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6.POPIS LITERATURE



1. UVOD

Industrija proizvodnje vina generira ogromne koli¢ine nusproizvoda, medu kojima je
najistaknutija grozdana komina koja se sastoji od sjemenki, pokozice i peteljki grozda (Costa
i sur., 2019). Ovaj otpad je bogat polifenolnim spojevima i sekundarnim biljnim metabolitima,
s potencijalno pozitivnim u€incima na zdravlje ljudi (Antoni¢ i sur., 2020). Reciklirajuéi ovaj
otpad kao sirovinu za izoliranje bioloski aktivnih spojeva, moguce je povecati isplativost
proizvodnje smanjenjem koli¢ine otpada i stvaranjem dodatne vrijednosti. Potpuno
iskoridtavanje ovog nusproizvoda korisno je i za smanjenje zagadenja okolida i postizanje
odrzivosti u prehrambenoj industriji (Cai i sur., 2021).

Da bi se bioloSki aktivne tvari iz ovog nusproizvoda mogle Koristiti u prehrambenoj industriji,
potrebno je identificirati ekstrakcijska otapala koja su bezopasna za ljudsku konzumaciju, a
istovremeno omogucavaju dobivanje ekstrakata koji su odmah primjenjivi. U posljednje
vrijeme, predstavljena su prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (eng. Natural Deep
Eutectic Solvents, NADES) kao mogudi izbor otapala za primjenu u prehrambenoj industriji,
koja su kombinacija prirodnih primarnih metabolita, poput Se¢era, aminokiselina ili poliola, Cija
je konzumacija smatrana sigurnom za ljudsku prehranu (Pani¢ i sur., 2019).

Cili ovog rada je pripremiti ekstrakte lavande u multikomponentnom NADES otapalu,
okarakterizirati ekstrakt te ispitati njegov utjecaj na antioksidacijsku stabilnost na sobnoj

temperaturi u sirovim kolacima na bazi suhog voc¢a s dodatkom komine grozda i datulje.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Zelena ekstrakcija

U mnogim industrijama koriste se razna otapala za ekstrakciju évrstih komponenti, prijenos
tvari i topline, te za odvajanje i €iS¢éenje proizvoda. Medutim, smatra se da hlapljiva organska
otapala mogu uzrokovati brojne Stetne ekoloske posljedice, kao $to su globalno zatopljenje,
zagadenje zraka, degradaciju ozonskog omotaca, te utjecaj na ljudsko zdravlje. Vecina
tradicionalno koristenih organskih otapala su toksi¢na, zapaljiva i korozivna, a njihovo
ponovno koristenje i regeneracija Cesto zahtijevaju energetski intenzivnu destilaciju s velikim
gubicima (Radovi¢ i sur., 2021). Danasnja potreba za ekstraktima bioloski aktivnih spojeva
naj¢esce se zadovoljava ekstrakcijom uz upotrebu organskih otapala poput metanola, etanola
i acetona (Chen i sur., 2019).

Kemicar P. T. Anastas je 1991. godine istaknuo je potrebu za smanjenjem upotrebe Stetnih
otapala i pronalaskom novih, ekoloski prihvatljivih i sigurnih otapala koja se mogu reciklirati.
Ovo je pokrenulo program zvan zelena kemija, koji tezi postizanju ravnoteze izmedu
ekonomskih i ekoloSkih zahtjeva tijekom proizvodnje raznih industrijskih kemikalija (Radovi¢ i
sur., 2021). Upravo je jedan od kljuénih segmenata zelene kemije zelena ekstrakcija koja
podrazumijeva dizajniranje procesa ekstrakcije na nacin da se smanji potroSnja energije,
omoguci upotreba alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih proizvoda, te se osigura siguran
i visokokvalitetan proizvod. S obzirom na rastucu potraznju za odrzivim i zelenim procesima,
razvoj zelenih otapala postaje glavni prioritet za postizanje sigurnijin metoda ekstrakcije
(Morgana i sur., 2022).

U skladu s principima zelene kemije, alternativha otapala trebaju biti usmjerena na sigurnost
radnika (netoksi¢nost, nekancerogenost, nemutagenost), sigurnost procesa (nezapaljivost,
neeksplozivnost, nehlapljivost), sigurnost okoliSa (ekotoksi¢nost, biodegradabilnost,
nepostojanost) i odrzivost procesa (recikliranje i moguc¢nost ponovne upotrebe). Zbog toga bi
istrazivaci trebali razmatrati upotrebu novih netoksi¢nih otapala koja zadovoljavaju GRAS
(eng. Generally Recognised as Safe) status. Medu njima se istiCu ionske kapljevine,
superkriti¢ni fluidi, fluorirana otapala, te otapala dobivena iz prirodnih ili obnovljivih izvora (kao
8to su niskotemperaturna eutekticka otapala i otapala na bazi glicerola) (Radovi¢ i sur., 2021).
UnatoC prednostima ionskih kapljevina, koje su nezapaljive, nehlapljive i lako se recikliraju,
one su na bazi nafte, 8to utjeCe na njihovu sigurnost i prikladnost za primjenu u prehrambenoj
industriji (MiSan i sur., 2020). Nedavno su se niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep
Eutectic Solvents, DES) pocela koristiti kao nova i zelena alternativa ionskim kapljevinama
(Chen i sur., 2019).



2.1.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

Upotreba niskotemperaturnih eutektiCnih otapala (DES), zelenih otapala na bazi prirodnih
sastojaka, smatra se potencijalnom, ekoloSki prihvatljivom alternativom tradicionalnim
organskim otapalima (Misan i sur., 2020). DES-ovi su pokazali Siroku primjenu u razli€itim
podruéjima poput elektrokemije, organske sinteze, (bio)katalize, biotehnologije, prehrambene
tehnologije, farmaceutskog inzenjerstva i biomedicine (Radovi¢ i sur., 2021). Ova zelena
otapala privlaCe znanstvenike zbog svojih povoljnih fizikalno-kemijskih svojstava poput
tekuceg stanja na Sirokom temperaturnom rasponu, zanemarive hlapljivosti, biorazgradivosti,
kemijske i toplinske stabilnosti, nezapaljivosti, netoksi¢nosti (Pani¢ i sur., 2021; MiSan i sur.,
2020). DES-ovi su eutektiCke smjese sastavljene od prirodnih metabolita koji se nalaze u

bilinim i ljudskim stanicama ili mikroorganizmima (Morgana i sur., 2022).
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Slika 1. Kemijske strukture razli¢itih tvari koje mogu biti sastavne komponente prirodnih

eutekticnih otapala (Paiva i sur., 2014).

DES je smjesa dva ili viSe metabolita koje su medusobno povezane vodikovim vezama, a
karakterizira ga eutekti¢nost, odnosno ima temperaturu talista koja je znatno niza od
temperature taliSta njegovih sastavnih komponenti (Palmelund i sur., 2019). To je rezultat
delokalizacije naboja koja ometa sposobnost kristalizacije kod jakih medumolekulskih
interakcija (Radovi¢ i sur., 2021). DES-ovi se mogu jednostavno sintetizirati mijeSanjem

akceptora vodikove veze (HBA) i donora vodikove veze (HBD) u odredenom stehiometrijskom



omjeru, uz zagrijavanje i mijeSanje na atmosferskom tlaku dok se ne dobije homogena smjesa.
Najces¢ée koristeni HBA su kvaterne amonijeve soli (npr. kolin klorid), dok HBD mogu biti urea,
etilen glikol, glicerol, Seceri, aminokiseline i karboksilne kiseline (Pani¢ i sur., 2021; Chen i
sur., 2019). Ako su DES-ovi pripremljeni od organskih kiselina, aminokiselina, Sec¢era ili uree,
spojevi prikazani na slici 1, oni se nazivaju prirodnim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima (NADES). Njihova prednost u odnosu na ionske kapljevine i DES-ove lezi u manjoj
toksi¢nosti, pozitivnijem utjecaju na okoli§ i veéoj odrzivosti. Osim toga, njihova je priprema
jeftina, mogu se reciklirati i sastojci za pripremu lako su dostupni u prirodi (MiSan i sur., 2020).
NADES-i se mogu pripremiti koriste¢i razne fizikalne metode, ukljucujuéi isparavanje,
zagrijavanje uz mije$anje, susenje smrzavanjem, mljevenje, zagrijavanje uz pomoc ultrazvuka
i mikrovalova (Mi8an i sur.,, 2020). Ipak, naj¢eSée se koristi metoda pripreme NADES-a
zagrijavanjem uz mijeSanje. Ova metoda ne samo da je ekonomina, ve¢ omogucava i
jednostavno odrzavanje konstantne temperature i formiranje NADES-a, Sto je od velike
vaznosti kada se koriste termicki nestabilne komponente (Radovié¢ i sur., 2021; MiSan i sur.,
2020).

2.1.2. Svojstva eutektic¢nih otapala

Jedna od kljuénih karakteristika DES-ova je njihova mogucnost upotrebe kao otapala za
ekstrakciju Sirokog spektra razli¢itih molekula. Primjena DES-ova u ekstrakciji ovisi o njihovim
fizikalno-kemijskim svojstvima, poput toCke taljenja, viskoznosti, gustoce, polarnosti i pH-
vrijednosti, koja su pak ovisna o strukturi i medumolekulskim interakcijama komponenti DES-
a (Misan i sur., 2020).

Gusto¢a DES-ova obi¢no je vecéa od gustoée vode i uobi¢ajenih organskih otapala (kao $to su
etanol, metanol, n-heksan, itd.) i varira od 1,1 do 1,4 g/cm3 (Radovi¢ i sur., 2021). Osim toga,
viskoznost DES-ova generalno je veca od viskoznosti standardnih organskih otapala na
sobnoj temperaturi (ve¢a od 0,1 Pa s) zbog smanjene pokretljivosti slobodnih grupa pod
utjecajem jakih medumolekulskih interakcija te zbog malih praznina u strukturi (Hansen i sur.,
2020). Priroda komponenti koje ¢ine DES utjeCe na njegovu pH-vrijednost. Otapala sa
organskom kiselinom kao donorom vodikove veze su kiseli (pH < 3), dok su otapala koja
sadrze amid kao donor vodikove veze bazi¢na (pH > 8) (Radovic¢ i sur., 2021). S obzirom na
polarnost, najéesce koriSteni DES-ovi su polarni, pri ¢emu su otapala na bazi organskih
kiselina najpolarnija, dok su ona na bazi Secera i poliola najmanje polarna (Mi8an i sur., 2020).
DES-ovi se smatraju ekoloski sigurnima i netoksi¢nim zelenim otapalima. No, vazno pitanje
za njihovu komercijalnu primjenu jest njihov toksikoloski utjecaj na razliCite zive organizme. To

se odnosi na toksi¢nost i biorazgradivost DES-ova, gdje se pretpostavlja da su ova otapala



sigurna na temelju podataka o njihovoj kemijskoj prirodi, odnosno toksi¢nosti pojedinaénih
komponenti od kojih se sastoje (ve¢inom iz prirodnih izvora) (MiSan i sur., 2020). Vecina
ispitivanih NADES-a smatra se biorazgradivima jer su komponente koje €ine takva otapala
primarni metaboliti (aminokiseline, Seceri, itd.), koje razli€iti prirodni organizmi mogu razgraditi
(Radovic¢ i sur., 2021).

2.1.3. Primjena eutekti¢kih otapala u ekstrakciji bioloski aktivinih spojeva

U posljednjim godinama, DES-ovi su intenzivno prou€avani u razli€itim podrucjima: (1)
elektrokemiji, zahvaljujuci njihovoj elektri¢noj provodljivosti; (2) sintetskoj kemiji i (bio)katalizi,
zbog sposobnosti otapanja organskih i anorganskih spojeva; (3) biotehnologiji i prehrambenoj
tehnologiji, u procesima ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz prirodnih izvora, obradi
lignoceluloznih materijala, te proizvodnji biodizela; (4) procesima separacije; (5)
farmaceutskom inZzenjeringu, za razvijanje novih formulacija aktivnih farmaceutskih sastojaka
kao jedne od komponenti THEDES-a; (6) biomedicini, kao sredstvo za oCuvanje biolo&kih
molekula i materijala i dr.(Radovi¢ i sur., 2021).

Dizajniranje zelenih i odrzivih metoda ekstrakcije zahtijeva otapala koja pruzaju efikasnu,
sigurnu, odrzivu i ekonomi¢nu alternativu tradicionalnim otapalima. To bi takoder trebalo
ukljuciti smanjenje potrebne energije u koracima prociS¢avanja ekstrakata. Ekstrakti koji su
odmah spremni za upotrebu, a koji se mogu direktno primjenjivati u razliitim prehrambenim,
kozmetickim, agrokemijskim i farmaceutskim proizvodima, su pozeljni jer izbjegavaju dodatne,
skuplje korake prociS¢avanja (Pani¢ i sur., 2021; MiSan i sur., 2020). Ocekuje se da se takvi
ekstrakti mogu proizvesti pomoc¢u NADES-a, s obzirom na to da su njegove komponente
prirodno prisutne i dio su nase svakodnevne prehrane (Pani¢ i sur., 2019), Sto predstavlja
veliku prednost u usporedbi s tradicionalnim otapalima te su NADES otapala sastavni dio

finalnog proizvoda — ekstrakta (Midan i sur., 2020).

2.2. Otpad vinske industrije — komina grozda

lako se proizvodnja vina tradicionalno smatrala ekoloski prihvatljivim postupkom, sama
proizvodnja zahtijeva veliku koli€inu resursa poput vode, gnojiva i organskih dodataka te
stvara znatne koli€ine nusproizvoda i otpada (Bordiga i sur.,, 2019; Costa i sur., 2019).
Valorizacijom komine grozda, otpadom vinarske industrije, proces proizvodnje vina moze biti
poboljSan kroz iskoriStavanje bioloski aktivnih spojeva iz komine, ¢ime se stvara dodatna
ekonomska vrijednost i smanjuje negativan ekoloski utjecaj (Sokac i sur., 2022).

Komina grozda se tradicionalno koristila u proizvodniji raznih destilata, kao gnoijivo ili dodatak
sto€noj hrani (Caponio i sur., 2022; Bordiga i sur., 2019). Medutim, prisutnost polimernih

polifenola (lignina) ograniava njenu probavljivost jer inhibiraju celuloliti¢ke i proteolitiCke



enzime, kao i rast bakterija buraga (Fontana i sur., 2013). Osim toga, odlaganje velikih koli¢ina
komine na odlagalista tijekom sezone berbe moze imati negativne ucinke na biorazgradnju
zbog polifenola koji smanjuju pH-vrijednost i inhibiraju mikrobioloSku razgradnju (Antonic i
sur., 2020; Bordiga i sur., 2019).

Slika 2. Komina grozda ( Anonymous 1, 2016)

S druge strane, komina grozda, na slici 2, sadrZi znaCajne koli¢ine tvari koje se mogu
ekstrahirati i izolirati, a istovremeno su korisne za zdravlje (Panic¢ i sur., 2019). Glavne
komponente komine grozda su pokozice, sjemenke, petelike i ostatak pulpe (Bordiga i sur.,
2019; Costa i sur., 2019). Kominu karakteriziraju pretezno dijetalna vlakna, posebno glikan,
celuloza i pektin, te polifenolni spojevi koji ostaju u komini nakon procesa proizvodnje vina
(Antoni¢ i sur., 2020) zbog nepotpune ekstrakcije (Corréa i sur., 2017), naglasavajuéi mogucu
nutritivnu vrijednost komine grozda kao dodatka prehrani (Fontana i sur., 2013). OkoliSni
Cimbenici poput sorte, sadnje i uzgoja, kao i nacin prerade grozda u proizvodniji vina, mogu
utjecati na kemijski sastav komine. Unato¢ intenzivnim procesima tijekom prerade grozda
(npr. preSanje), kemijski sastav komine, posebno u pogledu sadrzaja bioloski aktivnih spojeva,
ne mijenja se znacajno. Stoga, velika koli¢ina bioaktivnih molekula ostaje u ovom

nusproizvodu (Punzo i sur., 2021; Dabeti¢ i sur., 2020).

2.2.1. Komina grozda kao izvor polifenola

Komina grozda karakterizirana je velikim koli¢inama polifenola zbog nepotpune ekstrakcije
tijekom procesa proizvodnje vina (Antoni¢ i sur., 2020; Fontana i sur., 2013). Polifenoli su

jedna od najbrojnijih i najrasprostranjenijih skupina prirodnih tvari u biljnom svijetu. Trenutno



je poznato viSe od 8000 razli€itih polifenolnih struktura. Ovi spojevi su sekundarni metaboliti
biljaka i njihova primarna funkcija je zastita biljaka od patogena i UV zracenja. Polifenolni
spojevi postoje u razliCitim oblicima spojeva, kao §to su flavonoidi, fenolne kiseline,
antocijanini, tanini, lignani i stilbeni (Cai i sur., 2021). Fenolni spojevi sadrzani u grozdu i vinu
opcenito se mogu klasificirati u tri skupine: fenolne kiseline (benzojeva i hidroksicimetna
kiselina), jednostavni flavonoidi (katehini, flavonoli i antocijani) te tanini i proantocijanidini
(Sokac i sur.,, 2022). Medu fenolnim spojevima grozda najzastupljeniji su antocijanini,
hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina (posebno esteri vinske kiseline), flavonoli, flavan-
3-oli i stilbeni (Bordiga i sur., 2019).

Poznato je da polifenoli imaju antioksidativna i protuupalna svojstva, a mnoge studije podupiru
da bi polifenoli mogli pomoéi u prevenciji ili djelovati kao terapeutski agensi za
neurodegenerativne, kardiovaskularne ili bubrezne bolesti. U zdravstvenom podrucju postoje
studije o u€inku polifenola iz prirodnih izvora u prevenciji i lije€enju raka. Na primjer, Hamza
et al. pruzili su dokaze da ekstrakt sjemenki grozda ima antikancerogeni u¢inak kod raka jetre
inhibicijom staniéne proliferacije, pospjeSivanjem apoptoze, modulacijom oksidativhog
osteéenja i supresijom upalnog odgovora. Kao posljedica toga, postoji veliki interes za
koristenje ovih spojeva u lijekovima, kozmetici ili izmedu ostalog, kao dodaci hrani.
Antioksidansi su skupina razli€itih prirodnih spojeva koji igraju kljuénu ulogu u zastiti od
Stetnog djelovanja slobodnih radikala, neutralizirajuéi ve¢ nastale slobodne radikale ili
sprieCavaju¢i njihovo nastajanje. Imaju klju¢nu ulogu i u zastiti biljnih stanica, oCuvanju
kvalitete voca i povrca te u poboljSanju zdravlja ljudi koji konzumiraju ove namirnice bogate
antioksidansima Nadalje, antioksidansi i enzimski sustavi uklju€eni u njihovu sintezu i obnovu
Stite staniéne membrane i organele od oStecenja uzrokovanih reaktivnim kisikovim jedinkama
(ROS) (Arruda i Pastore, 2019).

Antioksidansi mogu inhibirati ili odgoditi oksidaciju na dva nacina. Prvi nacin uklju€uje direktno
uklanjanje slobodnih radikala, a takve komponente se nazivaju primarnim antioksidansima.
Drugi obuhva¢a mehanizame koji ne uklju€uju direktno uklanjanje slobodnih radikala, u tom
slu¢aju komponente se nazivaju sekundarnim antioksidansima. Sekundarni antioksidansi
imaju sljedeCe mehanizme djelovanja: vezanje metalnih iona, vezanje kisika, pretvaranje
hidroperoksida u ne-radikalske vrste, apsorpcija UV radijacije i deaktivacija singleton kisika
(Pokorny, 2001.).

Antioksidansi mogu biti enzimi ili razliCite male neenzimatske molekule, kao sto su fenoli,
glutation i askorbinska kiselina. Vitamini i polifenoli su vazne komponente u vocu i povréu koje
posjeduju antioksidativnu aktivnost. Od ne-enzimskih antioksidansa, koji su opcenito male
molekule, askorbinska kiselina igra vaznu ulogu u uklanjanju ROS-a, dok je glutation klju¢an

za obnavljanje dehidroaskorbinske kiseline (DHAA) koja nastaje tijekom uklanjanja ROS-a



askorbat-glutationskim ciklusom (Arruda i Pastore, 2019).

Oksidativni stres relativno je nov koncept koji se Siroko koristi u medicinskim znanostima u
posliednja tri desetlje¢a. Aktivno sudjeluje u fiziologiji vrlo Cestih bolesti, kao $to su dijabetes,
visoki krvni tlak, akutno zatajenje bubrega, Alzheimerova i Parkinsonova bolest. Stanice
metaboliziranjem kisika stvaraju ROS koje su potencijalno Stetne. U normalnim okolnostima,
brzina i amplituda stvaranja oksidansa je uravnotezena brzinom njihovog uklanjanja
(Munteanu i Apetrei, 2021). Medutim, gubitak ravnoteze izmedu prooksidansa i antioksidansa
rezultira oksidativnim stresom. Visoke razine ROS-a u bioloSkim stanicama imaju velik utjecaj
na njihovo funkcioniranje, $to dovodi do nedovoljnog rada stanica, starenja ili bolesti.

Brojna istrazivanja pokazuju da antioksidansi igraju bitnu ulogu u o€uvanju ljudskog zdravlja,
prevenciji i lije€enju bolesti, zbog svoje sposobnosti smanjenja oksidativnog stresa. Mjerenje
antioksidativne aktivnosti’kapaciteta hrane i bioloSkih uzoraka stoga je bitno ne samo u
osiguravanju kvalitete funkcionalne hrane, ve¢ jo§ vaznije u proucavanju ucinkovitosti
antioksidansa u hrani u prevenciji i lijeCenju bolesti povezanih s oksidativhim stresom
(Munteanu i Apetrei, 2021). Metode mjerenja antioksidativne aktivnhosti mogu se podijeliti u tri
kategorije: spektrometrijske, elektrokemijske i kromatografske metode. ABTS, DPPH, ORAC
i FRAP su spektrometrijske metode kod kojih se rezultati podudaraju kad se mjerenja
antioksidativne aktivnosti provode u metanolnim ekstraktima. DPPH metoda temelji se na
mjerenju (pomodéu spektrofotometra) sposobnosti redukcije 2,2- difenilpikrilhidrazil radikala

pomocu antioksidansa (Arruda i Pastore, 2019).

2.2.2. Lavanda kao izvor bioloski aktivnih spojeva

Rod Lavandula je raSiren u mediteranskoj regiji, a njegove vrste, posebno Lavandula stoechas
subsp. stoechas, vrijedni su izvori aktivnih spojeva s brojnim bioloSkim koristima koje treba

oCuvati i valorizirati (Jaouani i sur., 2024).



Slika 3. Lavanda ( Anonymous 2, 2009)

Zbog njihove ekonomske vrijednosti, mnogi istrazivaci su tijekom proteklih nekoliko desetljeca
proucavali fitokemijske i farmakoloSke aspekte vrsta Lavandula. Lavanda, na slici 3, sadrzi
brojne fitokemijske spojeve, ukljuCujuéi flavonoide poput epikatehina i epikatehin galata,
fenole kao $to su ruzmarinska kiselina i kavena kiselina, eteri¢na ulja s kamforom, fenhonom
i 1,8 cineolom kao glavnim spojevima te mnoge druge biomolekule (Jaouani i sur., 2024).
Fenolni spojevi, takoder sadrzani u biljaka roda Lavandula, imaju Sirok raspon fizioloskih
svojstava, kao S&to su antialergijska, antiaterogena, protuupalna, antimikrobna,
antitromboti¢na, kardioprotektivna i vazodilatacijska, a smatra se da su mnoga od ovih
svojstava posljedica antioksidativhog djelovanja, ukljuujuci razli¢ite mehanizme kao $to su
hvatanje slobodnih radikala, donacija atoma elektrona ili vodika ili kelacija metalnih kationa
(Torras-Claveria i sur, 2007).

Upravo zbog toga Sto eteri¢na ulja ili ekstrakti lavande pokazuju Sirok spektar farmakolo$kih
aktivnosti, upotrebljuju se kao sedativi, protuupalni agensi, antioksidansi, antimikrobni,
antifungalni i insekticidni agensi, a takoder je prijavljena potencijalna upotreba eteri¢nih ulja

lavande i njihovih nusproizvoda u bijeloj biotehnologiji ili kao dodataka (Héral i sur., 2021).



3.

3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

MATERIJALI

Pri izradi ovoga rada koriStena je komina hrvatske autohtone sorte grozda Vitis vinifera cv.

Gra8evina, dobivena od Kutjevo d. d. Komina je koridtena u izradi sirovih voénih plocica.

Takoder je koriStena lavanda za izradu ekstrakta, porijekla Suban.

3.1.1.Kemikalije, otopine i puferi

Kemikalije

Deionizirana voda (PBF, Zagreb, RH)

Etanol (Kemika, Zagreb, RH)
Metanol (Merck, Dormstadt, Njemacka)

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, RH)

Otopine i puferi

300 mM acetatni pufer: 1,55 g natrijevog acetat trihidrata (Kemika, Zagreb, RH) otopi
se u 8 mL ledene octene kiseline (J.T.Baker, Gliwice, Poljska) u odmjernoj tikvici od

500 mL te nadopuni do oznake destiliranom vodom

0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) (abcr GmbH, Karlsruhe,

Njemacka) u 96% metanolu

FRAP reagens: promijeSano 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa i 5mL
FeCl (omjer 10:1:1)

otopina galne kiseline (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiselina, HCI (Carlo Erba Reagents S.A.S, Val

de Reuil Cedex, Francuska
20%-tna otopine natrijeva karbonata (Na>COs) (Kemika, Zagreb, RH)

10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina, TPTZ (Kemika, Zagreb, RH) : 0,312 g TPTZ

otopi se u odmjernoj tikvici od 100 mL sa 40 mM HCI te nadopuni do oznake
1mM otopina standarda Trolox-a (Acros Organics, Geel, Belgija)

20 mM otopina Zeljezovog (lll) klorida, FeClz (GRAM MOL, Zagreb, RH): 0,5406 g
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FeClsx6H20 otopi u 10 mL destilirane vode

e standard zeljezo (ll) sulfat septahidrat (FeSO4x7H20) (Kemika, Zagreb, RH): 0,139 g
se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 0,5 L te nadopuni do oznake

destiliranom vodom

3.2.2. Aparatura i pribor

Analiticka vaga, Kern, Balingen, Njemacka

Cary Eclipse Fluorescence Spectrofotometar, Varian, Mulgrave, Australia
Hladnjak (4 °C i -20 °C), Gorenje, Slovenija

HPLC, PerkinElmer Series 200

Laboratorijsko posude (laboratorijske ¢ase, ljevci, pipete, odmjerne tikvice, menzure,

S A

kivete)
UV-Vis spektrofotometar, GENESYS™10S, ThermoFisher Scientific, Madison, SAD
Vodena kupelj, Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK

o

3.2.METODE RADA
3.2.1.Sinteza NADES otapala

Niskotemperaturna eutektiCka otapala sintetizirana su u orbitalnom homogenizatoru. Prema
odredenim omjerima, koji su prikazani u tablici 1, izrauna se masa komponenata otapala te
se doda u staklenu laboratorijsku bocu s 30% (w/w) vode. Smjesa se zatim homogenizira
mijeSanjem pri temperaturi od 50°C kroz 2 sata u zatvorenom sustavu dok ne nastane
homogena, tekuéa, prozirna i viskozna smjesa. Pripremljeno otapalo zatim se dobro zatvori i
Cuva na sobnoj temperaturi do sljedeéega koristenja.

Tablica 1. Molarni omjeri pojedinih komponenti za pripremu NADES otapala

Betain Limunska kiselina Sorbitol Saharoza Askorbinska kiselina
1 0,2 1 1 1

3.2.2.Priprema ekstrakta lavande u NADES otapalu

U epruvetu se odvaze 1 g samljevenoga osuSenoga uzorka lavande te se doda 10 mL
pripremljenog NADES otapala, dok su za usporedbu koristene iste koli€ine konvencionalnih
otapala za ekstrakciju (45 %-tna (w/w, %) vodena otopina vodena otopina etanola). Ekstrakcija

polifenolnih spojeva provodi se ukupno 2 sata na 50 °C uz mijeSanje u homogenizatoru. Nakon
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zadanoga vremena, ekstrakcija se prekida te se provodi filtracija kroz filter papir postavljen na
Blchnerov lijevak. Udio ukupnih polifenola zatim se odredi prema Folin-Ciocalteau metodi, a

antioksidacijska aktivnost prema DPPH i FRAP metodi.

3.2.3.Analiza ekstrakta lavande

Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola

U epruvetu se otpipetira 3,95 mL destilirane vode, 50 yL 100 puta razrijedenog ekstrakta
lavande u etanolu ili 1000 puta razrijedenog ekstrakta lavande u NADES otapalu, 250 pL Folin-
Ciocalteu reagensa i 750 pyL 20%-tne otopine Na>COs. Nakon dodatka 20%-tne otopine
Na.COs3 pokrece se reakcija te uzorci stoje 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri
apsorbancija razvijenog plavog obojenja pomoc¢u spektrofotometra na 765 nm. Osim uzoraka
priprema se i slijepa proba, na isti nacin kao i reakcijska smjesa za uzorke samo $to umjesto
uzorka sadrzi 100 pL destilirane vode. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a
kao rezultat se uzima srednja vrijednost. Udio ukupnih polifenola rauna se na osnovu
jednadzbe bazdarnog pravca galne kiseline (0 — 100 mg/L), koncentracije otopina koristenih
za izradu bazdarnog dijagrama su 0; 25; 50; 75; 100; 200; 250; 400 i 500 mg/L. Rezultati se

izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline (GA) po gramu uzorka.

Odredivanje antioksidacijske aktivnhosti DPPH metodom

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U
staklenu epruvetu otpipetira se 100 pL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL 0,094 mM otopine
DPPH te dobro homogenizira. Reakcija se odvija 30 min u mraku nakon ¢ega se mijeri
apsorbancija pri 515 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba, umjesto uzorka, sadrzava
jednaki volumen metanola. Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih
vrijednosti koncentracija Trolox-a kao standarda konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije
AA o koncentraciji mM/L, odnosno bazdarni pravac. Koncentracije otopina koriStenih za izradu
bazdarnog dijagrama su 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 i 1 mM u metanolu. Promjena
apsorbancije DPPH radikala (AA), nakon reakcije s uzorkom, raCuna se oduzimanjem
apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe. Rezultati AA preraCunavaju se prema
jednadzbi bazdarnog pravca u koncentracije (mmol/L Trolox ekvivalenta) te se izrazavaju kao

molarni (mmol/g) ekvivalenat Trolox-a.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
Za pripremu FRAP reagensa potrebno je pripremiti acetatni pufer koncentracije 300 mM, 10
mM otopinu 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) te 20 mM vodenu otopinu Zeljezo(lll)- klorid-
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heksahidrata (FeClz xn 6H2O). FRAP reagens priprema se mijeSanjem 25 mL acetatnog
pufera, 2,5 mL TPTZ-a i 2,5 mL FeClz x 6H20, tako da omjer dodanih otopina bude 10 :1 :1.
Za postupak mjerenja, u kiveti se pomijesa 50 uL uzorka i 950 yL FRAP reagensa te se nakon
to¢no 4 minute izmjeri apsorbancija na 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se
priprema tako da se umjesto uzorka 50 L destilirane vode pomijeSa s istom koli¢inom FRAP
reagensa (950 pL).

Za odredivanje nepoznate koncentracije u uzorku, potrebno je prethodno izraditi bazdarni
dijagram Kkoji pokazuje ovisnost izmjerene apsorbancije o poznatoj koncentraciji otopine
Trolox-a. Koncentracije otopina FeSO4 x 7H,0 kao standarda koristenih za izradu bazdarnog
dijagrama su 0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 i 1 mM. Za izraCunavanje nepoznate
koncentracije u uzorku prema bazdarnom pravcu, potrebno je prvo oduzeti apsorbanciju
slijepe probe od apsorbancije uzorka te tako dobivenu razliku apsorbancija koristiti za
preraCunavanje. Rezultati AA preraCunavaju se prema jednadzbi bazdarnog pravca u
koncentracije (mM ekvivalenta FeSO4 x 7H20) te se izrazavaju kao molarni (mmol/g) udio

ekvivalenata.

3.3.3.Primjena ekstrakta lavande u izradi voénih plo€ica na bazi komine grozda

Plocice su pripremljene u Zavodu za procesno inZenjerstvo i dalje analizirane. Ukratko, jestive
funkcionalne plocice izradene su kroz nekoliko koraka. Prvo, suSeno voée se melje kako bi se
dobilo mljeveno sudeno vocée. Zatim se sjemenke groZda odvajaju iz komine grozda, a
preostala komina grozda bez sjemenki koristi se kao sastojak te se melje. LjeSnjaci i siemenke
kakaa takoder se melju kako bi se dobili mljeveni lje$njaci i kakao prah.

Nadalje, dodaje se i pripremljeni ekstrakt lavande u NADES otapalu, kao $to je opisano u
poglavlju 3.2.2.

Svi sastojci se zatim homogeniziraju mijeSanjem na umjerenoj temperaturi, stvarajuc¢i smjesu

koja se oblikuje u plocCice. Plocice se potom suse, hlade, i pakiraju u plasticne vrecice.
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3.3.4. Analiza antioksidacijskog potencijala voé¢nih plo€ica na bazi komine grozda

Analiza antioksidacijskog potencijala vo¢nih plo€ica provodila se analizom njihovih etanolnih
ekstrakata. Prije pripreme samih ekstrakta potrebno je usitniti uzorak voéne ploc€ice i pripremiti
70 %-tnu otopinu etanola kao ekstrakcijskog otapala. IzvaZze se 3 g usitnjenog uzorka i doda
u 90 mL ekstrakcijskog otapala prethodno temperiranog na 50 °C u vodenoj/uljnoj kupelji (IKA,
Njemacka). Ekstrakcija se provodi 30 min pri brzini okretaja mijeSalice od 500 rpm u
pokrivenim staklenim ¢asama, kako bi se sprijeCilo isparavanje otapala. Dobiveni ekstrakt se
profiltrira na setu za vakuum filtraciju (Rocker) i spremi u Falkon kivete od 50 mL. Uzorci se
cuvaju u zamrzivacu do provodenja analiza.

Zatim je na dobivenim uzorcima provedena analiza antiokasidacijskog potencijala koja
uklju€uje odredivanje koncentracije ukupnih polifenola, antiokasidacijske aktivhosti FRAP i
DPPH metodom na isti opisani nacin kao u poglavlju 3.2.3., bez prethodnog razrjedenje

uzoraka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cili ovog rada je pripremiti ekstrakte lavande u multikomponentnom NADES otapalu,
okarakterizirati ekstrakt te ispitati njegov utjecaj u sirovim kola¢ima na bazi suhog voca s
dodatkom komine grozda. Eksperiment je zapocet s pripremom ekstrakta u NADES otapalu i
izradom kolaCi¢éa te odredivanjem koncentracije ukupnih polifenola i odredivanja
antioksidacijske aktivnosti uzoraka pomo¢u DPPH i FRAP metoda. Sam ekstrakt lavande u
NADES otapalu je usporeden s ekstraktom lavande u etanolu. Dok je utjecaj NADES

ekstrakta u voénim plo€icama usporeden s voénim ploCicama bez dodatka ekstrakta.

4.1.PRIPREMA | KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTA LAVANDE
Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola

Za izradu bazdarnog dijagrama spektrofotometrijski je izmjerena apsorbancija Sest otopina
galne kiseline koncentracija: 0; 25; 50; 75; 100; 200; 250; 400 i 500 mg/L. Bazdarni dijagram,
prikazan na slici 1, prikazuje ovisnost apsorbancije pri valnoj duljini od 760 nm o masenoj

koncentraciji galne kiseline u analiziranim otopinama.
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Slika 4. Bazdarni dijagram galne kiseline
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Dobivena jednadZba pravca glasi: y=0,0108x. Iz dobivene jednadZbe pravca su izracunati mg

ekvivalenata galne kiseline(GA) po gramu uzorka.

16
14
12

10

w [mg GA/g ekstrakta)
(o)} (0]

SN

N

EKSTRAKT LAVANDE ETOH 35% EKSTRAKT LAVANDE NADES

Slika 5. Maseni udio polifenola u ekstraktima.

Na slici 5 je prikazan je maseni udio polifenola u etanolnom ekstraktu lavande i ekstraktu
lavande s NADES otapalom. Na temelju dijagrama vidi se da je u ekstraktu lavande s NADES
otapalom najveci udio polifenola po g ekstrakta. Najmanji udio polifenola zabiljezen je u
etanolnom ekstraktu lavande. Na temelju toga mozemo zakljuciti da su polifenoli prisutni u
ekstraktu lavande dobro ekstrahirani u NADES otapalu.

MozZemo zakljuCiti da je zabiljeZen trend u ekstraktu dobivenom pomocu NADES otapala i

etanola u skladu s literaturom i dosadasnjim istraZivanjima (Panic¢ i sur., 2021).
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Nadalje, za odredivanje antioksidacijske aktivhost DPPH metodom bilo je potrebno izraditi
bazdarni dijagram. Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti
koncentracija Trolox-a kao standarda konstruiran je pravac ovisnosti apsorbancije AA o
koncentraciji mM, odnosno bazdarni pravac koji je prikazan na slici 3. Valna duljina na kojoj

se mijerila apsorbancije bila je 515 nm te je mjerenje provedeno pet puta.

1,0000
0,9000 y=0,584x
0,8000 R*=0,9986
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000
0,2000 .
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

mg/mL

A515

Slika 6. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji Trolox-a

Jednadzba dobivenog pravca iznosi y= 0, 584x , a rezultati su prikazani kao molarni udio
ekvivalenta Trolox-a.

1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 I
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mmol TROLOX/g UZORKA

Slika 7. Graficki prikaz antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u uzorcima
ekstrakata i NADES otapala.
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Na slici 7 koja usporeduje izmjerenu koncentraciju Trolox-a etanolnom ekstraktu lavande,
ekstraktu lavande s NADES otapalom te Cistim NADES otapalom, vidljivo je da etanolni
ekstrakt lavande ima najmanju koncentraciju. Nadalje, NADES otapalo ima srednju vrijednost,
dok ekstrakt lavande u NADES otapalu najveéu koncentraciju Trolox-a, a time i najvecu
antioksidacijsku aktivnost. Na temelju ovih podataka zaklju€uje se da je NADES otapalo puno
bolje ekstrakcijsko otapalo za antioksidativnhe komponente ekstrakta lavande od etanola.
Moze se zakljugiti da vrijednosti DES DPPH koreliraju s ukupnim sadrzajem fenola kao §to je
oCekivano, te su u skladu s rezultatima fenolnih ekstrakata grozda dobivenih s DES [28].
DPPH vrijednost ekstrakta na bazi DES-a je neSto vec¢a, $to moze biti posljedica utjecaja
samog DES-a, odnosno spoja askorbinske kiseline koji stvara DES, a koja jedina posjeduje
antioksidativno djelovanje [34]. Prethodno su ORAC vrijednosti DES odredene u radovima
koje su objavili RadoSevic¢ i sur. (2018) i Mitar i sur. (2019) [35,36].

Kako bi odredili antioksidativhu aktivhost FRAP metodom, takoder je izraden bazdarni

dijagram na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija

FeSO4 x 7H20 kao standarda.
1,2
®
1
-'.
0,8 -®
.@'y=1,0513x+4E-16
@ R*=1
B 0,6 .
< e
0.4 e
-"...
0,2 o
o’
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
¢ (mmol/L)

Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji FeSO4 x 7H.0
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u uzorcima
ekstrakata i NADES otapala.

Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom, prikazane na slici 9, pokazuju
da ekstrakt lavande u etanolu ima najnizi antioksidativni potencijal, NADES otapalo nesto vedi,
a ekstrakt lavande u NADES otapalu najveci. Mozemo primijetiti kako ekstrakt lavande s

NADES otapalom pokazuje najveci antioksidativni potencijal i FRAP i DPPH metodom.
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4.2. ANTIOKSIDACIJSKA STABILNOST VOCNIH PLOCICA | ODREBIVANJE UKUPNIH
POLIFENOLA

Koncentracija ukupnih polifenola odredivana je u uzorcima etanolnih ekstrakata voénih plocica
na isti nacin kao $to je opisano u poglavlju metoda 3.2.3, a dobiveni rezultati su prikazani na
slici 10.

N w ~s
o w o w

w (mg GA/g voéna plo(:ica)
N
o

1,5
1,0
0,5
0,0
Vocéne plocice s dodatkom NADES Voéne plocCice
ekstrakta

Slika 10. Prikaz masenog udjela polifenola u vo¢nim plo€icama s i bez dodatka ekstrakta

lavande u NADES otapalu .

Na temelju rezultata prikazanih na slikama 10 i 11 koje prikazuju udio polifenola u etanolnim
ekstraktima voénih plo€ica s NADES otapalom i bez njega. Vidljivo je da etanolni ekstrakt
vocéne plocice koji sadrzi NADES otapalo s ekstraktom lavande sadrzi veéi udio galne kiseline,
to jest polifenola od etanolnog ekstrakta vocne ploCice bez NADES otapala. Najveci udio
polifenola ima uzorak etanolnog ekstrakta voéne plocCice koji iznosi 4,285 mg GA/g voéne
ploCice. Najnizi udio polifenola sadrzi uzorak voéne ploCice bez dodatka NADES otapala te

iznosi 3,380 mg GA/g vocne plocice.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom za uzorke etanolnih ekstrakata voénih
plocica s i bez NADES otapala provedena je na isti nacin kao u odjeljku 3.2.3.
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Na slici 11 vidljivo je da etanolni ekstrakt vocne ploCice koji sadrzi NADES otapalo s
ekstraktom lavande sadrzi veéu koncentraciju Trolox-a, a samim time ima i bolja
antioksidacijska svojstva od etanolnog ekstrakta voéne plocice bez NADES otapala. Najbolju
antioksidativnhu aktivnhost pokazuje uzorak s NADES otapalom te iznosi 0,0116 mmol Trolox/g

uzorka. Najnizu antioksidativnu aktivnost pokazuje uzorak s NADES otapalom te iznosi 0,0077

mmol Trolox/g uzorka.
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Slika 11. Prikaz antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u voc¢nim plo€icama s

NADES otapalom i ekstraktom lavande kroz 28 dana.
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Slika 12. Prikaz antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u uzorku vocne plo€ice

kroz 28 dana.
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Usporedbom ova dva graficka prikaza (slika 11 i 12) vidljivo je da u ekstraktu s NADES
otapalom, koncentracija Trolox-a sporije opada, te je nakon drugog mjerenja porasla, dok kod
ekstrakta bez NADES otapala koncentracija Trolox-a cijelo vrijeme opada. Ovo ukazuje na
bolju antioksidativhu aktivnost etanolnog ekstrakta voéne ploCice s NADES otapalom i
ekstraktom lavande. Isto tako, generalno je ve¢a koncentracija Trolox-a u etanolnom ekstraktu
vo¢ne ploCice s NADES otapalom i ekstraktom lavande. Usporeduju¢i postotak
antioksidacijskog potencijala voénih plo¢ica pomo¢u DPPH metode, antioksidacijski potencijal
unutar 28 dana se smaniji 11,11 % u voénim plo€icama s dodatkom NADES ekstrakta i 33,62
% bez dodatka NADES ekstrakta lavande.
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Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom za uzorke etanolnih ekstrakata voénih

plocica s i bez NADES otapala provedena je na isti nacin kao u odjeliku 3.2.3.
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Slika 13 . Grafi¢ki prikaz antioksidacijskog potencijala odredenog FRAP metodom u voénim

plo¢icama s NADES otapalom i ekstraktom lavande kroz 28 dana.
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Slika 14. Prikaz antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u uzorku vo¢ne

ploCice kroz 28 dana.

Na slikama 13 i 14, koje prikazuju rezultate antiokasidacijske aktivnosti odredene FRAP
metodom koja opisana u poglavlju 3.2.3., vidljivo je da je veca antioksidativnost u etanolnom
ekstraktu voénih plo€ica s dodatkom NADES otapala i ekstrakta lavande. Takoder, primjetno

je da antioksidativnost u ovim ekstraktima sporie opada s vremenom. Najvecu
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antioksidativnost pokazuje prvi uzorak etanolnog ekstrakta s NADES otapalom, te iznosi
0,0258 mmol FeSO,4 x 7H,0/g etanolnog ekstrakta voéne plocice, dok najmanju koncentraciju
ima uzorak bez NADES otapala koji iznosi 0,0124 mmol FeSO4 x 7H>O/g etanolnog ekstrakta
vocne plocice.

Usporedbom slike 13 i slike 14 primjetno je da antioksidativhost mjerena FRAP metodom
opada s vremenom u oba uzorka te nakon 14. dana mjerenja ponovo kreée rast. U uzorku s
NADES otapalom je taj rast vedi, $to ukazuje na vecu antioksidativnu stabilnost.

Postotak razgradnje za uzorke s NADES otapalom iznosi 11,63%, dok postotak razgradnje za
uzorke bez NADES otapala iZnosi 20,19%.
Kad usporedujemo razgradnju prvog dana s razgradnjom posljednjeg dana, dolazi se do
zakljuCka da je kod uzoraka s NADES otapalom 11,63% manja antioksidativnost posljedniji
dan, a kod uzoraka s datuljom, bez NADES otapala 20,19% je manja antioksidativnost
posliednjeg dana nego prvog dana. Dakle, antioksidativnost je smanjena za 8,56% u uzorcima
bez dodatka NADES otapala s ekstraktom.
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5. ZAKLJUCCI

U ovome radu pripremljeni su ekstrakti lavande u multikomponentnom NADES otapalu, te
ispitani njihovi utjecaji na antioksidacijsku stabilnost u sirovim kola¢ima na bazi suhog voca s

dodatkom komine grozda i datulje. |z prethodnih rezultata dolazi se do zaklju¢aka:

1. Usporedbom ekstrakata lavande, ustanovljeno je da NADES otapalo u ekstraktu

bolje ekstrahira polifenolne spojeve.

2. Prema DPPH testu, ekstrakti u NADES otapalu pokazuju vec¢i antioksidacijski
potencijal nego oni u etanolu, $to je dijelom rezultat antioksidacijskog potencijala

samog NADES otapala, vjerojatno zbog prisutnosti askorbinske kiseline.

3. Dodatak NADES ekstrakta lavande u voc¢ne ploc¢ice n abazi komine grozda
pokazuje pozitivan utjecaj na antioksidacijski potencijal voénih plo€ica, Sto je

potvrdeno razlicitim metodama, uklju¢ujuéi DPPH i FRAP.

4. Usporedujuci postotak antioksidacijskog potencijala voénih plo¢ica pomocéu DPPH
metode, antioksidacijski potencijal unutar 28 dana se smanji 11,11 % u voénim
plo¢icama s dodatkom NADES ekstrakta i 33,62 % bez dodatka NADES ekstrakta

lavande.

5. Iz rezultata mjerenja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom kod uzoraka s
NADES otapalom je 11,63% manja antioksidativnost posljednji dan, a kod uzoraka
s datuljom, bez NADES otapala 20,19% je manja antioksidativnost posljednjeg
dana nego prvog dana. Dakle, antioksidativnost je smanjena za 8,56% u uzorcima
bez dodatka NADES otapala s ekstraktom.
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Izjava o izvornosti

Ja Laura Toli¢ izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat

mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u

njemu navedeni.
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