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1. UVOD

U prehrambenoj industriji nakon prerade namirnica biljnog i Zivotinjskog podrijetla
nastaje znacajna koli€ina nusproizvoda. To mogu biti kore, sjemenke, ljuske, sirutka, kosti,
koza, pogace nakon ekstrakcije ulja. Nusproizvodi sadrze vrijedne bioaktivhe komponente te
se mogu Kkoristiti u razliCite svrhe Cime se povecava odrzivost te smanjuje otpad. U
prehrambenoj industriji nusproizvodi se koriste za ekstrakciju bioaktivnih spojeva
(karotenoidi, polifenolni spojevi te dijetalna vlakna za dodatke prehrani). Nusproizvodi povr¢a
kao Sto su pokozica rajcice, kora mrkve, kora batata sadrze znacajne koli€ine bioaktivnih
komponenti kao Sto su karotenoidi, polifenoli i vitamini. Bioaktivne komponente imaju
antioksidacijska, antikancerogena i protuupalna svojstva. Primjena predtretmana
pulsirajuceg elektricnog polja predstavlja uéinkovit i odrziv nacin za izolaciju bioaktivnih
komponenti iz nusproizvoda povréa. Postoje brojne metode obrade nusproizvoda:
ekstrakcija, fermentacija, suSenje, mljevenje. Za ekstrakciju bioaktivnin komponenti u
posliednje se vrijeme sve viSe koriste predtretmani i tretmani poput pulsirajuceg elektricnog

polja, ultrazvuka te superkriticne ekstrakcije (Luengo i sur., 2014).

Pulsirajuce elektricno polje je jedna od inovativnih tehnologija. Netermalna je metoda
i koristi kratke impulse visokog napona za tretiranje namirnica. Tretmanom pulsirajuéim
elektricnim poljem dolazi do propusnosti stani¢nih membrana (elektroporacija) $to olak3ava
oslobadanje unutarstani¢nih spojeva. Osim toga, povecana je efikasnost ekstrakcije u
odnosu na konvencionalne metode, s obzirom da je to netermalan proces pomaze u
oCuvanju osjetljivih bioaktivnih spojeva koji bi se mogli degradirati pri visokim temperaturama
te je to ekoloSki pristup zato Sto troSi manje otapala i energije. Tretman pulsiraju¢im
elektricnim poljem koristi se za ekstrakciju likopena i polifenolnih spojeva iz pokozice raj€ice

te ekstrakciju B-karotena iz kore mrkve i batata.

Inovativne tehnologije omogucuju ucinkovitu izolaciju bioloskih spojeva ¢ime se
povecava odrzivost i ekonomski potencijal prehrambene industrije. IskoriStavanjem
nusproizvoda smanjuje se otpad, doprinosi se zastiti okolisa te se stvaraju novi proizvodi s

dodanom vrijedno&cu.

Cilj ovog rada bio je ispitati djelovanje predtretmana pulsirajuceg elektricnog polja na
uCinak ekstrakcije bioaktivnih komponenti (karotenoida i fenolnih spojeva) iz nusproizvoda

povrca (pokozice rajCice, kore mrkve i kore batata).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RAJCICA

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) pripada obitelji Solanaceae te je druga po redu
najvaznija povrtna kultura uz krumpir (Quinet i sur., 2019). Rajcica je viSegodiSnja biljka te se
uzgaja diljem svijeta (Bhatkar i sur., 2021). Uzgaja se za konzumaciju u svjezem obliku ili za
preradevine. Raj€ica sadrzi mnoge spojeve (tablica 1) koji su vazni za zdravlje (vitamini,
karotenoidi, fenolni spojevi i drugi) (Quinet i sur., 2019). Ovi bioaktivni spojevi imaju vaznu
ulogu u osnazivanju imuniteta ljudskog organizma stoga $to posjeduju mnoga pozitivha
svojstva poput protuupalnih, antialergijskih, antimikrobnih, antioksidativnih i mnogih drugih

djelovanja (Quinet i sur., 2019).

Kora rajCice bogata je likopenom koji je glavni karotenoid u rajcici. Likopen je
zasluzan za karakteristicnu crvenu boju plodova rajice. Zbog svoje visoke antioksidativne
aktivnosti koristi se kao nutraceutik ¢ime smanjuje rizik od ateroskleroze i koronarne bolesti
srca (Luengo i sur., 2014). Uz likopen, u raj€ici se nalazi jos i B-karoten. Likopen ¢&ini 80-90 %
sadrZzaja ukupnih karotenoida u kori rajCice, dok B-karoten Cini 2-3 % sadrzaja ukupnih

karotenoida (Albanese i sur., 2014).

Milijuni tona raj€ice preraduju se svake godine za proizvodnju razli€itih proizvoda kao
Sto su kec€ap i pasirana rajCica prilikom ¢ega zaostaju velike koli¢ine nusproizvoda (kora,
pulpa i sjemenke) koji predstavljaju 10-40 % ukupne preradene rajcice (Luengo i sur., 2014).
Nusproizvodi rajcice izvrstan su izvor ugljikohidrata, proteina, minerala i komponenata kao
Sto je likopen (Sariego Toledo i sur., 2022). RajCice su bogate karotenoidima koji
predstavljaju glavni izvor likopena u ljudskoj prehrani. Karotenoidi i fenolni spojevi doprinose
hranjivoj vrijednosti rajCice te poboljSavaju njezina funkcionalna svojstva (Quinet i sur.,
2019). Rajcica ima visok udio vlage od oko 90 % ili vie Sto utjeCe na brze propadanje nakon
berbe. Stoga se za produljenje roka trajanja koriste razli€ite metode. Jedna od tih metoda je
i suSenje koje se koristi kako bi se sprijeCilo kvarenje i produljio rok trajanja, ali i zbog
smanjenja volumena i tezine ¢ime se poboljSava rukovanje i transport rajCice (Bhatkar i sur.,
2021). Uz to, prije ekstrakcije likopena iz rajCice potrebno je smanijiti udio vlage kako bi se

smanjila koli¢ina koriStenog otapala potrebnog za ekstrakciju (Sariego Toledo i sur., 2010).



Tablica 1. Kemijski sastav, sadrzaj minerala i masnih kiselina u pokozici rajCice
(Prema: Elbadrawy i Sello, 2011)

Kemijski sastav g/100 g | Udio minerala | mg/100g
proteini 10,50 Ca 160
masti 4,04 Mg 149
pepeo 5,90 Fe 1,50
ugljikohidrati 78,56 Cu 1,10
masne Kiseline (%) Cr 0,06
miristinska 0,34 Co 0,01
palmitinska 15,19 Ni 0,66
stearinska 6,84 Zn 3,12
ukupno zasi¢enih 22,37 Mn 1,40
palmitinska 1,82 Na 73,6
oleinska 19,14 Se 0,01
linolenska 52,41 Pb 0,05
linoleinska 4,26 Cd 0,02
ukupno nezasi¢enih | 77,63 K 1097

2.2. MRKVA

Mrkva (Daucus carota L.) je jedan od najvaznijih usjeva s rasprostranjenoscu diliem
svijeta. Uglavhom se Koristi svjeza ili preradena u sokove, pica, slatkiSe te konzervirane
dehidrirane proizvode. Mrkva je znaCajan izvor prirodnih bioaktivnih spojeva poput fenola,
poliacetilena, karotenoida, askorbinske kiseline i tokoferola (Seregelj i sur., 2020). Uz to

sadrzi prehrambena vlakna (Sharma i sur., 2011).

Zbog prisutnosti znaCajne razine niza razli€itih spojeva, mrkva se smatra
funkcionalnom namirnicom sa znadajnim svojstvima koja promiéu zdravlje (Seregelj i sur.,
2020). Potro$nja mrkve i njenih preradevina je u porastu zbog prepoznavanja namirnice kao
vaznog izvora prirodnih antioksidansa koji imaju antikancerogena djelovanja (Sharma i sur.,
2011). Sadrzaj vlage u mrkvi iznosi 86-89 %, a mrkva je i dobar izvor ugljikohidrata (oko 10,6
%) te minerala (kalcij, fosfor, Zeljezo, magnezij) (Sharma i sur., 2011). Posljednjih godina
prirodni spojevi dobili su posebnu pozornost zbog svojih potencijalnih bioloskih svojstava i
primjenjivosti. Nusproizvodi mrkve nakon industrijske prerade €ine do 50 % sirovina koje su
uglavhom do sada koristene za sto€nu hranu i gnojivo. Medutim, nusproizvodi mrkve sadrze
velike koli€ine zaostalih vrijednih proizvoda koji su povezani s razli€itim prehrambenim i
zdravstvenim prednostima (Seregelj i sur., 2020). Mnoga istraZivanja pokazala su da ti
bioaktivni spojevi imaju antioksidativno djelovanje §to je povezano s prevencijom i terapijom

kardiovaskularnih bolesti, raka, dijabetesa i gastrointestinalnih bolesti (Seregelj i sur., 2020)



2.3. BATAT

Slatki krumpir ili batat (Ipomoea batatas L.) je namirnica koja se sve viSe koristi u
svakodnevnoj prehrani, a sadrzi brojne spojeve koji pomazu smanijiti rizik od kronicnih i
degenerativnih bolesti. Boja kore batata kreée se od bijele, krem, Zute, ruZi¢aste i crvene sve
do ljubiCaste, dok boja mesa batata mozZe biti bijela, Zuta, naran€asta ili ¢ak ljubi¢asta
(Khairul Alam, 2021). Gotovo svi dijelovi batata su jestivi stoga Sto sadrze mnogo hranjivih
tvari i bioaktivnih spojeva (Khairul Alam, 2021). Buduci da se uzgaja u viSe od stotinu
zemalja (Seregelj i sur., 2020), batat je medu najvaznijim, ali nedovoljno iskoristenim
prehrambenim usjevima na svijetu s vise od 90 milijuna tona godiSnje proizvodnje Cime

najviSe doprinose azijske i africke zemlje (Khairul Alam, 2021).

Batat je bogat proteinima, vlaknima, vitaminom B, B-karotenom i mineralnim tvarima

(Zeljezo, kalcij, magnezij, cink) te polifenolnim spojevima (Khairul Alam, 2021).

Velike koli€ine prehrambenog otpada postale su velika briga u cijelome svijetu. Zbog
svog sastava nusproizvodi u prehrambenoj industriji mogu se Koristiti u drugim proizvodnim
procesima jer su bogat izvor dijetalnih vlakana, aroma, prirodnih boja i antioksidansa.
Tijekom prerade batata zaostaje mnogo kore koja se smatra glavnim nusproizvodom, a
bogata je polifenolnim spojevima te karotenoidima (Seregelj i sur., 2020). Kora koja nastaje
tijekom prerade batata trenutno ima malu komercijalnu vrijednost pa je potrebno povecati
svjesnost o dobrobitima koje taj nusproizvod sadrzi (Anastacio i sur., 2016). Kora batata
sadrzi visok udio fenola koji imaju sposobnost hvatanja slobodnih radikala te imaju pozitivho

djelovanje u ljudskom organizmu (Anastacio i sur., 2016).

Modeliranje i optimizacija procesa prerade batata su vrlo vazni te pridonose upotrebi
kore batata kao jednog od vaznih izvora fenolnih spojeva. Potrebno je optimizirati procese
ekstrakcije fenolnih spojeva kako bi iskoriStenje bilo Sto veée, odnosno kako bi se dobio
najveci udio fenola te visoka antioksidacijska aktivnost (Anastacio i sur., 2016). Polifenolni
spojevi ekstrahirani iz kore batata imaju antikancerogena svojstva, Stite kardiovaskularni

sustav te preveniraju SeCernu bolest (Kurata i sur., 2019)

2.4. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji sadrze antioksidativna
svojstva koja pomazu u zastiti kroni€nih bolesti od oStecenje slobodnih radikala. Polifenoli su
fitokemikalije koje se nalaze u vocu, povrcu, €aju, kavi, Cokoladi. U prirodi je identificirano
viSe od 8000 polifenola, a njihova glavna uloga je antioksidativna aktivnost. Antioksidansi

Stite tijelo od oStecenja koja uzrokuju slobodni radikali i posebice u obrani od Stetnog



djelovanja UV zragenja. 100 g svjezeg vocéa u prosjeku sadrzi 300 mg polifenola (Ganesan i
Xu, 2017). Fenoli su vrlo vazni sastojci biljaka zbog njihove sposobnosti rekombinacije ili tzv.
»-gasenja“ slobodnih radikala poput hidroksilnih radikala ili superoksida (Elbadrawy i Sello,
2011).

2.4.1. Vrste polifenola

S obzirom na broj fenolnih skupina i strukturnih elemenata polifenolni spojevi se dijele
u Cetiri razliCite kategorije: flavonoidi, stilbeni, lignani, fenolne kiseline. Flavonoidi imaju
potencijalni uinak na uklanjanje radikala i upalne reakcije, a najvide ih ima u vocu, povrcu,
mahunarkama, crnom vinu te zelenom ¢aju. Dijele se na flavone, flavonole, flavanone,
izoflavone, antocijanidine, kalkone i katehine. Stilbeni se nalaze u crnom vinu i kikirikiju, a
najpoznatiji predstavnik stilbena je resveratrol. Lignani se nalaze u sjemenkama (lan),
mahunarkama, zitaricama i odredenom povrcu, dok se fenolne kiseline nalaze u kavi, €aju,
cimetu. Razlikujemo dvije podskupine fenolnih kiselina: hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline (Ganesan i Xu, 2017).

U kori rajCice nalazi se nekoliko vrsta flavonoida koji imaju koristan ucCinak na
zdravlje, a to su rutin, naringenin i kvercetin. Rutin utje€e na smanjenje udjela triglicerida u
jetri i srcu, a djeluje i protuupalno. Naringenin je protuupalni regulator metabolizma masti, a
kvercetin pokazuje antioksidativhe, antiagregacijske, antikancerogene i protuupalne ucinke
(Elbadrawy i Sello, 2011).

U kori mrkve nalaze se klorogenske kiseline i njeni derivati te p-hidroksibenzojeve
kiseline zajedno sa brojnim derivatima cimetne kiseline (Ma i sur., 2014). Osim navedenih
fenolnih spojeva mrkva sadrzi kafeinsku kiselinu, epikatehin i katehin, kamferol, kvercetin i
luteolin (slika 1). Ovi spojevi koji se mogu ekstrahirati iz kore mrkve mogu se dodavati u
drugu hranu (Jabbar i sur., 2014).

U kori batata nalaze se fenolne Kkiseline i flavonoidi. Od fenolnih kiselina
najzastupljenije su kafeinska kiselina te njeni derivati i klorogenska kiselina i njeni derivati, a
flavonoidi su najzastupljeniji u obliku pigmenata (karotenoidi). Od flavonoida najzastupljeniji
su kvercetin glikozidi. Osim toga u kori batata nalaze se p-kumarinska kiselina i ferulinska

kiselina (Kurata i sur., 2019).
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Slika 1. Strukturne formule fenolnih spojeva: klorogenske kiseline (1), kafeinske
kiseline (2), katehina (3) i epikatehina (4) (Jabbar i sur., 2014)

2.5. KAROTENOIDI

Izraz karotenoidi se odnosi na obitelj sa vise od 600 razli¢itih biljnih pigmenata koji su
odgovorni za mnoge boje lis¢a (crvena, narancasta, Zuta,...), voéa i cvijec¢a, kao i boje ptica,
insekata, riba i rakova. Karotenoidi imaju poliizoprenu strukturu, a jedna od najvaznijih
funkcija karotenoida u ljudskoj prehrani je da djeluju kao prekursori vitamina A (provitamin
A). Karotenoidi provitamina A podupiru odrZzavanje zdrave diferencijacije epitelnih stanica te
normalnu reproduktivnu sposobnost (Karnjanawipagul i sur., 2010). Karotenoidi se sastoje
od niza konjugiranih C=C veza, a ta dvostruka veza odgovorna je za njihova pigmentirajuc¢a
svojstva. Takoder, ovi spojevi imaju sposobnost stupanja u interakciju sa slobodnim
radikalima i singlentnim kisikom zbog €¢ega imaju antioksidativhu aktivhost (Young i Lowe,
2018). Uz provitamin A postoje joS i lutein, zeaksantin, astaksantin i likopen koji takoder
igraju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju kao bioloski antioksidansi koji Stite stanice tkiva od
oksidativnih Stetnih ucCinaka slobodnih radikala i singlentnog kisika. Mnoga istrazivanja
pokazala su korelaciju izmedu unosa karotenoida i smanjenog rizika od nekih bolesti kao Sto

su rak, aterogeneza, oStecenja neurona (Karnjanawipagul i sur, 2010).

Likopen i B-karoten su najzastupljeniji karotenoidi u kori rajCice, mrkve i batata.
Likopen (slika 2) je glavni nezasi¢eni pigment koji se nalazi u perikarpu rajCice. U svjezim
rajCicama likopen se nalazi u najstabilnijem obojenijem trans- obliku, ali tijekom prerade

dolazi do izomerizacije i oksidacije pri ¢emu trans- oblik prelazi u cis- oblik koji je nestabilan



te manje obojen (Bhatkar i sur., 2021). lako je cis- oblik nestabilniji u organskim otapalima
pokazuje vecu topljivost pa posljedicno dolazi do poveéane ekstrakcije likopena (Bhatkar i
sur., 2021). Toplinskom obradom uzoraka dolazi do oslobadanja likopena koji je vezan za
proteine (Bhatkar i sur., 2021). Likopen osim antioksidativnih svojstava ima antikancerogena

svojstva te pomaze u prevenciji kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa (Panthee i sur., 2013).

Slika 2. Strukturna formula likopena (Kavimani, 2017)

B-karoten (slika 3) je glavni karotenoid u mrkvi te jedan on naj¢eSée proucavanih
karotenoida. Osim §to daje boju namirnicama prekursor je vitamina A te je prirodno prisutan
kao mjesavina razli€itih izomera (cis i trans) B-karotena (Gul i sur., 2015). B-karoten pokazuje
provitaminsku aktivnost te je takoder sklon izomerizaciji (Bhatkar i sur., 2021). Slabo je topiv
u vodi te je nestabilan u prisutnosti svijetla, topline i kisika, a ima potencijal da proizvede
dvije molekule retinola u prisutnosti kisika. (Gul i sur., 2015). B-karoten je topiv u mastima, a
vecina [-karotena je prisutna u trans-obliku. Ima snazan antioksidativni kapacitet te je
zasluzan za smanjenje rizika od sréanih bolesti, pomaze u jaanju imunolo$kog sustava te je

vazan nutrijent za poboljSanje vida (Gul i sur., 2015).

Slika 3. Strukturna formula B-karotena (Shankaranarayanan, 2018)

Za odredivanje karotenoida obi¢no se koristi tekuéinska kromatografija visoke

u€inkovitosti (HPLC) (Karnjanawipagul i sur., 2010).



2.6. SUSENJE

SuSenje je jedna od najstarijin i najraSirenijih metoda konzerviranja hrane (Lovric,
2003.). Proces sudenja karakterizira progresivno smanjenje sadrzaja vlage s ciliem dobivanja
suhog proizvoda (Zhang i sur., 2016). Razlikujemo prirodno susenje (uklanjanjem vode
suncevim zraCenjem ili prirodnim strujanjem zraka) ili umjetno suSenje (pod kontroliranim
uvjetima). Proces suSenja zasniva se na osmoanabiozi koja djeluje kao dehidratacija do
nekog udjela vode u hrani (10-20 %). SuSenjem se iz hrane uklanjaju hidratna i konstitucijska
voda pri ¢emu dolazi do smanjenja moc¢i rehidratacije, posmedivanja koje ne nastaje

djelovanjem enzima. (Lovri¢, 2003.)
Sirovine koje se podvrgavaju procesu susenja mozemo razvrstati u dvije kategorije:

e higroskopne: parcijalni tlak vode postaje manji od tlaka para vode kod istog
kritiénog sadrzaja vlage

¢ nehigroskopne: parcijalni tlak vode u njima jednak je tlaku para Ciste vode
(Lovri¢, 2003.)

Glavni cilj suSenja je sprijecCiti kvarenje namirnica djelovanjem mikroorganizama te
sprijeCiti kvarenje namirnica kemijskim promjenama. Takoder, suSenjem se postize

smanjenje mase ili volumena hrane (Lovri¢, 2003) u svrhu lakSeg skladiStenja i transporta.

U pocetku procesa suSenja variranje tezine je konstantno $to znaci da je i brzina
susenja konstantna, a taj proces dogada se zbog puno manjeg unutarnjeg otpora transportu
vode od onog za uklanjanje vlage (Botelho i sur., 2011). Kod tih uvjeta otpor prijenosu topline
i mase je ogranicen isklju€ivo na struju zraka, ali s obzirom da su u idealnom sistemu ti uvjeti
konstantni, otpor se mijenja s vremenom zbog Cega je to period konstantne brzine (Lovri¢,
2003.). Drugo razdoblje je proces padajuée brzine gdje stopa gubitka vode nije konstantna
(Botelho i sur., 2011). Kod perioda padajuée brzine prevladavaju uvjeti zasiéenja prema
povrsini, a period padaju¢e brzine zavrSava kada u srediStu materijala nema viSe vode za

odrzavanje parcijalnog tlaka (Lovri¢, 2003).

Kod nehigroskopnih namirnica period padaju¢e brzine zavrS8ava sa zavrSetkom
susenja, a u higroskopnim namirnicama do perioda padajuée brzine dolazi kada je parcijalni

tlak vode u svim dijelovima ispod tlaka zasi¢enja (Lovri¢, 2003).



2.7. PULSIRAJUCE ELEKTRICNO POLJE

Pulsirajuce elektricno polje (PEP) je jedna od inovativnih metoda ekstrakcije koja
posliednjih godina privlaCi sve vecCe zanimanje zbog svoje ekonomske ucinkovitosti u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Yan i sur., 2015). Osim za poboljSanje ekstrakcije
pulsirajuce elektricno polje predloZzeno je kao sredstvo za izazivanje stresa u biljnim

stanicama Cime se postize biosinteza aktivnih komponenti (Ranjha i sur., 2021).

To je inovativha netermalna tehnologija Ciji se proces temelji na isprekidanoj primjeni
istosmjerne struje visokog napona (kV) za vrlo kratke vremenske intervale (us ili ms) kroz
proizvod koji se nalazi izmedu dvije elektrode. Uspostavom razlike potencijala tj. napona,
izmedu elektroda dolazi do razdvajanja naboja. Stoga se izmedu njih uspostavlja homogeno
elektricno polje. Jakost elektrichog polja proporcionalna je koliini naboja na elektrodama.
Osim toga, jakost elektri€nog polja ovisi o udaljenosti izmedu elektroda i primijenjenom
naponu (Martinez i sur., 2020). Prilikom tretmana pulsirajuéim elektriénim polijem koriste se
visokonaponski impulsi od nano do milisekunde koji dovode do permeabilizacije stani¢ne
membrane (Vaessen i sur., 2020). Tijekom procesa pulsiraju¢im elektriénim poljem stvaraju
se elektriéna polja 0-50 kV cm™, a pulsevi koji se koriste su visi od elektri¢nih polja s
intenzitetom 10-80 kV cm™ (Syed i sur., 2017).

Tretmanom sa pulsirajuéim elektricnim poljem dolazi do strukturnih promjena u
stani¢noj membrani te dolazi do pojave elektroporacije (Ou i sur., 2016). Elektroporacija je
proces koji uzrokuje stvaranje pora u citoplazmatskoj membrani stanica ¢ime se povecéava
njena propusnost te dolazi do nekontroliranog transporta molekula kroz membranu (Martinez
i sur., 2016). Vecina istrazivanja koristi pulsirajuce elektricno polje za ekstrakciju bioaktivnih

spojeva u kombinaciji sa konvencionalnim metodama kao $to je mijeSanje (Yan i sur., 2015).

Pulsirajuce elektri¢no polje jedna je od inovativnih tehnika ekstrakcije koja posljednjih
godina zadobiva sve veci interes zbog svoje ekonomske ucinkovitosti u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Yan i sur., 2015). Zbog sposobnosti elektroporacije stani¢ne
membrane pulsirajuce elektricno polje koristi se kao predtretman koji olakSava obnavljanje
bioaktivnog materijala nakon €ega slijede tradicionalni koraci ekstrakcije (Ranjha i sur.,
2021).

Jakost elektriénog polja za ekstrakciju komponenti je u rasponu 0,1-10 kV cm™ $to je
dovoljno za biljna tkiva (perikarp ili mezokarp plodova) (Ranjha i sur., 2021). KoriStenje viSih
intenziteta jakosti elektri¢nog polja (preko 10 kV cm™) rijetko se primjenjuje zato $to dolazi do

stvaranja jakih vodikovih radikala koji bi mogli napasti bioaktivne spojeve (Yan i sur., 2015).
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Sam proces tretmana provodi se in vitro na nacin da se uzorak nanese izmedu dvije
elektrode, a uz to postoji i in vivo postupak koji se koristi za istraZivanje tumora (Garner,
2019).

Ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektriénim poljiem pokazala se kao
obecavajuc¢a tehnologija za ekstrakciju vrijednih spojeva iz biljnih materijala pri ¢emu dolazi
do elektroporacije citoplazmatske membrane. Tretman pulsirajuéim elektriénim poljem
pojacava difuziju otopljenih tvari koje se nalaze unutar stanice (Luengo i sur., 2014). Sto je
kraCe trajanje pulsa stvaraju se manje pore koje onda omogucavaju ionima prolazak kroz
staniénu membranu, a kod viSih vrijednosti elektricnog polja se pore povecavaju i dolazi do
ireverzibilnog istjecanja stani¢nog sadrzaja (Frey i sur., 2006). Tretmanom membrana gubi

svoju strukturu i funkcionalnost te se biljni materijal ekstrahira (Ranjha i sur., 2021).

Tretman pulsirajuc¢im elektriénim poljem koristi se i za inaktivaciju mikroorganizama u
uzorcima hrane. U¢inak pulsiraju¢eg elektricnog polja na membrane zivih stanica mogu biti
reverzibilne ili ireverzibilne ovisno o fizikalno-kemijskim i bioloSkim €imbenicima tretmana.
Brojna istraZivanja pokazala su da je mjesto u stanici kod kojeg dolazi do interakcije
elektricnog polja lipidni dio staniéne membrane, a istraZivanje se temelji na mjerenjima
elektriCne struje kroz dvosloj lipidne membrane zbog utjecaja visoke vrijednosti elektricnog
polja te utjeCe na transport molekula u stanicu ili iz stanice (Seratli¢ i sur., 2013). Fosfolipidna
dvoslojna struktura staniéne membrane prelazi iz gelaste strukture u tekuée stanje te se
olak8ava proces elektroporacije zbog povecanja temperature te zbog povecéane fluidnosti

membrane (Jaeger i sur., 2010).

Kada su stanice podvrgnute tretmanu pulsiraju¢im elektricnim poljem, naboji se
akumuliraju duz staniéne membrane te kao rezultat toga nastaje razlika u potencijalima.
Stani¢na membrana ponasa se kao propusni dielektrik, a zbog povecanja napona stvaraju se
pore ispunjene vodom koje Cine lipidni dvosloj prilikom Sto uzrokuje pojavu elektroporacije.

Tada dolazi do poveéane propusnosti stanicne membrane (Frey i sur., 2006).

Prednost ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im elektriCnim poliem je da je to

netermicki tretman koji ne utjeCe na kvalitetu ekstrahiranih proizvoda (Luengo i sur., 2014).

Koristenjem novih tehnologija u proizvodnji hrane, cilj je unaprijediti kvalitetu
prehrambenih proizvoda, smanjiti potroSnju vode i emisiju Stetnih plinova te povecati
energetsku ucinkovitost (Arshad et al., 2021). Primjena pulsiraju¢eg elektricnog polja
zadovoljava potrebe za odrzivom preradom hrane jer zahtijeva manje resursa, a preradena

hrana zadrzava svoju nutritivnu vrijednost i ima dulji rok trajanja (Arshad i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu rada koriStene su osuSena pokoZica raj€ice, kora mrkve te

kora batata.

3.1.1. Pribor i aparatura

Pribor:

Aparatura:

menzure (25 mL, 250 mL)

metalna ladica

odmijerne tikvice (10 mL, 25 mL i 100 mL)
pinceta

plasti¢ne falkonice (50 mL)

staklene ¢ase (100 mL, 200 mL)

stakleni ljevak

Sprice (10 mL) i filteri (0,45 pm pore)

Zli¢ica

centrifuga Centric 150, Tehtnica, Slovenija

HPLC, Agilent Technologies, SAD

komorna susara, Elektrokovina, Hrvatska

konduktometar pH 340i/SET, WTW, Njemacka

mehani¢ka pipeta Hirschmann (10-100 pL, 100-1000 pL i 1-5 mL),
Merck, Njemacka

mlinac, Imetec Tenacta Group, Kina

spektrofotometar Secomam UviLine 9400, Secomam Groupe
Aqualabo, Francuska

spektrofotometar Spectroquant Prove 300, Merck Darmstadt,
Njemacka

tehniCka vaga, Sartorius, Velika Britanija

tresilica Benchmark, Benchmixier V2, Benchmark Scientific Inc, SAD
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e ultrazvu¢na kupelj Bandelin Sonorex Digiplus DL 255 H, Bandelin
electronic, Njemacka

e uredaj za pulsiraju¢e elektricno polie HVG60/1 PEP, Impel d.o.o.,
Hrvatska

e vlagomjer PMB 53, Adam Equipment, SAD

Kemikalije:
e aceton, Gram-mol, Hrvatska
e DPPH, Fluka, SAD
¢ Folin-Ciocalteu reagens, Merck, SAD
e heksan, Gram-mol, Hrvatska
e metanol, Kemika, Hrvatska
e metil tert-butileter, Kemika, Hrvatska

e natrijev karbonat, Kemika, Hrvatska

3.2. METODE RADA

3.2.1. SuSenje sirovina

Za pripremu uzoraka osuSeni su svjeZi uzorci pokoZice rajCice, kore batata te kore
mrkve koji su oguljeni iz sirovina (slika 4). Pokozica rajcice susSena je na temperaturi od 60
°C, 75 minuta, a relativna vlaznost pokoZice rajCice na poCetku suSenja iznosila je 87,23 %
dok je na kraju suSenja iznosila 9,27 %. Kora batata suSena je na 55 °C, 90 minuta, a
relativna vlaznost kore batata na pocetku susenja iznosila je 84,36 % dok je na kraju susenja
iznosila 12,76 %. Kora mrkve susena je na 55 °C, 85 minuta, a relativna vlaznost kore mrkve
na pocCetku suSenja iznosila je 89,84 % dok je na kraju suSenja iznosila 14,37 %. Sve
sirovine suSene su do postizanja konstantne mase. Relativha vlaznost izmjerena je
vlagomjerom na pocetku suSenja te nakon postizanja konstantne mase na nacin da je
stavljeno 2 g uzorka u vlagomjer te su uzorci spaljivani pri 105 °C do postizanja konstantne
mase. Nakon susenja uzorci su samljeveni u mlincu, te skladiSteni u eksikatoru u plasti¢nim

posudicama.
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Slika 4. Priprema pokozice rajCice i kore mrkve za suSenje (vlastita fotografija)

3.2.2. Provedba eksperimenta

U plasti¢ne falkonice od 50 mL odvagano je 2 g uzorka kore (pojedinacno kora
rajice, mrkve, batata) te je nadopunjeno sa 25 mL 80 % otopine metanola. Za pripremu 1 L
80 % otopine metanola odmjereno je 800 mL metanola te 200 mL deionizirane vode. Za
provedbu eksperimenta koristen je uredaj za pulsirajuée elektricno polje. Uredaj se sastoji od
tri kontrolne jedinice koja kontrolira ispravnost uredaja, visokonaponskog izvora napajanja
koji je zaduzen za pretvorbu ulaznog izmjeni€nog napona od 230 V u istosmjerni napon u
rasponu od 1 do 60 kV te visokonaponskog generatora impulsa. U reaktor uredaja dodano je
25 mL pripremljenog uzorka iz plasticne epruvete. Uzorci su tretirani pri naponu od 2, 51 7,5
kV cm™ u trajanju od 1, 3 i 5 min, pri frekvenciji od 100 Hz i vremenu trajanja pulsa od 2 ps.
Udaljenost izmedu elektrode uzemljenja i visokonaponske elektrode iznosila je 1 cm. Obje
elektrode izvedene su od nehrdajuéeg Celika. Nakon tretmana izmjerene su pH vrijednost te
elektricna provodljivost. Nakon toga tretiranim uzorcima spektrofotometrijski je odreden udio
karotenoida, boja, udio ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost te na tekucinskoj
kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC-u) udio likopena i B-karotena te udio najznacajnijih

fenolnih spojeva.

3.2.3. Odredivanje pH i elektricne provodljivosti

Nakon tretmana uzorcima su izmjerene pH vrijednost i elektricna provodljivost (uS
cm™) pomoéu digitalnog pH/konduktometra.
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3.2.4. Parametri boje

Pripremljenim ekstraktima odredena je boja je na spektrofotometru Spectroquant
Prove 300. Razlikujemo XYZ i CIE L*a*b* sustav boja. U XYZ sustavu boja X i Y oznagavaju
koordinate boja, a Z svjetlinu, a poloZaj boje mozZe se definirati precizno. CIE L*a*b prostor
(slika 5) temeljen je na objektivnom vrednovanju boja i najbliZi je vizualnoj percepciji. Unutar
CIELAB-a definirani su psihometrijski indeks svjetline (L*) te dvije koordinate boje (a* i b*) pri
¢emu se kromaticnost boje definira u odnosu na neutralnu os koja ima vrijednost 0.
Parametar a* definira odnos izmedu crvene (pozitivna vrijednost) i zelene boje (negativna
vrijednost). Parametar b* definira odnos Zute (pozitivha vrijednost) i plave boje (negativha
vrijednost). Parametri a* i b* su kromatske vrijednosti u rasponu od -120 do 120 (Mihoci,
2015). L* vrijednost je kvantitativni atribut relativne svjetline pri ¢emu se svaka boja moze
smatrati jednakovrijednim pripadnikom sive ljestvice u rasponu izmedu crne (L*=0) i bijele
(L*=100) boje (Mihaoci, 2015).

+b*
Zuta

< +a*
WY crvena

"
zelena

b*

plava

L*=0

cma

Slika 5. Sustav boja (prema Mihoci, 2015)

3.2.5. Odredivanje karotenoida spektrofotometrijskom i kromatografskom metodom

a) spektrofotometrijska metoda

Udio karotenoida odreden je prije i nakon tretmana. Uzorci se profiltriraju pomocu
lijevka i filter papira. Filtrat se saCuvao te je koristen za odredivanje ukupnih fenola te

antioksidacijske aktivnosti, dok je od taloga odvagan 1 g uzorka. U 1 g uzorka dodano je
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12,5 mL otopine aceton:heksan (4:6). Uzorci su stavljeni na tresilicu 15 min te su potom
centrifugirani 5 min na 5000 okretaja u minuti (0 min™). Uzorci se profiltriraju pomoéu $price i
filtera te se spektrofotometrijski odreduje udio karotenoida. Kao slijepa proba koriStena je

otopina aceton: heksan (4:6) (Luterotti i sur., 2013).

Udjeli karotenoida (likopena, B-karotena, klorofila A i klorofila B) odredeni su na
spektrofotometru Secomam UviLine 9400. Rezultati dobiveni spektrofotometrijskom analizom

izrazeni su kao mg komponente po g suhe tvari uzorka (mg g™ s.tv.).

b) Identifikacija i kvalitativha analiza karotenoida HPLC metodom

Identifikacija i kvalitativha analiza karotenoida u ekstraktima uzoraka provedena je
uporabom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) na C30 nepolarnoj koloni
(Luna 250 mm x 4,6 mm, 5 ym, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) instaliranoj na Agilent
Technologies (LC 1200) HPLC sustav zagrijan na 35 °C. Injektirano je 10 uL pripremljenog
ekstrakta, a za razdvajanje je koridtena gradijentna kromatografija (tablica 2) ukupnog
protoka 0,8 mL min™ kroz &itavo vrijeme trajanja analize. Mobilna faza bilo je otapalo A
(MeOH:metil tert-butileter:voda (90:7:3)) i otapalo B (MeOH:metil tert-butileter (10:90, v/v)).

Tablica 2. Gradijent za HPLC-UV/VIS/PDA analizu klorofila i karotenoida (Castro-
Puyana i sur., 2017)

t (min) otapalo A otapalo B
0 100 0
20 70 30
35 50 50
45 20 80
50 0 100
52 100 0

Za detekciju i identifikaciju karotenoida koristen je DAD (eng. diode array detector) pri
valnoj duljini od 280 nm, Sirina pojasa (eng. bandwidth) 8 nm, bez referentne valne duljine.
Za vrijeme trajanja analize snimani su UV spektri od 190-400 nm. Identifikacija karotenoida
provedena je usporedbom retencijskog vremena i UV spektra Zeljenog pika s retencijskim
vremenima UV spektrima ranije navedenih injektiranih standarada. Pripremljene su otopine
standarda likopena (25-500 pug mL™) i B-karotena (50-1000 yg mL™) pri koncentracijama
navedenim za svaku komponentu. Rezultati dobiveni HPLC analizom izrazeni su kao mg

komponente po gramu suhe tvari uzorka (mg g™ s.tv.) (Castro-Puyana i sur., 2017).
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3.2.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola  spektrofotometrijskom i

kromatograskom metodom

a) spektrofotometrijska metoda

Sadrzaj ukupnih polifenola odreduje se spektrofotometrijskom metodom koja se
temelji na primjeni Folin-Ciocalteuvog reagensa. Reagens se reducira u prisutnosti
fenolatnog iona te dolazi do promjene njegove boje. Fenolatni ion dobije se dodatkom
luZnate otopine natrijevog karbonata fenolima koji su slabe kiseline (Shortle i sur., 2014).

Kao standard koristi se galna kiselina. 1z jednadzbe pravca (slika 6) izraCuna se
koncentracija ukupnih polifenola u uzorku. Rezultat je izrazen kao mg galne kiseline L™. Udio

ukupnih fenola izrazen je kao mg komponente po gramu suhe tvari uzorka (mg g™ s.tv.).
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Slika 6. Bazdarni pravac standarda galne kiseline za odredivanje sadrzaja ukupnih
polifenola

Filtrat koji je dobiven nakon filtracije koriSten je za odredivanje ukupnih fenola. U
plasticne kivete otpipetirano je 100 pL ekstrakta, 200 pyL Folinovog reagensa te 2 mL
deionizirane vode. Nakon 5 min dodaje se 1 mL 20 % otopine Na,CO3; Uzorci se promijeSaju
te se ostave stajati u mraku 2 sata. Nakon toga se na spektrofotometru mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini od A=765 nm. Slijepa proba sastoji se od 100 pL deionizirane vode, 200 pL
Folinovog reagensa, 2 mL deionizirane vode. Nakon 5 min dodaj se 1 mL 20 % otopine
Na,COs,
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Za pripremu 20 % otopine Na,COs u odmjerngj tikvici volumena 1000 mL otopi se 200
g anhidrida natrijeva karbonata u 800 mL vruée deionizirane vode. Otopina se zatim ohladi te
se nadopuni deioniziranom vodom do oznake. Pripremljena otopina treba odstajati 24 sata te
se nakon toga profiltrira.

b) identifikacija i kvalitativha analiza fenolnih spojeva HPLC analizom

Identifikacija i kvalitativha analiza fenolnih spojeva u ekstraktima uzoraka provedena
je uporabom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) na C30 nepolarnoj
koloni (Zorbax ODS 250 mm x 4,6 mm) instaliranoj na Agilent Technologies HPLC sustav
zagrijan na 20 °C. Injektirano je 20 uL pripremljenog ekstrakta, a za razdvajanje je koristena
gradijentna kromatografija ukupnog protoka 0,9 mL min™ kroz &itavo vrijeme trajanja analize.
Mobilne faze bile su 3 % otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (otapalo A) i 3 % otopina

mravlje kiseline u vodi (otapalo B).

Za detekciju i identifikaciju polifenola koriSten je DAD (eng. diode array detector) pri
valnoj duljini od 280 nm, $irina pojasa (eng. bandwidth) 8 mm, bez referentne valne duljine.
Za vrijeme trajanja analize snimani su UV spektri od 190-400 nm. Identifikacija fenolnih
spojeva provedena je usporedbom retencijskog vremena i UV spektira Zeljenog pika s
retencijskim vremenima i UV spektrima ranije navedenih injektiranih standarada u zadanim
koncentracijama. Rezultati dobiveni HPLC analizom izrazeni su kao mg komponente po

gramu suhe tvari uzorka (mg g™ s.tv.) (Dent i sur., 2013).

3.2.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Filtrat koji je dobiven nakon filtracije koristen je za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti. U plasti¢ne kivete otpipetirano je 100 uL ekstrakta te 2 mL 0,1 mM otopine DPPH.
Uzorci se pomijeSaju te se ostave u mraku 25 min. Nakon toga se na spektrofotometru mjeri
apsorbancija pri valnoj duljini od A=518 nm. Kao slijepa proba koristena je 80 % otopina
metanola. Kao standard koristi se 1 mM otopina Trolox-a. (Kedare i Singh, 2011). Napravi se

koncentracijski niz otopina standarda Trolox-a iz kojeg se dobije bazdarni pravac (slika 7).
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Slika 7. BaZdarni pravac standarda Trolox-a za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti

Sposobnost vezanja slobodnih radikala izradunata je kao omjer smanjenja
apsorbancije otopine DPPH nakon dodatka uzorka i apsorbancije otopine DPPH u koju nije

dodan uzorak, prema jednadzbi (1):

Al—4l

DPPH aktivnost CiS¢enja (%) = x 100 1)

gdje su:
Ao- kontrola apsorbancije (apsorbancija pripremljene otopine DPPH)

A;- apsorbancija uzorka

3.2.8. StatistiCka analiza podataka

Na dobivenim rezultatima tretmana modelnog sustava provedena je analiza varijance
(ANOVA) u programu Statgraphics centurion 19 (Statgraphics technologies, SAD). Dobiveni
rezultati prikazani su kao srednja vrijednost tri paralelna mjerenja + standardna devijacija, a
razina znacajnosti svih koriStenih statistickin metoda bila je 95 %. Pareto dijagrami prikazuju
statistiCki zna€ajne faktore u podrucju desno od plave linije koji su poredani po znacajnosti.
Ovi dijagrami mogu posluziti kao vizualni prikaz prethodno izraCunatih statistiCki vaznih
faktora putem ANOVE.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je razviti metodu za ekstrakciju likopena i B-karotena iz pokozice
rajCice, kore mrkve i kore batata nakon tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem. Uzorci su
tretirani pri frekvenciji od 100 Hz, vremenu trajanja pulsa od 2 us te pri razli€itim
vrijednostima napona te vremena trajanja tretmana $to je prikazano u tablici 3. Uzorcima su
neposredno nakon tretmana izmjerene pH vrijednost i elektri€na provodljivost (slika 9), zatim
boja uzoraka prije i nakon tretmana (slika 10, 11, 12), udio karotenoida (slika 13, 14, 15),
udio ukupnih polifenola (slika 18), antioksidacijska aktivnost (slika 22), udio likopena i B-
karotena HPLC analizom (tablica 4) te udio fenolnih spojeva HPLC analizom (slika 19, 20,
21).

Tablica 3. Oznake uzoraka tretiranih pulsiraju¢im elektricnim poljem

Oznaka uzorka (Ii\lvaggql) Vrijeme (min)
RO, MO, BO / /
R1, M1, B1 5 5
R2, M2, B2 7,5 3
R3, M3, B3 2 1
R4, M4, B4 2 3
R5, M5, B5 7,5 5
R6, M6, B6 5 1
R7, M7, B7 7,5 1
R8, M8, B8 2 5
R9, M9, B9 5 3

R-pokozica raj€ice, M-kora mrkve, B-kora batata, O-netretirani uzorak

Zbog jednostavnijeg navodenja uzoraka tijekom rasprave koristit ¢e se oznake iz
tablice 3.

4.1. FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI UZORAKA

4.1.1. SusSenje sirovina

Sirovine pokozice raj€ice, mrkve i batata suSene su u komornoj susari do postizanja

konstantne mase (slika 8).
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Slika 8. Grafi¢ki prikaz suSenja pokozice rajCice, kore mrkve i kore batata do
konstantne mase

PokoZica rajCice suSena je 75 minuta, nakon 30 minuta su$enja vidljivo je smanjenje
mase (slika 8). Kora mrkve suSena je 85 minuta, a nakon 50 minuta dolazi do postizanja
konstantne mase. Kora batata suSena je 90 minuta, ali tek nakon 50 minuta je vidljivo

postizanje konstantne mase.

PokozZica rajCice, kora mrkve i kora batata su nehigroskopne namirnice. Prilikom
procesa suSenja doslo je do smanjenja mase $to je vidljivo na slici 7. Kod susenja pokozice
rajCice u periodu padajuée brzine (0-30 min) uklanja se vezana voda, a zatim slijedi period

konstantne brzine susenja (30-75 min) kada se uklanja slobodna voda.

Temperatura suSenja takoder ima vrlo vaznu ulogu u o€uvanju udjela likopena i [3-
karotena. Zbog poboljSanja zadrzavanja likopena i B-karotena predloZzeno je da se raj€ice

suSe na temperaturama nizim od 70 °C ( Salni i sur., 2019).

4.1.2. pH i elektricna provodljivost

pH vrijednost i elektricna provodljivost uzoraka mogu se vidjeti na slici 9. Na slici 9

prikazane su vrijednosti za pokozicu rajCice, koru mrkve te koru batata.
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Slika 9. Rezultati analize pH i elektriéne provodljivosti prije i nakon tretmana
pulsirajuc¢im elektri€nim poljem na pokoZzicu raj€ice, koru mrkve i koru batata

pH vrijednost netretiranog uzorka te tretiranih uzoraka znacajno se ne razlikuju.
Elektriéna provodjivost netretiranog uzorka iznosi 593 uS cm™. Elektriéna provodljivost
tretiranih uzoraka veca je u odnosu na netretirani uzorak. Najveca je za uzorak R5 i iznosi
747 uS cm™, a najmanja za uzorak R3 i iznosi 622 uS cm™. Uzorak R3 osim $to ima
najmanju elektri¢nu provodljivost ima najmaniji udio ukupnih fenolnih spojeva (1,955 mg g*
S.tv.), dok uzorak s najve¢om elektricnom provodljivos¢u (R5) ima najveCi udio ukupnih
fenolnih spojeva (2,437 mg g™ s.tv.).

pH vrijednost kore mrkve visa je nego pH vrijednost pokozZice rajCice. Elektricna
provodljivost netretiranog uzorka je najniza (730 pS cm™), a tretiranih uzoraka je visa.
NajviSa vrijednost je za uzorak M9 (971 uS cm™). Netretirani uzorak (M0) ima najnizi udio
ukupnih fenolnih spojeva (1,150 mg g* s.tv.), dok uzorak s najveéom elektricnom
provodljivosti (M9) ima najvisi udio ukupnih fenolnih spojeva (8,627 mg g™ s.tv.).

pH kore batata iznosi oko 6,50. Elektricha provodljivost kore batata najviSa je od svih
prethodnih uzoraka (mrkve i pokoZice rajCice). Za netretirani uzorak (BO) iznosi 1146 yS cm’
! a za uzorak B2 je najvi$a i iznosi 1516 uS cm™. Uzorak BO ima najmaniji udio ukupnih
fenolnih spojeva (3,049 mg g™ s.tv.), dok uzorak B2 sadrzi 3,629 mg g™* s.tv. §to je vise u
odnosu na uzorak s najmanjom elektricnom provodljivoScu.

Panthee i sur. (2013) proveli su istrazivanje na uzorcima rajCice kojim su dokazali da
se pH vrijednost tretiranih i netretiranih uzoraka znacajno ne razlikuju, odnosno pH vrijednost
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se nije promijenila bez obzira na promjenu napona ili vremena tretiranja uzoraka. Nakon
provedenih tretmana promijenio se udio likopena, odnosno doSlo je do ekstrakcije likopena
(Panthee i sur., 2013). Nakon tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem do$lo je do smanjenja

udjela likopena u uzorcima pokozZice rajcice. Netretirani uzorak (R0) sadrzi 0,135 mg g s.tv.,
dok uzorak R1 sadrzi 0,062 mg g™ s.tv.

4.1.3. Parametri boje

Prije i nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poliem spektrofotometrijski je
odredena promjena boje uzoraka. Boja je prva karakteristika hrane koju potro$ac percipira.
SuSenje vruéim zrakom u susari utje€e na boju uzoraka. Visoka temperatura dovodi do
neenzimskog posmedivanja koje uzrokuje potamnjenje uzoraka (Bhatkar i sur., 2021).
Ukoliko se primjenjuju visoke temperature suSenja moze doc¢i do navedenih promjena, no u

ovom pokusu uzorci su suseni na 60 °C Sto ne bi trebalo uzrokovati navedene promjene.
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Slika 10. Graficki prikaz parametara boje (L, a*, b*) netretiranog i tretiranih uzoraka
kore rajcice

RO (netretirani uzorak); R1 (5 kV cm™, 5% R2 (7,5 kV cm™, 3; R3 (2 kV cm™, 1; R4 (2 kV cm™, 3);
R5 (7,5 kV cm™, 5Y; R6(5 kV cm™, 1); R7 (7,5 kV cm™, 1'); R8 (2 kV cm™, 5'); R9 (5 kV cm™, 3)

Na slici 10 vidljive su vrijednosti L*, a* i b* za sve tretirane uzorke pokoZice rajcice,
uklju€ujudi i netretirani uzorak. L* vrijednost kod svih uzoraka je priblizno jednaka pozitivha
vrijednost Sto odgovara bijeloj boji, odnosno uzorci su svijetli. Parametar a* za netretirani
uzorak (RO) iznosi 27,74 i prikazan je crvenom bojom na slici 10, a tretirani uzorci (R1-R9) su
blize negativnoj vrijednosti, odnosno blize zelenoj boji pri ¢emu parametar a* za uzorak R1

iznosi 10,62. Parametar b* iznosi priblizno 130 te se nalazi u pozitivnom dijelu osi (zZuta
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boja). Najvisa vrijednost parametra a* o€itana je za uzorak RO (27,74), a najniZza za uzorak
R1 (10,56). Najvisa vrijednost parametra b* je 137,43 za uzorak RO, a najniza 126,33 za
uzorak R1, dok je najviSa vrijednost za parametar L o€itana za uzorak R9 (87,27), a najniza
vrijednost oCitana je za uzorak RO (80,18). Netretirani uzorak (R0O) ima najviSi udio likopena
(0,135 mg g™ s.tv.) te najvi§i udio B-karotena (0,102 mg g™ s.tv.). Uzorak R1 ima najmaniji
udio likopena (0,062 mg g™ s.tv.), a uzorak R9 ima najmanji udio B-karotena (0,056 mg g*
s.tv.). 1z ovih podataka se moZe zakljuéiti da uzorci s najvis§im udjelom likopena i B-karotena
imaju najvide vrijednosti parametara a* i b*, odnosno blize su crvenoj i Zutoj boji. Tretmanom

pulsiraju¢im elektricnim poljem smanjuje se udio likopena i [-karotena te vrijednosti
parametara a* i b*.
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz parametara boje (L, a*, b*) netretiranog i tretiranih uzoraka
kore mrkve

MO (netretirani uzorak); M1 (5 kV cm™, 5°; M2 (7,5 kV cm™, 3); M3 (2 kV cm™, 1'); M4 (2 kV cm™, 3Y);
M5 (7,5 kV cm™, 5Y; M6 (5 kV cm™, 1'); M7 (7,5 kV cm™, 1'); M8 (2 kV cm™, 5°); M9 (5 kV cm™, 3Y)

Na slici 11 moze se vidjeti promjena parametara boje za koru mrkve. Vidljivo je da je
parametar L* pribliZzno jednak za sve tretmane, a parametar b* se takoder znatno ne razlikuje
usporedujuéi vrijednosti s promjenom tretmana. NajviSa vrijednost parametra a* iznosi 9,07
(MO) te je na slici 11 prikazan crvenom bojom zato $to mu je vrijednost pozitivha, a najniza
vrijednost parametra a* iznosi -6,21 za uzorak M6. Uzorci M1-M9 prikazani su zelenom
bojom zato Sto se nalaze u negativnom dijelu osi. NajviSa vrijednost parametra b* je za
uzorak MO (136,68), a najniza vrijednost je za uzorak M7 (133,86). NajviSa vrijednost
parametra L* iznosi 92,91 za uzorak M6, a najniza vrijednost parametra L* je 87,24 (MO).
Vidljiva je promjena parametra a* jer je vrijednost za netretirani uzorak (M0) pozitivha (9,07),

dok su vrijednosti parametra a* za tretirane uzorke (M1-M9) negativhe zbog Cega su blize
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zelenoj boji. Netretirani uzorak (MO) ima najvisi udio likopena (0,047 mg g™ s.tv.) te najnizi
udio B-karotena (0,152 mg g™ s.tv.). Tretmanom pulsirajuéim elektriénim poljem dolazi do
porasta koncentracije likopena i 3-karotena. Uzorak s najnizom vrijednosti parametra a* (M6)
sadrzi 0,199 mg g™ s.tv. B-karotena, dok uzorak s najvisom vrijednosti parametra b* (M7)
sadrzi najvisi udio B-karotena (0,208 mg g™ s.tv.). Uzorci s najvisim udjelima B-karotena blize
su zelenoj, odnosno plavoj boji.
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Slika 12. Graficki prikaz parametara boje (L, a*, b*) netretiranog i tretiranih
uzoraka kore batata

BO (netretirani uzorak); B1 (5 kV cm™, 5; B2 (7,5 kV cm™, 3); B3 (2 kV cm™, 1); B4 (2 kV cm™, 3Y);
B5 (7,5 kV cm™, 5): B6 (5 kV cm™, 1); B7 (7,5 kV cm™, 1'); B8 (2 kV cm™, 5; B9 (5 kV cm™, 3)

Na slici 12 vidi se da je L* vrijednost uzoraka priblizno jednaka. Za parametar b*
vidljiv je porast vrijednosti od netretiranog uzorka (BO) do tretiranog uzorka (B4). Parametar
a* za netretirani uzorak (BO) te tretirani uzorak (B1) nalaze se na pozitivnom dijelu osi $to
odgovara crvenoj boji (slika 12), dok su za ostale tretirane uzorke (B2-B9) vrijednosti
negativne Sto odgovara zelenoj boji (slika 12). NajviSa vrijednost parametra a* iznosi 46,29
za uzorak B0, a najniza vrijednost je -8,77 za uzorak B2. NajviSa vrijednost parametra b*
zabilieZzena je za uzorak B4 (131,43), a najniza vrijednost zabiljezena je za uzorak BO
(111,06). NajviSa vrijednost parametra L* je 93,63 za uzorak B1, a najniza vrijednost
parametra L* je za BO (90,86). Netretirani uzorak (B0) sadrzi najviSi udio B-karotena (0,192
mg g™ s.tv.) te ima najvidu vrijednost parametra a* te najniZu vrijednost parametra b*. Uzorak
B2 ima najnizi udio B-karotena (0,155 mg g™ s.tv.) te najnizu vrijednost parametra a* te je
blize zelenoj boji.

Provedene su brojne analize koje pokazuju da je jakost elektri€nog polja glavni
parametar prilikom tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem koji utjee na boju rajcice
(Gonzales-Casado i sur., 2018). Promjene u svjetlini boje mogu biti potaknute procesom

smanjenja barijera izmedu organela koji omogucava ulazak enzima u kontakt sa supstratima
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kao posljedica elektroporacije i migracije stani¢nog sadrzaja (Gonzales-Casado i sur., 2018).
Primjena viSih vrijednosti tretmana uzrokovala je porast vrijednosti parametara a* i b*.

Kora mrkve tretirana pulsirajuéim elektricnim poljem pokazuje znacajno smanjenje
parametra L* u odnosu na netretirani uzorak. Smanjenje parametra L*, odnosno svjetline
uzrokuje proces elektroporacije pri ¢emu dolazi do otpudtanja unutarstaniChog sadrzaja
(Alam i sur., 2018). Wiktor i sur., u svom istrazivanju prilikom tretmana pulsiraju¢im
elektriénim poljem pri 1,85 kV cm™ i 50 impulsa dobili su poveéanje parametra L* u odnosu
na netretirani uzorak (2015). Veca vrijednost parametra a* daje informaciju o povecanju
udjela crvene boje $to se moZe povezati s pojavom enzimske reakcije posmedivanja tijekom
suSenja uzoraka. NiZi intenzitet elektricnog polja uzrokovao je porast vrijednosti parametra
a*, dok je viSi intenzitet tretmana rezultirao smanjenjem vrijednosti parametra a* (Wiktor i
sur., 2015). Parametar b* (Zuta boja) povecéan je nakon primjene viSeg intenziteta elektriénog
polja (Wiktor i sur., 2015).

4.1.4. Odredivanje udjela karotenoida spektrofotometrijskom i kromatografskom
metodom

a) spektrofotometrijska metoda

Prije i nakon tretmana pulsirajué¢im elektri€nim poljem spektrofotometrijski je odreden
udio karotenoida u uzorcima pokozice rajcice, kore mrkve i kore batata. Odredeni su udjeli

likopena, B-karotena, klorofila A i klorofila B. Rezultati su prikazani na slikama 13, 14, 15.
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Slika 13. Rezultati analize udjela karotenoida u uzorcima rajcice prije i nakon
tretmana pulsiraju¢im elektri€nim poljem
RO (netretirani uzorak); R1 (5 kV cm™, 5% R2 (7,5 kV cm™, 3; R3 (2 kV cm™, 1; R4 (2 kv cm™, 3);
R5 (7,5 kV cm™, 5); R6(5 kV cm™, 1); R7 (7,5 kV cm™, 1'); R8 (2 kV cm™, 5'); R9 (5 kV cm™, 3)
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Nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem doSlo je do smanjenja udjela
likopena, vrijednosti za tretirane uzorke priblizno su jednake (slika 13). Uzorak RO sadrzi
0,135 mg g™ s.tv. likopena, dok je najniza vrijednost za uzorke R1 i R9 (0,062 mg g™ s.tv.).
Uzorci R1 i R9 tretirani su pri naponu od 5 kV cm™, te su im pH vrijednosti priblizno sliéne i
iznose 5,54 (slika 9). pH vrijednosti utjeCu na stabilnost likopena. Ako se likopen nalazi u
uvjetima pH 2-4 doci ¢e do 96-99 % gubitka likopena u odnosu na uvjete pH 5-8 gdje su
gubitci 47-54 % (Saini i sur., 2019).

Udio B-karotena nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem takoder se smanjuje.
NajviSa vrijednost B-karotena je za uzorak RO (0,102 mg g* s.tv.), a najniza vrijednost B-

karotena je za uzorak R9 i iznosi 0,056 mg g™ s.tv.

Udio klorofila A za netretirani uzorak i za tretirane uzorke su priblizno jednake.
Najniza vrijednost je za uzorak R7 (0,001 mg g s.tv.), dok je najvi$a vrijednost za uzorak R5
(0,016 mg g™ s.tv.).

Udio klorofila B za netretirani uzorak i za tretirane uzorke su priblizno jednake te

nema vecih odstupanja. Uzorak R3 ne sadrzi klorofil B.
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Slika 14. Rezultati analize udjela karotenoida u uzorcima mrkve prije i nakon
tretmana pulsiraju¢im elektri€nim poljem
MO (netretirani uzorak); M1 (5 kV cm™, 59; M2 (7,5 kV cm™, 3"; M3 (2 kV cm™, 1Y; M4 (2 kV cm™, 39;
M5 (7,5 kV cm™, 5;: M6 (5 kV cm™, 1'); M7 (7,5 kV cm™, 1); M8 (2 kV cm™, 5); M9 (5 kV cm™, 3Y)

U kori mrkve ima vrlo malo likopena. Uzorak MO sadrzi najvisi udio likopena (0,047
mg g* s.tv.), dok uzorci M4, M6, M7, M8 i M9 ne sadrze likopen.
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Nakon tretmana pulsiraju¢im elektriénim poljem doslo je do porasta udjela B-karotena.
Najvisi udio B-karotena zabiljezen je u uzorku M7 (0,208 mg g™ s.tv.), dok je najnizi udio B-
karotena zabiljezen u uzorku MO i iznosu 0,152 mg g™ s.tv. Uzorak M7 tretiran je pri naponu

od 7,5 kV cm™ u vremenu od 1 min.

U kori mrkve nema klorofila A, u uzorku MO zabiljeZzeno je tek 0,001 mg g* s.tv.
Klorofil B se u kori mrkve takoder nalazi u niskim koncentracijama. Uzorci MO, M1, M2, M3 i

M4 sadrze priblizno 0,002 mg g™ s.tv., dok ostali uzorci (M5-M9) uopée ne sadrze klorofil B.
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Slika 15. Rezultati analize udjela karotenoida u uzorcima batata prije i nakon
tretmana pulsirajucim elektri€nim poljem
BO (netretirani uzorak); B1 (5 kV cm™, 5Y; B2 (7,5 kV cm™, 3"); B3 (2 kV cm™, 1'); B4 (2 kV cm™, 3Y);
B5 (7,5 kV cm™, 5Y; B6 (5 kV cm™, 1'); B7 (7,5 kV cm™, 1); B8 (2 kV cm™, 5; B9 (5 kV cm™, 3)

Kora batata sadrzi 0,025 mg g™ s.tv. likopena u uzorku BO, dok u ostalim uzorcima
(B1-B9) nema likopena. Udio B-karotena u kori batata prije tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim
polijem (BO) iznosi 0,192 mg g™ s.tv., dok je nakon tretmana pulsirajuéim elektri¢nim poljem
zabiljeZzeno smanjenje udjela B-karotena. Najniza vrijednost 3-karotena je u uzorcima B2, B7
i B9 (0,155 mg g’ s.tv.).

U kori batata nalaze se vrlo niske koncentracije klorofila A. U uzorcima BO, B4, B5,
B6, B7 i B8 nema klorofila A, dok se najvise klorofila A nalazi u uzorku B3 (0,006 mg g*

S.tv.).
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U netretiranom uzorku kore batata (BO) nije zabiljezen klorofil B, dok u tretiranim
uzorcima ima vrlo malo klorofila B te su udjeli priblizno jednaki. Najvisi udio klorofila B je u
uzorku B3 (0,004 mg g™ s.tv.).

b) identifikacija i kvalitativna analiza udjela karotenoida nakon HPLC analize

Prije i nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poliem HPLC analizom odredeni su

udjeli likopena i B-karotena u pokozici raj€ice te udjeli B-karotena u kori mrkve i kori batata.

Tablica 4. Rezultati analize likopena i B-karotena u uzorcima prije i nakon tretmana
pulsirajuc¢im elektriCnim poljem u uzorcima rajcice, mrkve i batata

uzorak (m“gk;'eir.]tv.) (nE gkzr'? ;etr:/) uzorak (g gkzr'? Str:/.) uzorak (n[]s gkgrloéi?/.)
RO 4.886 5.508 MO 1,083 BO 1,633
R1 1,003 1,505 M1 0,614 B1 0,679
R2 1,320 1,798 M2 0,640 B2 0718
R3 1,522 0,931 M3 0,794 B3 0,684
R4 0,964 1,458 M4 0,695 B4 0.772
R5 0,943 1,413 M5 0,852 B5 0,756
R6 0,940 1,413 M6 0,535 B6 0,604
R7 0719 1174 M7 0577 B7 0.626
RS 0918 1,389 M8 0,586 B8 0,689
RO 0768 1,214 M9 0,521 B9 0.679

Nakon tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem doslo je do smanjenja udjela likopena
i B-karotena u pokozici rajCice (tablica 4). Najvisa vrijednost likopena zabiljezena je za
netretirani uzorak (RO) te iznosi 4,886 mg g™ s.tv., dok najniza vrijednost likopena iznosi
0,7199 mg g s.tv. za uzorak R7. Najvisi udio B-karotena za pokoZicu rajéice iznosi 5,508 mg
g’ s.tv. (RO), dok je najniza vrijednost zabiliezena za uzorak R3 (0,931 mg g s.tv.).
Primjenom statistiCke analize dobivenih rezultata nije primijeéen statisticki znacajan utjecaj
parametara tretmana pulsiraju¢eg elektricnog polja na promjenu koncentracije likopena u

uzorcima (p>0,05) (tablica5i 6)

Udio B-karotena u kori mrkve za netretirani uzorak (MO) iznosi 1,983 mg g s.tv., dok
najniza vrijednost iznosi 0,521 mg g™ s.tv. za uzorak M9. Parametri tretmana pulsirajuéim
elektricnim polijem su imali statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na udio p-karotena u uzorcima kore
mrkve (p<0,05) (tablica 5).
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Slika 16. Pareto dijagram ekstrakcije B-karotena u uzorcima kore mrkve tretirane

pulsirajucim elektri€nim poljem

Pareto dijagram prikazuje statisticki zna¢ajne faktore u podrucju desno od plave linije
(slika 16) koji su poredani po zna&ajnosti: vrijeme i jakost elektricnog polja. Ovaj dijagram
moze posluziti kao vizualni prikaz prethodno izraCunatih statisticki vaznih faktora putem
ANOVE (tablica 5). Pareto dijagram prikazuje kako vrijeme tretiranja uzoraka pulsiraju¢im

elektricnim poljem ima najveéi utjecaj na ekstrakciju B-karotena iz kore mrkve.

Tretmanom pulsiraju¢im elektriénim poljiem smanjuje se udio B-karotena u kori batata.
Najvida vrijednosti je za uzorak BO (1,633 mg g™ s.tv.), dok je najniza vrijednost za uzorak B6
i iznosi 0,604 mg g s.tv. Parametri tretmana pulsiraju¢im elektriénim poliem su imali

statisticki znacajan utjecaj na udio B-karotena u uzorcima kore batata (p<0,05) (tablica 5).
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Slika 17. Pareto dijagram ekstrakcije (B-karotena u uzorcima kore batata tretirane
pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Slika 17 prikazuje Pareto dijagram ekstrakcije 3-karotena iz kore batata. 1z dijjagrama
se moze vidjeti kako je statistiCki najzna&ajniji parametar za ekstrakciju vrijeme. U statisticki
znaCajne faktore joS utjeCe kvadrat vremena te kvadrat jakosti elektricnog polja. Ovaj
dijagram takoder moZe posluziti kao vizualni prikaz prethodno izraCunatih statisticki vaznih
faktora putem ANOVE (tablica 5).
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Nakon primjene tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem doSlo je do znacajnog
porasta koncentracija ukupnih karotenoida i likopena u kori rajCice (Gonzales-Casado i sur.,
2018). Tretman pulsirajucim elektricnim poljem dovodi do povec¢anja ukupnih karotenoida
zbog aktivacije metaboli¢kog puta karotenoida te zbog povecanja mogucnosti ekstrakcije iz
uzorka pokoZice rajCice zbog permeabilizacije staniéne membrane (Gonzales-Casado i sur.,
2018).

Luengo i sur. (2014) navode da je udio likopena u pokozici rajCice veci je nego u pulpi
rajCice. Primjenom povecanog intenziteta jakosti elektricnog polja ekstrakcija likopena iz kore
je povecana. MozZe se primijetiti da je ekstrakcija karotenoida iz pokoZice rajCice povecana
primjenom pulsiraju¢eg elektricnog polja. Nakon tretmana pulsirajuéim elektri€énim poljem

doslo je do porasta udjela B-karotena u kori mrkve (tablica 4).

Luengo i sur. (2014) u svom istrazivanju koristili su jakosti polja od 3, 5i 7 kV cm™, a
najbolju ekstrakciju postigli su primjenom jakosti polja od 3 i 5 kV cm™. Poveéanje ekstrakcije
nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljiem dogada se zbog ucinka elektroporacije koji
uzrokuje propusnost staniche membrane. Povecanje propusnosti staniche membrane koja
djeluje kao polupropusna barijera olakS8ava prodiranje koristenih otapala u stanice te
uzrokuje otpustanje karotenoida koji se nalaze unutar stanice (Luengo i sur., 2014).
Primjenom tretmana pulsirajuéeg elektriénog polja sa jakosti elektriénog polja od 5 kV cm™
smanjeno je vrijeme dobivanja iste koli€ine karotenoida (600mg/100g) u netretiranim i
tretiranim uzorcima od 200 do 85 min (Luengo i sur., 2014). Primjenom napona od 5 kV cm™
dobiveno je 0,032 mg g™ s.tv. ukupnih karotenoida $to je niZe nego netretirani uzroci. Razlog
bi mogla biti bioloska raznolikost rajCice koja je dovela do nizih vrijednosti iako je

primijenjena viSa jakost polja (Pataro i sur., 2018).

Rezultati dobiveni HPLC analizom u skladu su sa spektrofotometrijski dobivenim
rezultatima zato Sto likopen predstavija vise od 80 % ukupnog sadrzaja karotenoida u

rajCicama te je to najdominantniji karotenoid u pokozici rajCice (Pataro i sur., 2018).

Osim tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem vrlo vaznu ulogu u procesu ekstrakcije
ima i odabir otapala. Aceton je polarno otapalo, a heksan je nepolarno otapalo te je cilj bilo
ekstrahirati karotenoide iz obje faze. Prilikom procesa ekstrakcije do$lo je do smanjenja
udjela likopena u pokozici rajcice (tablica 4). Udio p-karotena u pokozici rajCice i kori batata
se smanjivao tretmanom pulsiraju¢im elektri€cnim poljem, dok se udio B-karotena za koru
mrkve povecavao prilikom tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem. Unato¢ kompaktnosti
bilinog tkiva, aceton je dobro otapalo za ekstrakciju jer moze prodrijeti u netaknute biljne

stanice pokozice rajCice gdje se nalaze karotenoidi te ih moze otopiti (Pataro i sur., 2018).
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Maseni udio karotenoida u kori batata za netretirane uzorke kre¢e se od 12 do 19,67
mg/ 100 g (Seregelj i sur., 2020). U netretiranom uzorku kore batata (B0) udio B-karotena je
0,192 mg g*s. tv.

4.1.5. Odredivanje  udjela  ukupnih  polifenola  spektrofotometrijskom i
kromatografskom metodom
a) spektrofotometrijska metoda

Prije i nakon tretmana pulsirajué¢im elektri€nim poljem spektrofotometrijski je odreden

udio ukupnih fenola u uzorcima pokozice rajCice, kore batata i kore mrkve (slika 18).
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Slika 18. Rezultati analize udjela ukupnih polifenola u uzorcima prije i nakon tretmana
pulsiraju¢im elektri¢nim poljem u uzorcima rajCice, mrkve i batata
0 (netretirani uzorak); 1 (5 kV cm™, 5% 2 (7,5 kV cm™, 3‘2; 3 (2kV cm™, 1?; 4 (2 kv cm™, 3% 5(7,5kV
cm™, 5);6 (5kvem™, 1Y); 7 (7,5 kV ecm™, 1); 8 (2 kV cm™, 5Y; 9 (5 kV cm™, 3Y)

Iz dobivenih rezultata na slici 18 vidljivo je znacajno povecanje udjela fenola u
uzorcima nakon tretmana pulsiraju¢im elektri€énim poljem. NajviSe vrijednosti zabiljezene su
prilikom ekstrakcije spojeva iz kore mrkve. Netretirani uzorak mrkve ima najniZu vrijednost
udjela ukupnih fenola (1,1497 mg g™ s.tv.), a najviSu vrijednost udjela ukupnih fenola ima
uzorak M9 (8,6272 mg g™ s.tv.). Kod pokoZice rajdice te kore batata zabiljeZen je porast

udjela ukupnih fenola u odnosu na netretirani uzorak, no povecanje nije toliko kao kod kore
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mrkve. Kod pokoZice rajéice za uzorak R3 (1,9551 mg g’ s.tv.) zabiljeZzen je nizi udio
ukupnih fenola u odnosu na RO (2,0423 mg g™ s.tv.). Kod kore batata vrijednosti udjela
ukupnih fenola za tretirane uzorke kre¢u se izmedu 3i4 mg g™ s.tv.

b) identifikacija i kvalitativha analiza udjela fenolnih spojeva nakon HPLC analize

Prije i nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem HPLC analizom odreden je udio
fenolnih kiselina u uzorcima pokoZice raj€ice (slika 19), kore mrkve (slika 20) te kore batata
(slika 21).
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ukupni derivati kvercetin-3-glukozida B ukupni derivati ferulinske
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Slika 19. Rezultati analize fenolnih spojeva u uzorcima rajCice prije i nakon tretmana
pulsirajuc¢im elektri€nim poljem
RO (netretirani uzorak); R1 (5 kV cm™, 5Y; R2 (7,5 kV cm™, 3"); R3 (2 kV cm™, 1'); R4 (2 kV cm™, 3";
R5 (7,5 kV cm™, 5); R6(5 kV cm™, 1); R7 (7,5 kV cm™, 1); R8 (2 kV cm™, 5'); R9 (5 kV cm™, 3)

Nakon tretmana pulsirajuéim elektriCnim poliem u pokozici rajCice pronadene su
brojne fenolne kiseline (slika 19). U netretiranom uzorku najviSe ima galne kiseline i
kvercetin-3-glukozida (0,549 mg g s.tv.) te Q-3-glukoze (0,405 mg g™ s.tv.), dok luteolina
ima najmanje, svega 0,037 mg g™ s.tv.
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Slika 20. Rezultati analize fenolnih spojeva u uzorcima mrkve prije i nakon tretmana
pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
MO (netretirani uzorak); M1 (5 kV cm™, 5% M2 (7,5 kV cm™, 39; M3 (2 kV cm™, 1; M4 (2 kV cm™, 3);
M5 (7,5 kV cm™, 5): M6 (5 kV cm™, 1'); M7 (7,5 kV cm™, 1); M8 (2 kV cm™, 5); M9 (5 kV cm™, 3Y)

U kori mrkve (slika 20) u netretiranom uzorku ima najviSse klorogenske fenolne
kiseline (0,185 mg g™ s.tv.), a najmanje ima p-kumarinske fenolne kiseline (0,009 mg g™
s.tv.). Nakon tretmana pulsiraju¢im elektri¢nim poljem u kori mrkve doslo je do porasta udjela
klorogenske, p-kumarinske i ferulinske fenolne kiseline. Najznacajniji je porast ferulinske

kiseline u uzorku M9 (0,884 mg g™ s.tv.).
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Slika 21. Rezultati analize fenolnih spojeva u uzorcima batata prije i hakon tretmana

BO (netretirani uzorak); B1 (5 kV cm™, 5; B2 (7,5 kV cm™, 3); B3 (2 kV cm™, 1); B4 (2 kV cm™, 3Y);
B5 (7,5 kV cm™, 5; B6 (5 kV cm™, 1); B7 (7,5 kV cm™, 1'): B8 (2 kV cm™, 5Y; B9 (5 kV cm™, 3)
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Udio klorogenske kiseline u netretiranom uzorku i tretiranim uzorcima kore batata
priblizno je jednak i nije se znacCajno promijenio (slika 21). Primjerice, za netretirani uzorak
BO iznosi 5,326 mg g* s.tv., dok za uzorak B6 iznosi 5,342 mg g’ s.tv. Udio kafeinske
fenolne kiseline tretmanom pulsiraju¢im elektricnim poljem raste. Najnizi udo kafeinske
kiseline je za uzorak BO (0,565 mg g™ s.tv.), a najvisi za uzorak B6 (0,782 mg g™ s.tv.). Udio
kamferola takoder je u porastu nakon tretmana pulsirajuéim elektri¢nim poljem, najvisi je za
uzorak B6 (0,809 mg g™ s.tv.). Uzorak B6 tretiran je pri naponu 5 kV cm™ u vremenu trajanja
od 1 min. Neposredno nakon tretmana pulsirajuéim elektricnim poljem mrkve je imala
smanjen udio ferulinske kiseline (56,3 %), protokatehinske kiseline (78,1 %) i p-kumarinske
kiseline (42,3 %) u usporedbi s netretiranim uzorcima mrkve (Lopez-Gamez i sur., 2020).

Na slici 18 prikazan je udio ukupnih fenolnih spojeva u pokozici raj€ice, kori mrkve i
kori batata prije i nakon tretmana pulsiraju¢im elektri€cnim poljem, dok je na slikama 19, 20 i
21 prikazan udio pojedinih fenolnih kiselina u navedenim uzorcima. 1z navedenog se moze
zakljuCiti da rezultati odredeni spektrofotometrijski prate rezultate dobivene nakon HPLC
analize. Najznacajniji je porast ukupnih fenola u kori mrkve, odnosno pojedinih fenolnih

kiselina odredenih HPLC analizom.

Glavne fenolne kiseline u pokoZici rajice su kafeinska, katehinska, galna, i

vanilinska. (Elbadrawy i Sello, 2011).

U kori batata nalazi se vec¢i udio fenolnih spojeva, nego u ekstraktima gomolja zato
Sto su fenolni spojevi uglavnom koncentrirani u epidermalnom i subepidermalnom sloju

biljaka zbog uloge zaétite protiv UV zragenja (Seregelj i sur., 2020).

4.1.6. Odredivanje sadrzaja antioksidacijske aktivnosti

Na slici 22 prikazana je antioksidacijska aktivnost uzoraka pokozice rajCice, kore
mrkve i kore batata. UoCeno je kako ja najvida vrijednost zabiljeZzena kod netretiranog uzorka
kore batata (B0), dok je najniza vrijednost zabiljezena kod netretiranog uzorka kore mrkve
(MO). Kod uzoraka pokozZice rajCice te kore mrkve zabiljeZzen je porast vrijednosti %
redukcije. % redukcije za netretirani uzorak RO iznosi 75,11 %, dok je za tretirani R9 uzorak

% redukcije 90,48 %. Kod uzoraka kore batata zabiljezen je pad % redukcije.
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Slika 22. Rezultati analize antioksidacijske aktivnosti u uzorcima prije i nakon
tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem u uzorcima rajCice, mrkve i batata
0 (netretirani uzorak); 1 (5 kV cm™, 5"; 2 (7,5 kV cm™, 3);3 (2kv cm™, 1);4 (2kV cm™, 3); 5 (7,5 kV
cm™, 5);6 (5kVem™, 1); 7 (7,5kvVem™, 1); 8 (2kV ecm™, 5); 9 (5 kV cm™, 3)

Sto je veéa jakost polja, veéa je antioksidacijska moé¢ uzoraka pokozice rajSice
(Pataro i sur., 2018). Uzorak rajCice (R7) koji je tretiran s najviSsom vrijednost jakosti polja
(7,5 kV cm?) ima najveéu antioksidacijsku moé (93,10 %). Najvise antioksidacijsko
djelovanje pronadeno je u pokozici rajCice (Salni i sur., 2019). Elbadrawy i Sello (2011)
takoder su dobili visoke vrijednosti postotka redukcije. Nakon provedene reakcije s DPPH
dobili su vrijednosti za uzorke pokozZice rajCice od 97,23 %, 97,07 % te 86,30 % za

netretirane uzorke.

Nakon rekacije s DPPH dolazi do promjene boje $to ukazuje na potencijal iS¢enja
ekstrakta antioksidansa zbog sposobnosti doniranja vodika. Sposobnost hvatanja slobodnih
radikala povezana je sa reakcijom supstitucije hidroksilnih skupina u aromatskim prstenima
fenola. (Elbydrawy i Sello, 2011).
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Tablica 5. Analiza varijance parametara pulsirajuceg elektricnog polja (A: jakost elektricnog polja, B: vrijeme) na ekstraciju bioaktivnih
komponenti

A B AA BB AB
Uzorak
f p f p f p f p f p
likopen® 035 | 05937 | 023 | 06671 | 057 | 05066 | 000 | 09767 | 2,04 | 02481
B-karoten’ 0,83 | 04293 | 1,40 | 03214 | 001 | 09357 | 093 | 04050 | 0,16 | 0,7141
rajcica
ukupni fenoli 2 3,75 | 01483 | 005 | 08422 | 050 | 05291 | 005 | 08417 | 3,10 | 0,1767
antioksidacijska | 35 | 594 046 | 05433 | 023 | 06623 | 004 | 08491 | 1,40 | 03223
aktivnost
B-karoten’ 001 | 09427 | 361 | 01537 | 3648 | 00091 | 3,42 | 01671 | 5925 | 0,0046
mrkva . .2
ukupni fenoli 000 | 09921 | 283 | 01912 | 2,81 | 01922 | 0,014 | 07330 | 001 | 09161
antioksidacijska | 26| 4465 | 005 | 08449 | 000 | 09910 | 134 | 03312 | 006 | 08294
aktivnost
B-karoten® 077 | 04449 | 16,76 | 00264 | 1305 | 00364 | 11,4 | 00432 | 891 | 00584
batat ukupni fenoli 2 097 | 03983 | 1,19 | 03556 | 3,65 | 01520 | 1,02 | 03878 | 005 | 0,8325
antioksidacijska | o os | 08401 | 000 | 09674 | 001 | 09445 | 009 | 07793 | 038 | 05814
aktivnost

THPLC analiza; >UV/VIS
statistiCka znacajnost p<0,05
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Tablica 6. StatistiCki parametri regresije i analize fizikalno-kemijskih parametara uzoraka

R-kvadratna vrijednost Standardna
Uzorak °
(%) pogreska
likopen 51,5430 0,2895
beta-karoten 52,6704 0,2719
rajCica
ukupni fenoli 71,2656 0,1907
antloksldacuska 45,3744 6.3231
aktivnost
beta-karoten 97,1634 0,0314
mrkva ukupni fenoli 65,8781 0,6861
antloks_ldacuska 42,3297 0.1916
aktivnost
beta-karoten 94,4328 0,0209
batat ukupni fenoli 69,6142 0,2364
antioksidacijska
aktivnost 15,0024 5,6078

Tablica 5 je primjer analize varijance s dva promjenjiva faktora (vrijeme i jakost
elektricnog polja). P-vrijednost je manja od 0,05 za vrijeme tretiranja za ekstrakciju B-
karotena iz kore batata, za kvadrat jakosti elektricnog polja za ekstrakciju 3-karotena iz kore
mrkve i batata, za kvadrat vremena za ekstrakciju B-karotena iz kore batata te za umnozak

vremena i jakosti elektri¢nog polja za ekstrakciju B-karotena iz kore mrkve.

Tablica 6 Prikazuje R-kvadratnu vrijednost te standardnu pogre$ku za uzorke
pokoZice rajCice, kore mrkve i kore batata nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem. R-
kvadratna vrijednost objasnjava 97,1634 % varijabilnosti u prinosu ukupnog B-karotena iz

kore mrkve te 94,4328 % varijabilnosti u prinosu ukupnog 3-karotena iz kore batata.

Casado i sur. (2018) proveli su istraZivanje u kojem su pratili promjene karotenoida u
pokozici rajCice nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem. Maksimalna koncentracija
likopena postignuta je kada su rajcice bile podvrgnute najintenzivnijem tretmanu pulsiraju¢eg
elektriénog polja. Tretman je proveden pri jakosti elektricnog polja od 2 kV cm™ te s 30
pulseva, a udio likopena iznosi 0,607 mg g™ s. tv. Povecanje sadrZaja likopena povezano je s
poboljSanjem ekstrakcije unutarstani¢nih komponenti kao rezultat elektroporacije (Casado i
sur., 2018). Medutim, tretmani pulsiraju¢im elektricnim poljem povezani su sa selektivnim
ostecenjem stani¢nih membrana $to moze dovesti do reverzibilnog ili ireverzibinog stvaranja

pora pa se ovisno o intenzitetu tretmana udio likopena povecava i smanjuje. Tretmani koji
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koriste jakost elektricnog polja 0,4-2 kV cm™ su doveli do poveéanja sadrzaja likopena
(Casado i sur., 2018). PokozZica rajcice koja je tretirana pri visim vrijednostima jakosti polja
ima nizi udio likopena u sastavu (tablica 4), a da bi se udio likopena povec¢avao potrebno je
koristiti nize vrijednosti jakosti elektricnog polja. Karotenoidi imaju koristan uc€inak na zdravlje
zbog svog antioksidacijskog kapaciteta, odnosno mogu brzo =zastititi biomolekule od
oksidacije. Nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem povecana je antioksidacijske

aktivnost (Luengo i sur., 2014.)

Promjene ukupnog sadrZaja polifenola u pokoZici raj€ice pripisuju se promjenama u
nekim pojednaénim spojevima te je u korelaciji sa udjelom ferulinske ili klorogenske kiseline.
Uzorak rajéice koji je tretiran pri 1,2 kV cm™ sadrzi visok udio ukupnih polifenola te
karotenoida, dok rajéica koja je tretirana pri 2 kV cm™ sadrzi nizi udio ukupnih polifenola.
Koncentracija ferulinske kiseline viSe su u tretiranim uzorcima, nego u netretiranim uzorcima
(Queralt i sur., 2013). Nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poliem doslo je do porasta

sadrzaja ukupnih polifenola te ferulinske ili klorogenske kiseline (Vallverdu i sur., 2013).

Nakon HPLC analize u pokozici raj€ice, kori mrkve i kori batata pronadene su visoke
koncentracije klorogenske kiseline. Sadrzaj klorogenske kiseline u netretiranoj pokoZici
rajéice iznosio je 0,335 mg g™ s.tv., dok se nakon primjene tretmana pulsiraju¢eg elektriénog
polja s naponom od 0,4 kV cm™ udio klorogenske kiseline poveéao na 0,843 mg g™ s.tv.
(Vallverdu i sur., 2013). Klorogenska kiselina jedna je od najrasprostranjenijin polifenolnih
kiselina jer se nalazi u razli€itim namirnicama te ima antioksidativha svojstva (Naveed i sur.,
2018). Klorogenska kiselina ima nekoliko zdravstvenih prednosti kao sredstvo protiv
hipertenzije. Provedena su brojna istrazivanja koja potvrduju da konzumiranje namirnica koje
sadrze klorogensku kiselinu utje€e na smanjenje krvnog tlaka bez Stetnih u€inaka (Naveed i
sur., 2018).

p-kumarinska kiselina jedna je od najvaznijih fenolnih kiselina koja ima antimikrobno i
antikancerogeno djelovanje te je jedna od najznacajnijih protuupalnih sastojaka hrane (Boz,
2015). p-kumarinska kiselina Stiti od pojave src€anih bolesti jer smanjuje lipidnu peroksidaciju
te oksidaciju kolesterola, a antimikrobni ucinak p-kumarinske kiseline povecava se sa

smanjenjem pH vrijednosti (Boz, 2015).

Primjena pulsirajuceg elektricnog polja izazvala je porast p-kumarinske te ferulinske
kiseline u kori mrkve. Nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem udio p-kumarinske
kiseline se poveéao s 0,043 mg g™ s.tv. na 0,094 mg g™ s.tv. (Lopez-Gamez i sur., 2021).
Promjene u udjelu fenola nakon tretmana pulsirajuc¢im elektri¢nim poljem teSko je objasniti
zbog heterogenosti i sloZzenosti kemijskih spojeva. Medutim, udjeli spojeva vec¢e molekulske

mase kao Sto je kafeinska kiselina nisu se promijenili nakon tretmana, dok se udio p-
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kumarinske kiseline nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem poveéao. Na navedene
razultate su utjecale mikrostrukturne modifikacije koje su dovele do otpustanja bioaktivnih
spojeva iz matriksa tkiva, ali potrebna su daljnja istraZivanja za razumijevanje i istraZivanje

promjena izazvanih pulsiraju¢im elektricnim poljem (Lopez-Gamez i sur., 2021).
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata na izolaciju bioaktivnih komponenti iz nusproizvoda

povréa primjenom predtretmana pulsirajuceg elektricnog polja moze se zakljuéiti sliedece:

1. Uzorak R5 osim $to ima najvidu elektriénu provodljivost (747 S cm™) ima najvisi udio
ukupnih fenolnih spojeva (2,437 mg g' s.tv.), uzorak M9 kojem je elektriéna
provodljivost 971 uS cm™ takoder ima najvisi udio fenolnih spojeva (8,627 mg g™
s.tv.), a uzorak B2 s elektrinom provodljivodéu 1516 S cm™ sadrzi 3,629 mg g™ s.tv.

ukupnih fenolnih spojeva.

2. Netretirani uzorak pokozZice raj¢ice (RO) koji ima najviSu vrijednost parametra a*
(27,74) te parametra b*(137,43) ima najvedéi udio likopena (0,135 mg g s.tv.), blize je
crvenoj boji. Netretirani uzorak mrkve (MO) sadrzi najnizi udio B-karotena (0,152 mg
g™ s.tv.) te su mu vrijednosti parametra a* (9,07) i b*(136,98) najvise. Uzorak kore
batata (B2) ima najnizi udio B-karotena (0,155 mg g™ s.tv.) te najnizu vrijednost
parametra a* (-8,77). Uzorak s najviSom vrijednosti parametra b* (M7) sadrzi najvisSi

udio B-karotena (0,208 mg g™ s.tv., odnosno bliZe je zelenoj boji.

3. Netretirani uzorak mrkve (M0) sadrzi najnizu vrijednost udjela ukupnih fenola (1,1497
mg g s.tv.), dok uzorak M9 sadrzi najvi$i udio ukupnih fenola (8,6272 mg g™ s.tv.).
od ega 0,884 mg g™ s.tv. ukupnog derivata ferulinske kiseline. Najvisi udio ukupnih
fenolnih kiselina zabiljezen je za uzorak B1 (4,613 mg g™ s.tv.), a uzorak B1 takoder
sadrzi najvi$i udio ukupnog derivata klorogenske kiseline (5,816 mg g™ s.tv.). Kod
pokoZice rajgice za uzorak R3 (1,9551 mg g™ s.tv.) zabilieZen je nizi udio ukupnih
fenola u odnosu na RO (2,0423 mg g™ s.tv.) U netretiranom uzorku pokoZice rajéice

(R0) najvise ima galne kiseline i kvercetin-3-glukozida (0,549 mg g™ s.tv.).
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