB
A: Amplituda
B: Vrijeme
tretiranja

2 3 4

(=1 8

Standardizirani ucinak



Prilog 18. Pareto dijagram tj. graficki prikaz utjecaja ulaznih vrijednosti amplitude ultrazvuka
i vremena tretiranja na izlaznu antioksidacijska aktivnost uzoraka (FRAP) podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; AA — kvadratna interakcija
amplitude ultrazvuka, BB — kvadratna interakcija vremena tretiranja uzoraka, AB — interakcija

amplitude 1 vremena tretiranja

Standardizirani Pareto dijagram za antioksidacijsku aktivnost (FRAP)

A: Amplituda I+
- »

B: Vrijeme

tretiranja

| I

BB

-l

Standardizirani u¢inak

Prilog 19. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za pH uzoraka podvrgnutih ekstrakciji

potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Odzivna povriina

pH




Prilog 20. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za elektricnu vodljivost uzoraka

podvrgnutih ekstrakceiji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Odzivna povriina

G [mS/cm]

Prilog 21. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za koncentraciju ukupnih fenolnih

spojeva uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

QOdzivna povriina

12.3
1.3
10,3

ukupni fenoli [mg/g s.tv.]




Prilog 22. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za koncentraciju ukupnih proteina

uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Odzivna povriina

102

ukupni proteini [mg/g s.tv.]
=

Prilog 23. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za ukupne antioksidacijsku aktivnost

uzoraka (DPPH) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Odzivna povriina

DPPH [uM/gsn ]




Prilog 24. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za ukupne antioksidacijsku aktivnost

uzoraka (FRAP) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

Odzivna povriina

163
143
123

FRAP [pM/g:s.]

Prilog 25. Jednadzba regresije za pH uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj

ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka

pH=6,09744 + 0,00127333 - A +0,121556 - B +0,0000573333 - A%2-0,00078 - A - B -
0,00357407 - B?

Prilog 26. Jednadzba regresije za elektricnu vodljivost uzoraka podvrgnutih ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda ultrazvuka, B — vrijeme

tretiranja uzoraka , G — elektri¢na vodljivost uzoraka

G =4,89933 - 0,0102267 - A -0,119444 - B +0,0001552 - A% - 0,00206667 - A - B +
0,0221111 - B2



Prilog 27. JednadZba regresije za koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva uzoraka
podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda

ultrazvuka, B — vrijeme tretiranja uzoraka

Ukupni fenoli = 6,27177 + 0,00637962 - A - 0,123372 - B + 0,000510383 - A% - 0,00498931 -
A - B+0,0613442 - B?

Prilog 28. Jednadzba regresije za koncentraciju ukupnih proteina uzoraka podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda ultrazvuka, B —

vrijeme tretiranja uzoraka

Ukupni proteini = 91,9542 - 0,913148 - A+ 1,4324 - B+ 0,0106255 - A?-0,0401277 - A - B
+0,145518 - B?

Prilog 29. JednadZba regresije za antioksidacijsku aktivnost uzoraka (DPPH) podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda ultrazvuka, B —

vrijeme tretiranja uzoraka

DPPH = -138,791 + 3,3858 - A + 13,8555 - B - 0,0206043 - A% - 0,052493 - A - B - 0,807865
. B2

Prilog 30. JednadZzba regresije za antioksidacijsku aktivnost uzoraka (FRAP) podvrgnutih
ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta; A — amplituda ultrazvuka, B —

vrijeme tretiranja uzoraka

FRAP =-33,9767 +1,51792 - A+ 10,543 - B+0,00574374 - A>-0,221212 - A - B+0,972015
. BZ



Prilog 31. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne

vrijednosti pH uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

(min)

Najmanje | Najvefe | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda
50,0 100,0 100,0
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja

3,0 9,0 6,09317

Prilog 32. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne

vrijednosti elektricne vodljivosti uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom

visokog intenziteta

(min)

Najmanje | Najvefe | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 100,0
50,0 100,0
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja 3,0
3,0 9,0




Prilog 33. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne

vrijednosti

koncentracije ukupnih fenolnih

potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta

spojeva uzoraka podvrgnutih

Najmanje | NajveCe | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda 100,0
50,0 100,0
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja 9,0
_ 3,0 9,0
(min)

ekstrakeiji

Prilog 34. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne

vrijednosti koncentracije ukupnih proteina uzoraka podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj

ultrazvukom visokog intenziteta

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda
50,0 100,0 100,0
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja
3,0 9,0 3,0
(min)




Prilog 35. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka (DPPH) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj

ultrazvukom visokog intenziteta

Najmanje | Najveée | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda
50,0 100,0 74,3181
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja
. 3,0 9,0 6,16163
(min)

Prilog 36. Rezultati optimizacije ulaznih parametara za postizanje maksimalne izlazne
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka (FRAP) podvrgnutih ekstrakciji potpomognutoj

ultrazvukom visokog intenziteta

Najmanje | Najvece | Optimalne
Faktor
vrijednosti | vrijednosti | vrijednosti
Amplituda
50,0 100,0 100,0
ultrazvuka (%)
Vrijeme tretiranja
3,0 9,0 9,0
(min)
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