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Sazetak:

Primjenom ultrazvuka visokog intenziteta (UAE) i toplinskog tretmana, iz osuSene kore rajCice
ekstrahirani su spojevi koji pokazuju antioksidativhu aktivnost. Kao ekstrakcijsko otapalo
koristeni su deionizirana voda te 25 i 50 %-tna otopina etanola. Antioksidacijska aktivnost (AA)
odredena je FRAP i DPPH metodama. S ciliem optimizacije procesa ekstrakcije ispitani su
utjecaji amplitude (50, 75 i 100 %), vremena tretiranja (3,6 i 9 min) te primjena ekstrakcijskog
otapala na AA ekstrakata. Takoder se i pratila promjena u AA uzorka nakon sedmodnevnog
skladistenja na temperaturi od +4 °C. Statistickom analizom rezultata (STATGRAPHICS
Centurion) nakon provedenih toplinskih i ultrazvuénih ekstrakcija utvrden je statistiCki zna¢ajan
utjecaj kvadratne interakcije udjela etanola (p<0,05) na izlaznu vrijednost AA odredene FRAP
i DPPH metodama. Najveci pad (79,47 %) AA nakon skladiStenja utvrden je kod uzorka TU 10
(amplituda: 50 %, vrijeme tretiranja: 3 minute, ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola)
koji je podvrgnut ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom. Najvecéa vrijednost AA 34,5 + 0,42
umol Fe #*/gsune wari stv) Prije skladistenja odredena FRAP metodom dobivena je kod uzorka
T25/9 (vrijeme tretiranja: 9 minuta, ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna otopina etanola) tretiranog
toplinskom metodom, dok je najveéa AA vrijednost (9,8 + 0,24 umol Trolox/gs+. ) izmjerena
DPPH metodom dobivena kod uzorka T0/3 (vrijeme tretiranja:3 minute, ekstrakcijsko otapalo:
deionizirana voda). Najmanja AA vrijednost (0,38 £ 0 pmol Trolox/gs+.) prije skladistenja
uoCena je kod uzorka TU15 (amplituda: 50 %, vrijeme tretiranja: 3 minute, ekstrakcijsko
otapalo: 25 %-tna otopina etanola) koji je podvrgnut UAE.
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Abstract:

High power ultrasound (UAE) and thermal treatment were used to assist and accelerate in
extraction from dried tomato peels. Compounds possessing antioxidant capacity were
efficiently extracted. Deionized water, 25 % ethanol, and 50 % ethanol were used as extraction
solvents. The antioxidant activity (AA) was determined using the FRAP and DPPH methods.
To optimize the extraction process, the effects of amplitude (25 %, 75 %, and 100 %), treatment
time (3, 6, and 9 minutes), and extraction solvent (deionized water, 25 % ethanol, and 50 %
ethanol) on AA were investigated. In addition, the changes in the AA of the samples after 7
days of storage were also observed. Statistical analysis of the obtained results was performed
by using the STATGRAPHICS Centurion software and statistically significant effect of the
guadratic interaction of ethanol content (p<0,05) on the AA (determined by the FRAP and
DPPH methods) was observed. Before storage, the highest AA (34,5 + 0,42 umol Fe 2*/g dry
matter) determined by the FRAP method, was obtained in thermally-treated sample T25/9 (9
min, 25% ethanol solution as extraction solvent), while the highest AA value (9,8 + 0,24 umol
Trolox/g dry matter ) determined by the DPPH method was obtained in thermally-treated
sample TO0/3 (3 min, deionized water as extraction solvent). The lowest AA (0,38 £ 0 umol
Trolox/g dry matter) was obtained in the ultrasonically treated sample TU 15 (amplitude 50%,
3 min, 25% ethanol solution as extraction solvent). The greatest decrease (60.94%) in AA after
storage time was observed in the ultrasonically treated sample TU 24 (100% amplitude, 9 min
treatment time, 50% ethanol as extraction solvent).
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1. UvVOD

U danas$nje vrijeme, odrzivost i potraga za novim izvorima hrane postali su kljucni
prioriteti za Covje€anstvo. U tom kontekstu, iskoriStavanje otpada i nusproizvoda iz
prehrambene industrije nudi znaCajan potencijal za unapredenje odrzivih
prehrambenih sustava. Trenutno, ostaci hrane i otpad nastali tijekom proizvodnije
hrane predstavljaju veliki izazov. Ti ostatci ne samo da uzrokuju ekonomske gubitke u
svim dijelovima lanca prehrambene proizvodnje, vec i postaju sve vazniji problem u

pogledu smanjenja zagadenja, povecéanja prihoda industrije i pobolj$anja recikliranja.

Veclina otpada od hrane trenutno se koristi za proizvodnju biogoriva, vlakana i
sto¢ne hrane. Medutim, sve je viSe dokaza da bi se otpad od hrane mogao ucinkovitije
iskoristiti kao izvor bioaktivnih spojeva vece vrijednosti i znac€aja za ljudsku prehranu,
uklju€ujuci fenole, pigmente, vitamine, peptide i aromatske spojeve (Fernando i sur.,
2021).

Kod prehrambene industrije, sjemenke i kora raj€ice €ine otprilike 1-4 % ukupne
mase rajCica koristenih u proizvodniji. Nakon tehnoloSkog procesa, ovi dijelovi ¢esto
zavr$avaju kao hrana za zivotinje ili se odlazu na odlagalista otpada. Ipak, kora rajcice
sadrZi velike koli€ine vrijednih spojeva, poput karotenoida, pri ¢emu je likopen glavni
sastojak (80-90 % ukupnih karotenoida), dok B-karoten Cini oko 2—3 % (Dumas i sur.,
2003).

Navedene bioaktivne komponente mogu se izdvojiti iz kore rajCice raznim
postupcima ekstrakcije. lako se ekstrakcije ¢esto provode konvencionalnim metodama
poput zagrijavanja u vodenoj kupelji, sve se viSe koriste alternativhe, netoplinske

metode, poput ultrazvuka visokog intenziteta (Chavan i sur., 2022).

Cilj ovog zavr$nog rada je odrediti utjecaj ultrazvuka u ekstrakcijama iz suhe kore
rajCice, usporediti utjecaj ultrazvucnih i toplinskih tretmana na ekstrakcije iz suhe kore
rajCice, te odrediti antioksidativnu aktivnost dobivenih ekstrakata. Konkretno, istraziti
Ce se i optimirati utjecaj parametara amplitude (50 %, 75 % i 100 %), vremena tretiranja
(3, 61 9 minuta), ekstrakcijskog otapala (deionizirana voda, 25 %-tna otopina etanola i
50 %-tna otopina etanol) te vremena skladiStenja na antioksidativhu aktivnost

prethodno spomenutih uzoraka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 RajCica

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) je zeljasta trajnica koja pripada porodici
pomocnica. Karakterizira je uspravna i izrazito razgranata stabljika, s naizmjeni¢no
rasporedenim listovima (LeSi¢ i sur., 2004). Listovi raj¢ice dugacki su do 40 cm i imaju
dvostruku rasporedenu strukturu. Cvjetovi su dvospolni i pravilni te se nalaze na dugim
stapkama u pazusScima listova, grupirani u cvatove. Cvijet se sastoji od Caske i
viengica. Casku &ini pet zelenih latica, dok je viendi¢ sadinjen od pet Zutih latica. Tugak
ima izraZzenu plodnicu s mnogo sjemenih zametaka, s kratkim vratom i okruglastom
njuskom, a prasnika ima 5-6. Plod je soCan, glatke i sjajne povrSine, mesnate strukture,

crvene, narancaste i crne boje. Sjemenke rajCice su spljostene i duge 2-4 mm.

Crvene rajCice su daleko najpoznatija vrsta rajCica. Kada sazru, plodovi crvenih
rajcica postaju krupni i jarko crvene boje. Crvene rajCice tijekom sazrijevanja potpuno
razgraduju klorofil, dok se istovremeno povecava biosinteza likopena, Sto rezultira
izrazito crvenim plodovima. Ovaj proces omogucava razvoj bogate crvene boje
karakteristicne za zrele crvene rajCice. Zbog svojeg uravnotezenog slatko-kiselkastog
okusa i soCne teksture, crvene rajCice su Siroko rasprostranjene i ¢esto se koriste u
razli¢itim kulinarskim receptima. Udio likopena u rajéicama ovisi i o tome gdje se raj€ica
uzgaja. Rajcice uzgajane u stakleniku imaju maniji udio likopena, dok rajCice u poljima
imaju veci udio (Khan i sur., 2021). Kemijski sastav te sadrzaj minerala u koZi rajCice
prikazan je u Tablici 1. Osim toga koncentracija spojeva kao $to su ukupni flavonoidi,
likopen te askorbinska kiselina varira ovisno o kultivaru (Excell, Tradiro i Flavourine) i

dijelu ploda (koza/pulpa/sjemenke) iz kojeg su ekstrahirani (Tablica 2).



Tablica 1. Kemijski sastav te sadrzaj minerala u kozi rajCice (prema Elbadrawy i Sello,
2011)

Kemijski sastav (g/100g) Mineralne komponente
(mg/100q)
Proteini 10,5 Ca 160
Masti 4,04 Mg 149
Pepeo 5,90 Fe 1,5
Ugljikohidrati 78,56 Cu 1,1
Masne kiseline (%) Cr 0,06
Miritinska kiselina 0,34 Co 0,01
Palmitinska 15,19 Ni 0,66
kiselina
Stearinska kiselina 6,84 Zn 3,12
Suma zasicenih kiselina 22,37 Mn 1,4
Palmitooleinska kiselina 1,82 Na 73,6
Oleinska kiselina 19,14 Se 0,01
Linolna kiselina 52,41 Pb 0,05
Linolenska kiselina 4,26 Cd 0,02
Suma nezasicenih 77,63 K 1097
kiselina

Za razliku od crvenih rajCica, plodovi crne rajCice okruglog su oblika i
crvenkasto-crne boje (Park i sur., 2018). Crne rajCice imaju distinktivhu crvenkastu
crnu kozu s vec¢im sadrzajem likopena (185 mg/kg) u usporedbi s tipicnim crvenim
rajéicama (Martinez-Valverde i sur., 2002; Raffo i sur., 2006; Seo i sur., 2013). Za
razliku od tipi¢nih crvenih rajcica, crne rajCice zadrzavaju klorofil zajedno s sintezom
likopena i razvijaju uocljivu crvenkasto-crnu kozu (Ekelund i Jénsson, 2011). Tijekom
sazrijevanja ,Kumoto“ crnih raj¢ica, smanjena razgradnja klorofila moze se preciznije
opisati kao rezultat maskiranja gena LeSGR1, Sto inhibira njegovo djelovanje u
degradaciji klorofila, sliéno mehanizmu koji uzrokuje fenotip mutiranog kultivara rajCice

sa zelenim mekim dijelom (Hu i sur., 2011).



RaijcCice su izvrstan izvor raznih nutrijenata i sekundarnih biljnih metabolita poput
flavonoida, vitamina, minerala, organskih kiselina te sadrze esencijalne aminokiseline
(Elbadrawy i Sello, 2011). Upotreba rajCica u prehrani sve se viSe povezuje s
prevencijom mnogih bolesti i unaprjedenjem zdravlja zahvaljujuéi visokom sadrZaju
antioksidanasa poput tokoferola, askorbinske kiseline, fenola te karotenoida poput
likopena i B-karotena (Martinez-Valverde i sur., 2002; Periago i sur., 2009). Tokoferoli
i askorbinska kiselina osjetljivi su na visoke temperature, no polifenoli i likopen iz kore

rajcice nisu (Navarro-Gonzalez i sur., 2011).

U Tablici 2. prikazane su prosjecne koli¢ine nekih komponenti s antioksidativnim
djelovanjem u razli¢itim dijelovima biljke (koza, sjemenke i pulpa) za tri sorte rajCice
(Excell, Tradiro i Flavourine) uzgojene u komercijalnom stakleniku. Koli¢ina
antioksidansa u svakoj frakciji za svaku sortu izracunata je na temelju njihove stvarne
svjeze mase u cijeloj rajcici (Toor i sur., 2005).

Tablica 2. Glavni antioksidansi u koZi, pulpi i sjemenu tri razli¢ita kultivara rajcice
(prema Toor i sur., 2005)

Dio rajCice | Ukupni fenoli | Ukupni Likopen Askorbinsk
(mg GAE/1009) flavonoidi (mg/1009) a Kkiselina
(mg rutin (mg/100 g)
eq/1009)
Hidrofilni Lipofilni
ekstrakt ekstrakt
Koza 29,1+1,122 | 5,640,212 | 20,4+0,612 | 8,711,122 16,910,892
Pulpa 12,7£2,03° | 2,3+0,12¢ | 8,2+0,37¢ 2,8+0,14° 8,9+0,59°
Sjemenke | 22,00+3,76° | 3,5+0,33> |12,1+1,18> |1,6+0,10°¢ 8,4+0,78°

* rezultati su prikazani kao srednja vrijednost *

vrijednosti triju kultivara (Excell, Tradiro i Flavourine)

standardna pogresSka srednjih

** razliCita slova pored broj¢anih vrijednosti predstavljaju statistiCki znacajnu razliku na

razini vjerojatnosti od 0,05 (p<0,05)




2.2 Ekstrakcija

Ekstrakcija je proces izdvajanja ili separacije supstanci iz materijala ili smjese
pomocu odgovarajucéih otapala ili metoda. Ovaj proces se Cesto koristi u kemijskim,
farmaceutskim, prehrambenim i biotehnoloSkim industrijama za dobivanje odredenih
tvari ili spojeva iz sirovina. Za to se izdvajanje klasi¢nim postupcima rabe pretezno
organska otapala: metanol, etanol, eter, kloroform, diklormetan, benzen i dr. (Stanic i
Senjkovi¢, 1994).

Postoji podjela na toplinske (konvencionalne) i netoplinske tehnike ekstrakcije,
pri ¢emu se toplinske tehnike oslanjaju na primjenu topline tijekom procesa, dok
netoplinske tehnike ne uklju€uju primjenu visokih temperatura prilikom tretiranja .
Toplinske tehnike ukljuuju ekstrakciju otapalom, destilaciju, sublimaciju i uparivanje,
dok netoplinske tehnike obuhvacéaju ekstrakciju otapalom pri sobnoj temperaturi,
hladnu ekstrakciju, ultrazvuénu ekstrakciju, ekstrakciju super kriti€énim fluidom,
ekstrakciju visokim tlakom, ekstrakciju potpomognutu enzimima i dr. Odabir
odgovarajuce tehnike ekstrakcije ovisi 0 svojstvima sirovina, ciljanim tvarima i

konacénoj svrsi ekstrakcije (Bitwell i sur., 2023).

Moderni napredni postupci, poput ultrazvuéne ekstrakcije visokog intenziteta,
koriste se za poboljSanje ucinkovitosti procesa. Kavitacija uzrokovana ultrazvukom
omogucuje bolje prodiranje otapala u materijal, Sto rezultira veéim izljevom
ekstrahiranih supstanci i pove¢anim prijenosom mase. Ovi moderni pristupi imaju
potencijal da unaprijede ekstrakcijske procese smanjenjem potrebe za tradicionalnim
otapalima i povecanjem izlazne ucinkovitosti. Uslijed pucanja stani¢nih stijenki dolazi
do direktnog kontakta sa sadrzajem stanice (Vinatoru, 2001). Takoder, zahvaljujudi
rastu¢im interesom javnosti za sigurnijim i ekoloski prihvatljivim spojevima, razvoj
zelene tehnologije znaCajno je wunaprijedio dobivanje prirodnih spojeva za
prehrambenu industriju kroz inovativne ekstrakcijske tehnike poput ekstrakcije
superkriticnim  fluidom, ultrazvuCne ekstrakcije, ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima ekstrakcije pod visokim tlakom. Ova tehnoloSka inovacija omogucuje
ekoloski prihvatljiviju proizvodnju, smanjujuci stvaranje toksi¢nih nusprodukata, no
suoCava se s izazovom visokih pocetnih i operativnih troSkova (Picot-Allain i sur.,
2021).



2.3 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta

Ultrazvuk predstavlja zvuk s frekvencijom iznad gornje granice ¢ujnosti ljudskog
uha. Uobi€ajena podrucja frekvencije za primjenu ultrazvuka su izmedu 20 kHz i 10
MHz, dok se pri ispitivanju materijala najcesce koriste frekvencije izmedu 50 kHz i 10
MHz (Astrain-Redin i sur., 2019). Ultrazvuk se obi¢no Siri kao longitudinalni valovi, §to
znaci da se vibracije Sire u smjeru kretanja vala. Ovi valovi se sastoje od gustih i rijetkih
dijelova, $to uzrokuje stvaranje kompresija i razriedenja u mediju kroz koji se valovi

prenose (Chavan i sur., 2022).

Podjela ultrazvuka mozZe se provesti prema razli¢itim kriterijima. Prvo, ultrazvuk
se moze podijeliti prema frekvenciji; niska i visoka frekvencija ultrazvuka. Drugo,
ultrazvuk se mozZe Kklasificirati prema primjeni. Medicinski ultrazvuk koristi se za
dijagnostiku i terapiju u medicini, dok se tehnicki ultrazvuk primjenjuje u inZenjerstvu,
industriji i istrazivanju materijala. | treCe, podjela ultrazvuka moze se temeljiti na
karakteristikama vala. Pulsirajuci ultrazvuk karakteriziran je periodi¢nim intervalima
aktivnosti i neaktivnosti zvu¢nog vala, dok je kontinuirani ultrazvuk stalno prisutan.
Fokusirani ultrazvuk koncentrira se u odredenom podrucju, dok je ne-fokusirani

ultrazvuk rasporeden na Sire podrucje (Gavrilov, 2014).

U prehrambenoj industriji, koriStenje ultrazvuka podijeljeno je na dva podrucja:
nisku i visoku razinu energije, ovisno o snazi zvuka (W), intenzitetu zvuka (W/m?), ili
gustoéi energije (W/m3) koja se koristi. Za aplikacije niske energije, preferira se
ultrazvuéna frekvencija iznad 100 kHz i intenzitet ispod 1 W/cm?2. Ovi pristupi obi¢no
ne mijenjaju fiziCka ili kemijska svojstva materijala kroz koje prolaze (Bhargava i sur.,
2021). Takoder kod primjene ultrazvuka postoje direktna primjena ultrazvuka
ultrazvu€nim uredajima sa sondom i indirektno putem ultrazvuéne kupelji (Astrain-
Redin i sur., 2019).



Slika 1. Ultrazvucni uredaj sa sondom (preuzeto iz: Q700CA Sonicator — Cannasol

Technologies)

Kod ultrazvucnih uredaja sa sondom koristi se ultrazvuk visoke frekvencije gdje
je ultrazvu€na sonda direktno uronjena u ¢asSu s uzorkom (Chavan i sur., 2022).
Ultrazvuéni uredaj sa sondom omogucava direktan prijenos ultrazvuka u otopinu,
koristeCi pretvornik smjeSten na njezinom vrhu za osiguravanje znatno veceg
intenziteta ultrazvuka u usporedbi s ultrazvuénim kupeljima (Slika 1). Nadalje, neki od
bitnih faktora koji utje€u na efikasnost su oblik i promjer sonde, frekvencija, amplituda,

vrijeme tretiranja, vrsta uzorka te koli¢ina/volumen uzorka (Yusoff i sur., 2022).

Pozitivni aspekti primjene ultrazvuka u prehrambenoj industriji ukljucuju
poboljSanje procesa ekstrakcije, smanjenje vremena obrade i temperature,
zadrzavanje viSe hranjivih sastojaka u obradenim namirnicama te mogucnost
pokretanja reakcija bez potrebe za dodatnim kemijskim spojevima. Takoder, ultrazvuk
omogucuje vecu ucinkovitost u stvaranju emulzija i homogenizaciji, te je siguran,
ekoloski prihvatljiv. S druge strane, negativni aspekti ukljuuju visoke troSkove
implementacije ultrazvucne tehnologije u poslovanje zbog potrebe za prilagodenim
opremama, ogranicenja u izgradnji velikih ultrazvuc€nih reaktora, i problem izravnog
kontakta izmedu tekucina za obradu i ultrazvucnih sondi koji moZe zahtijevati
alternativne pristupe kako bi se izbjegla kontaminacija. Takoder, postoji i zabrinutost
zbog potencijalnih negativnih utjecaja slobodnih radikala koji se stvaraju tijekom

procesa kavitacije (Chavan i sur., 2022).



U kontekstu ultrazvucnih kupelji, longitudinalni valovi ultrazvuka putuju kroz
tekucinu i uzrokuju oscilacije tekucih Cestica. Ove oscilacije mogu rezultirati stvaranjem
kavitacije i mikrostrujanja u tekucini, Sto je korisno za razne primjene, poput ekstrakcije
ili ¢iScenja. Ultrazvuéne kupelji opremljene su pretvornicima smjestenim na dnu kupelji,
obi¢no ispunjene vodom ili nekom drugom tekuc¢inom (Slika 2). Osim pretvornika bitan

dio ultrazvucne kupelji takoder su generator te sama kupel,.

Slika 2. Ultrazvuéna kupelj s grijanjem (medicalexpo.com, 2024).

Ultrazvuéne kupelji pozZeljne su zbog pristupaéne cijene i jednostavnog
odrzavanja. Sastoje se od spremnika s piezoelektricnim pretvaracima na dnu ili sa
strane, koji generiraju zvu¢ne valove koji se Sire kroz tekuci medij u kojem je uronjen
uzorak. Prijenos ultrazvuka je neizravan - ultrazvuéni valovi putuju iz piezoelektri¢nih
pretvaraca, kroz stijenku laboratorijskog posuda prije nego Sto stignu do uzorka (u
teku¢em mediju) na koji se zeli djelovati. Zbog promjene medija i udaljenosti kojom
ultrazvuCni valovi prolaze, intenzitet ultrazvuka se smanjuje (Wells, 2020). Ovi valovi
imaju nisku jacinu te tretman nije ujednacen zbog formiranja &vorova. Koriste se u
prehrambenoj industriji za CiS¢enje, odzracCivanje, degaziranje, inaktivaciju enzima i

mikroorganizama, te poboljSanje prijenosa tvari (Mason i sur., 2011).

Jedan od efekata ultrazvuka je pojava kavitacije. Kavitacija je fenomen koiji se javlja
kada tekucina pod utjecajem vanjskih sila, poput ultrazvuka ili brzog strujanja tekucine,
stvara mjehuri¢e plina ili pare u tekucini. Ti se mjehuric¢i formiraju uslijed smanjenja
tlaka u tekucini ispod razine na kojoj se para moze formirati (Li i sur., 2021). Kada ti
mjehuriéi dosegnu odredenu veliinu u podrucju visokog tlaka, oni naglo implodiraju ili
kolabiraju, stvarajuci ekstremno visoke temperature i pritisak na malom podrucju. Kada
mjehuri¢i kavitacije implodiraju blizu povrSine krutog materijala, stvaraju se
mikrostrujanja i udarni valovi zbog visokog tlaka i temperature usmjereni prema toj

povrsini (Suslick i sur., 2018). U prehrambenoj industriji, ovaj u€inak se Siroko koristi
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za ekstrakciju spojeva iz biljnih izvora. Kavitacijski mjehuri¢ nastaje blizu povrSine
biljinog materijala, prolazi fazu kompresije i implodira, Sto uzrokuje usmjeravanje
mikrostrujanja i udarnih valova prema povrsini materijala. Ovaj proces dovodi do
razaranja stanic¢nih stijenki i oslobadanja sadrzaja u okolni medij/otapalo (Pingret i sur.,
2013).

2.4 Antioksidansi i metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidansi su molekule koje spreCavaju oksidaciju drugih molekula te su
zbog svoje zastitne uloge vrlo bitni za prehrambenu industriju. Oni se mogu podijeliti
na primarne, koji izravno reagiraju s reaktivnim vrstama kisika i dusika (reactive oxygen
species (ROS), reactive nitrogen species (RNS), te sekundarne, koje sprjeCavaju
oksidaciju inhibiranjem oksidacijskih procesa kao $to su kelacija metalnih iona i

inhibicija enzima koiji poti¢u oksidaciju (Gupta, 2015).

Nadalje, antioksidansi se mogu Klasificirati i kao enzimski spojevi, poput
superoksid dismutaze, katalaze i glutation peroksidaze, te kao ne-enzimski spojevi, $to
ukljuc€uje vitamine (npr. vitamin C, E), polifenole, flavonoide i druge bioaktivne spojeve
(Santos-Sanchez i sur. 2019).

Postoje razliCite metode za mjerenje antioksidativne aktivnosti/kapaciteta. Glavna
podjela metoda dijeli ih na TVA metode (Transfer vodikovog atoma) i TE metode
(transfer elektrona). Testovi temeljeni na prijenosu atoma vodika odnosno TVA metode
mjere sposobnost antioksidansa da uklone slobodne radikale doniranjem atoma
vodika. TVA mehanizmi djelovanja antioksidansa mogu se prikazati pomocu sljedecée
reakcije gdje se atom vodika (H) fenola (ArOH) prenosi na peroksilni radikal (ROO-)

¢ime nastaje ariloksilni radikal (ArQO¢) koji se stabilizira rezonancijom:

ROOQO-+ + AH/ArOH 2 ROOH + A+/ArOs

Neke od metoda koje ubrajamo u TVA metode su:

1. ORAC metoda (kapacitet apsorpcije kisikovih radikala) svrstava se u TVA
metode za mjerenje antioksidativhog kapaciteta. ORAC metoda funkcionira
tako da se prvo generiraju slobodni radikali, najceSce peroksilni radikali,
pomocu AAPH (2,2'-Azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid) reagensa.



Zatim se u sistem dodaje fluorescein, koji emitira fluorescenciju. Slobodni
radikali ulaze u interakciju sa fluoresceinom, smanjuju¢i njegovu
fluorescenciju. Kada se dodaju antioksidansi, oni neutraliziraju slobodne
radikale, usporavaju¢i smanjenje fluorescencije. Mjerenjem promijene
fluorescencije tokom vremena, odreduje se antioksidativha sposobnost
uzorka, izrazena kao Trolox ekvivalent. Mane ORAC metode su te da je
postupak analize dugacCak, zahtjeva specificne uvjete rada, sklonost
varijabilnosti rezultata izmedu razli€itih laboratorija te zahtijeva opremu za
fluorescenciju (Munteanu i sur., 2021).

. HORAC test (Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity): Ova metoda
procjenjuje sposobnost uzorka da sprijeci stvaranje hidroksilnih radikala
koriste¢i Co(ll) kompleks. Uzorak se inkubira s fluoresceinom, nakon ¢ega
se dodaje Fentonova smjesa. Mjeri se pocetna fluorescencija, a o€itanja se
provode svake minute. Kalibracijska krivulja izraduje se pomoéu standardnih
otopina galne kiseline.

. TRAP metoda (eng. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant Parameter):
Temelji se na sposobnosti antioksidansa da inhibiraju reakciju izmedu
peroksilnih radikala i odabrane molekule, Sto se prikazuje kao potrosnja
kisika (O2) tijekom procesa peroksidacije izazvanog toplinskom razgradnjom
2,2"-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorida (ABAP).

. TOSC test (eng. Total Oxyradical Scavenging Capacity): Temelji se na
inhibiciji stvaranja etilena (kontrolna reakcija prati se plinskom
kromatografijom) u prisutnosti antioksidativnih spojeva koji konkuriraju s a-
keto-y-butiotioctenom kiselinom (KMBA) za reaktivne vrste kisika (ROS).
Ovaj test koristi povrsinu ispod krivulje koncentracije etilena u usporedbi s

vremenom reakcije (do 300 minuta) (Munteanu i sur., 2021).

Testovi temeljeni na prijenosu jednog elektrona, odnosno testovi prijenosa

elektrona (TE), otkrivaju sposobnost antioksidansa da prenese elektron kako bi

reducirali metalne ione, karbonilne skupine i slobodne radikale. Testovi temeljeni na

TE baziraju se na prijenosu elektrona na (ROO-), pri ¢emu ga pretvaraju u anion

(ROO-). Ovaj proces uzrokuje reverzibilnu deprotonaciju i smanjenje boje u otopini,

Sto istovremeno oznaCava zavrSetak reakcije i ukazuje na koncentraciju antioksidansa
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ovisno o obojenju reakcijske otopine (Platzer i sur., 2021). Pod TE metode ubrajamo

sljedeée metode:

1. DPPH (eng. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) metoda: Mjeri sposobnost ekstrakta
da neutralizira slobodne radikale, ocjenjujuci njihovu sposobnost doniranja
vodikovog atoma.

2. ABTS metoda (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat): Metoda se oslanja
na reakciji oksidacije ove molekula (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat), pri ¢emu dolazi do stvaranja stabilnog radikala, ABTS"., koji ima
intenzivno plavu-zelenu boju.

3. FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda: Ocjenjuje reduktivnu
mo¢ ekstrakta, mjeri redukciju Fe3*-TPTZ kompleksa u Fe?*-TPTZ kompleksu.
Mijeri samo sposobnost redukcije Zeljeza, Sto ne ukljuCuje sve antioksidativne
mehanizme, ima osjetljivost na pH vrijednost ekstrakta i moze podcijeniti
antioksidativnu aktivnost hidrofobnih spojeva.

4. TAC (eng. Total Antioxidant Capacity) metoda: Procjenjuje ukupni
antioksidativni kapacitet ekstrakta na temelju elektronskog prijenosa,
redukcijom molibdena (VI) u molibden (V) djelovanjem antioksidativnih spojeva.

5. Folin-Ciocalteu: Metoda se temelji na reakciji fenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu
reagensom, koji sadrzi mjeSavinu fosfomolibdatne i fosfovolframne kiseline.
Kada fenolni spojevi reagiraju s ovim reagensom, dolazi do promjene boje zbog
redukcije molibdena i volframa iz visokih u niska oksidacijska stanja. Intenzitet
plave boje koja se formira proporcionalan je koncentraciji fenolnih spojeva u

linearnom podrucju mjerenja (0-1).

Svaka metoda ima svoje prednosti i ograni¢enja. Primjerice, DPPH metoda nije
specificna samo za fenolne spojeve i moze biti pod utjecajem ne-fenolnih spojeva
poput askorbinske kiseline. ABTS metoda, iako slicna DPPH, moze mijeriti Siri spektar
antioksidansa ali je osjetljiva na pH vrijednost ekstrakta. FRAP metoda fokusira se na
reduktivhu sposobnost, dok TAC metoda pruza sveobuhvatan pogled na ukupni
antioksidativni kapacitet ekstrakta, ali moze biti podlozna varijacijama zbog razlicitih
profila antioksidativnin spojeva (Apak, 2019). Folin-Ciocalteu metoda ima nisku

specifi€nost jer ne reagira samo s antioksidansima ve¢ i s mnogim drugim redukcijskim
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spojevima kao $to su proteini, aminokiseline te neki drugi spojevi (Sanchez-Rangel i
sur., 2013).

IstraZivanja antioksidativnog potencijala €esto ukljuCuju analizu razli¢itih biljnih
ekstrakata ili vo¢nih kora koristeci vise metoda kako bi se dobila sveobuhvatna slika
njihove AA. Ove metode Cesto koriste tehnike kao Sto je LC-MS/MS (eng. Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) odnosno tekucinska kromatografija u
kombinaciji sa dvostupanjskom masenom spektrometrijom za identifikaciju i
karakterizaciju fenolnih spojeva poput fenolnih kiselina i flavonoida, potvrdujuci

prisutnost razlicitih antioksidativnih spojeva (Santos-Sanchez i sur., 2019).
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3.

3.1
3.1.1

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

Kora rajcice

U okviru ovog istraZivanja, upotrijebljena je osu$ena kora rajCice dobivena od

partnera s FunTomP projekta. Pripremljeno je ukupno 36 uzorka suSenih kora rajcice,

od kojih je 27 bilo upotrijebljeno za ultrazvuénu ekstrakciju, a preostalih 9 uzoraka za

konvencionalnu toplinsku ekstrakciju. Uzorci su pripremljeni mijeSanjem 4,0 g osusene

kore rajCice s 100 mL ekstrakcijskog otapala. Kao ekstrakcijsko otapalo koriSteni su

deionizirana voda te 25 i 50 %-tna otopina etanola.

3.1.2

> Wb

Kemikalije

. Deionizirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

25 % otopina etanola (GRAM-MOL d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

50 % otopina etanola (GRAM-MOL d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiselina, HCI; priprema: 330 yL 12 M HCI
(konc. HCI = 37 %) (Carlos Erba reagents, Val-de-Reuil, Francuska) razrijedi se
u odmijernoj tikvici od 100 mL deioniziranom vodom te nadopuni do oznake.
0,3 M acetatni pufer, pH 3,6; priprema: 1,55 g natrijevo g acetata trihidrata
(GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska) otopi se u 8 mL ledene octene kiseline
(J.T.Baker, Gliwice, Poljska) u odmijernoj tikvici od 500 mL i nadopuni
deioniziranom vodom do oznake.

20 mM otopina Zeljezovog(lll)-klorida, FeCls; priprema: 0,0541 g FeCls x 6 H2O
(GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska) otopi u 10 mL deionizirane vode, otopina

se priprema svjeza.

. 10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina, TPTZ; priprema: 0,0312 g TPTZ (Acros,

New Jersey, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) otopi se u odmjernoj tikvici od 10 mL
sa 40 mM HCI te se istom klorovodicnom kiselinom nadopuni do oznake.

Otopina se uvijek priprema svjeza tj. na dan odredivanja.

. Standard Zeljezo (ll)-sulfat septahidrat (FeSO4 x7H20); Priprema: Potrebno je

pripremiti 1 mM otopinu Zeljezo (ll)-sulfata septahidrat (FeSO4 x7H20). Odvaze
se 0,139 g Zeljezo (ll)-sulfat septahidrata (Honeywell, Seelze, Njemacka) u
plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese s deioniziranom vodom u
odmijernu tikvicu volumena 0,5 L, te nadopuni deioniziranom vodom do oznake.
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9. FRAP reagensa; PomijeSa se 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa
(Acros, New Jersey, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) i 5 mL FeClz (GRAM-MOL
d.o.o., Zagreb, Hrvatska) (omjer 10:1:1).

10.0,094 mM DPPH (u 96 % metanolu); Priprema: 7,41 mg DPPH (abcr GmbH,
Karlsruhe, Njemacka) otopi se 96 % metanolu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u
odmijernoj tikvici od 200 mL te se metanolom nadopuni do oznake.

11.Standard Trolox (1 mM); Priprema: 0,025 g Troloxa (Acros, Danska) otopi se 96
% metanolu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u odmjernoj tikvici od 100 mL te

nadopuni do oznake metanolom.

3.1.3 Uredaiji

1. Ultrazvucni uredaj Q700 Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)
2. Mlin s nozevima (Retsch GmbH, Haan, Njemacka)

3. Tehni¢ka vaga Highland® Portable Precision Balances HCB 1002 (Adam

Equipment, Kingston, Ujedinjeno Kraljevstvo)
4. Vorteks uredaj MX-S (Dlab, Peking, Kina)
5. UV-VIS spektrofotometar UV-2600i (Shimadzu, Kyoto, Japan)
6. Magnetska mijeSalica (Dlab, Peking, Kina)
7. Ultrazvucna kupelj s grijanjem DT 100 H (Bandelin, Berlin, Njemacka)
8. Vakuum pumpa model Rocker 300 (Witeg, Wertheim, Njemacka)

9. Testna (klima) komora UN75 (Memmert GmbH, Schwabach, Njemacka)

3.1.4 Laboratorijsko posude

1. Laboratorijska ¢aSa
2. Laboratorijska Spatula

3. Menzura
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4. Odmijerna tikvica

5. Plasti¢ne ladice za vaganje
6. Plasticne epruvete (Falcon)
7. Stakleni lijevci

8. Termometar

9. Kapaljka

10. Staklene kivete
11.Eppendorf epruveta (epice)
12.Staklene epruvete
13.Buchnerov lijevak

14. Staklene pipete

15. Odsisna boca

16.Metalna Zlica

17.Staklene posudice

18. Eksikator

3.2 Metode

3.2.1 Odredivanje ukupne suhe tvari suSenjem do konstantne mase (105 °C)

Staklene posudice se prvo osuse u testnoj (klima) komori na 105 °C kako bi se
uklonila vlaga. Nakon susenja, posudice se izvade i ohlade u eksikatoru oko 20 minuta
prije nego $to im se izmjeri masa s preciznos¢u od + 0,0002 g. Zatim se u ohladene i
izvagane posudice stavi priblizno 2,5 g uzorka, koji se potom stavlja u testnu (klima)
komoru na 105 °C £ 0,5 °C tijekom jednog sata. Nakon su$enja, posudice s uzorkom
ohlade se u eksikatoru oko 20 minuta prije nego $to se ponovno izmjere. Ovaj postupak
se ponavlja za uzastopna susenja, sve dok razlika nakon dva uzastopna suSenja u

razmaku od pola sata ne bude manja od 0,001 g.
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3.2.2  Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom visokog intenziteta

Spojevi koji imaju antioksidativno djelovanje ekstrahirani su iz osuSene kore
rajcice ultrazvukom visokog intenziteta. Za ultrazvu¢nu obradu uzoraka osusSene kore
rajcice (27 ukupno) koristen je ultrazvuk visokog intenziteta s varijacijama parametara
ekstrakcije (vrijeme tretiranja: 3, 6 i 9 minuta, amplituda: 50 %, 75 % i 100 %, te
ekstrakcijsko otapalo: deionizirane vode, 25 %-tna otopina etanola i 50 %-tna otopina
etanola). Nazivi uzoraka uz pripadajuéu primijenjenu amplitudu, trajanje ekstrakcije i

ekstrakcijsko otapalo detaljno su prikazani u Tablici 3.
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Tablica 3. Nazivi ultrazvucno tretiranih uzoraka s pripadaju¢im ekstrakcijskim

parametrima.

Uzorak | Amplituda Villeme Udio Masa To* Tq**
tretiranja etanola
% min % g °C °C
TU 1 50 6 25 4,01 21 36
TU 2 100 3 25 4,00 20 30
TU3 50 9 0 4,00 16 23
TU 4 75 3 25 4,01 21 30
TUS 75 6 50 3,99 20 41
TUG6 100 3 50 4,02 21 37
TU7 50 3 0 4,00 17 24
TU 8 100 3 0 4,01 17 40
TU9 75 9 50 4,03 17 44
TU 10 50 3 50 4,03 19 29
TU 11 100 9 25 4,01 21 31
TU 12 100 6 0 4,00 18 53
TU 13 100 6 25 4,02 21 40
TU 14 75 6 0 3,99 18 25
TU 15 50 3 25 4,02 19 23
TU 16 50 6 50 4,02 20 38
TU 17 50 9 25 4,01 20 25
TU 18 100 9 0 4,02 19 33
TU 19 50 9 50 4,02 16 35
TU 20 75 9 0 3,99 20 35
TU 21 75 6 25 4,01 21 28
TU 22 75 3 0 4,00 20 37
TU 23 75 9 25 3,99 21 38
TU 24 100 9 50 4,01 19 53
TU 25 50 6 0 4,01 20 39
TU 26 100 6 50 3,99 23 50
TU 27 75 3 50 4,02 19 36

* - temperatura uzoraka izmjerena prije ultrazvucne ekstrakcije
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** - temperatura uzoraka izmjerena neposredno po zavrSetku ultrazvucne ekstrakcije

Postupak izvodenja ultrazvuéne ekstrakcije, primjenom ultrazvuka visokog

intenziteta:

4 grama usitnjenog uzorka s to¢noscu £ 0,01 g odvaZze se, na tehnickoj vagi, u
laboratorijsku ¢asu od 250 ml te se ovisno u uzorku, doda 100 ml odgovarajuceg
otapala. Zatim se CaSa postavi u plastiéhu posudu s ledom i hladnom vodom,
smjeStenu u kudiste ultrazvuénog uredaja. U ¢asSu se postavi ultrazvuéna sonda i
termoclanak za mjerenje temperature. Sonda je smjeStena u sredini ¢aSe s uzorkom,
a termoclanak tako da ne dodiruje ni sondu ni stijenke ¢ase. Nakon zatvaranja zvu¢no
izoliranog kucista, na zaslonu upravljatke jedinice se postavlja Zeljena amplituda i
trajanje tretmana te se pokrecée tretman ultrazvukom visokog intenziteta. Po zavrSetku
ekstrakcije ultrazvukom, slijedi vakuum filtracija. Uzorak se uz pomo¢ vakuum pumpe
filtrira preko Blchnerovog lijevka. Po zavrSetku filtracije, ekstrakti se do provodenja

kemijskih analizi Cuvaju na hladnome u hladnjaku pri temperaturi od +4 °C.

3.2.3  Toplinska ekstrakcija

Uz ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom, provedena je i toplinska ekstrakcija
bioaktivnih spojeva iz osu$ene kore rajCice na temperaturi od 60 °C. Toplinski se
tretman provodio na devet uzoraka, koristeéi ultrazvuCnu kupelj za zagrijavanje
uzoraka. Prilikom zagrijavanja mogucnosti soniciranja bila je iskljuCena. Uzorci su
oznaceni prema trajanju toplinskog tretmana te prema primijenjenom ekstrakcijskom

otapalu. Navedeno je prikazano u Tablici 4.
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Tablica 4. Nazivi toplinski tretiranih uzoraka s pripadajucim ekstrakcijskim
parametrima.

Uzorak Vrijeme tretiranja Udio etanola Masa
min % g
TO/3 3 4,02
TO/6 6 0 3,99
TO/9 9 0 4,00
T25/3 3 25 4,00
T25/6 6 25 4,00
T25/9 9 25 4,02
T50/3 3 50 4,02
T50/6 6 50 4,01
T50/9 9 50 4,02

Postupak provodenja toplinske ekstrakcije:

Na tehnickoj vagi odmijeri se 4 grama usitnjenog uzorka s to¢noséu od + 0,01 g.
Uzorak se potom prenese u laboratorijsku ¢asu zapremine 250 ml. Ovisno o uzorku, u
&asu se doda 100 ml odgovarajuc¢eg otapala. Casa s uzorkom i otapalom postavlja se
u ultrazvu€nu kupelj. Termometrom je pracen porast temperature uzorka unutar case,
a kada je postignuta temperatura od 60 °C, zapocCeto je mjerenje vremena tretiranja uz
mijeSanje. Nakon provedene toplinske ekstrakcije, izvrSena je vakuum filtracija
uzoraka. Postupak je proveden na isti nacin kao i kod uzoraka tretiranih ultrazvukom.
Nakon filtracije, ekstrakti se uvaju na hladnom mjestu u hladnjaku pri temperaturi od

+4 °C do provodenja kemijskih analiza .

3.2.4  Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode

Ova metoda temelji se na redukciji 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala
unutar metanolne otopine. DPPH radikal, zbog prisutnosti nesparenog elektrona,

pokazuje intenzivnu apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (515 nm). Medutim, u
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prisutnosti elektron-donora (AH), koji djeluje kao antioksidans "gasitelj" slobodnih
radikala, dolazi do stabilizacije DPPH radikala kroz sparivanje elektrona. To rezultira
promjenom boje otopine iz ljubiCaste (Sto je oksidirani oblik radikala) u Zutu boju
(reducirani oblik radikala) (Slika 3). Ova promjena mjeri se promjenom apsorbancije
reakcijske smjese tijekom odredenog vremena, usporedujuci ju s istim efektom

postignutim koristenjem poznatog reducenta Trolox-a (Brand-Williams i sur., 1995).

. N RH N
O \ . Al
e O 9 0

Slika 3. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom (Brand-Williams i sur.,
1995)

Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u
metanolu. Zatim se u epruvetu doda 100 pL ekstrakta (po potrebi razrijedenog) i 3,9
mL 0,094 mM otopine DPPH. Smjesa se vorteksira, a reakcija se provodi 30 minuta u
tami kako bi se postiglo ravnotezno stanje. Nakon postizanja ravnoteznog stanja
izmjeri se apsorbancija pripremljenih uzoraka pri 515 nm. Slijepa proba umijesto

ekstrakta sadrzava metanol, a sam postupak provodenja reakcije je isti.

Bazdarni dijagram:

Iz 1 mM izvorne otopine standarda Trolox-a, uzima se odredeni volumen za
pripremu razriedenja od 10 yM, 25 pM, 50 uM, 125 pM i 150 uM. Za svako razrjedenje
se redom odpipetira 100 uL, 250 pL, 500 pL, 1250 yL i 1500 uL izvorne otopine Trolox-
a, nakon ¢ega se do oznake od 10 mL nadopuni s 96 % metanolom (Slika 4). Zatim se
ponavlja prethodno opisani postupak reakcije s DPPH radikalom, ali umjesto ekstrakta,

u reakcijsku smjesu dodaje se 100 pL pripremljenih razrijedenja standarda Trolox-a.
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Slika 4. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji Trolox-a (uM)

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0007 X + 0,0032
R?=0,9979

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

3.2.5 Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Princip metode

Metoda se bazira na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-
tripiridil- s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. Reakcija se odvija
u kiselom mediju, pri pH=3,6 kako bi se zadrzala dobra topljivost Zeljeza. Pri nizim pH
vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos elektrona, a
ujedno se povecava redoks potencijal, koji ¢e dodatno omoguditi pomak reakcije u
smjeru transfera elektrona. Redoks potencijal reakcije Fe(lll)/Fe(ll) iznosi 0,77 V i svi
spojevi sa nizim redoks potencijalom, ulazit ¢e u reakciju redukcije Zeljeza te tako

doprinijeti konacnom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta.
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Princip rada

Metoda se temelji na sposobnosti ekstrakta da reducira Fe3* ione u Fe?* ione u
otopini 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizoj pH vrijednosti. Redukcija se prati
mjerenjem promjene apsorbancija pri 595 nm. Rezultati su izraZzeni kao umol Fe?*

ekvivalenta (FE)/mL uzorka.
Izrada bazdarnog dijagrama

Za pripremu bazdarnog pravca (Slika 5) pripremi se 100 mL 1 mM otopine
Zeljezo (ll)-sulfata septahidrata iz koje se onda pripreme razriedenja u
koncentracijama od 25, 250, 500, 750 i 1000 uyM na nacin da se u odmjerne tikvice
volumena 10 mL redom otpipetira: 0,25; 2,5; 5,0; 7,51 10 mL 1 mM otopine Zeljezo (ll)-
sulfata septahidrata te do oznake nadopuni deioniziranom vodom. U odmijerne tikvice
od 10 mL redom se odpipetira 240 L deionizirane vode, 80 pL otopine standarda
to¢no odredene koncentracije i 2080 pyL FRAP reagensa, kratko promijeSa na vortex
uredaju, te 5 se minuta termostatira na temperaturi od 37 °C u kupelji. Zatim se mjeri
apsorbancija pri 595 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim ekstrakta, umjesto kojeg se
dodaje deionizirana voda. |z izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se pomocu
racunalnog programa (Microsoft Office Excel) bazdarni dijagram s vrijednostima
koncentracije FeSO4x7H20 (M) na osi apscisi i vrijednostima apsorbancije na osi
ordinati. 1z pripadajuce jednadzbe pravca izraCuna se antioksidacijski kapacitet

uzoraka odreden FRAP metodom.
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Slika 5. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o vrijednosti koncentracije
FeS04x7H20 (uM)

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y=6,81142*10* X + 0,00843793
R2=0,99617

Gdje je: Y = apsorbancija pri 595 nm, X= ekvivalent Fe?* (uM)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj istraZivanja je utvrditi i optimirati postupak ultrazvuéne ekstrakcije, te
posljedicno utvrditi vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata. Postupak je
putem prethodno spomenutih metoda (pracenje apsorbancije reakcijske smjese u
definiranom vremenu) u odnosu na isti uc€inak koji se postiZze primjenom poznatog
reducensa. U sklopu eksperimenta provedene su dvije razliCite metode koje se
baziraju na razlicitim kemijskim reakcijama. Za ekstrakcije (obradu) 27 uzoraka
koriSten je ultrazvuk visokog intenziteta s varijacijama parametara ekstrakcije: (vrijeme
tretiranja: 3, 6 ili 9 minuta, amplituda: 50 %, 75 % ili 100 %, te primijenjeno ekstrakcijsko
otapalo: deionizirana vode, 25 % i 50 % otopina etanola). Nadalje, 9 uzoraka
podvrgnuto je toplinskom tretmanu koriste¢i ultrazvuénu kupelj za zagrijavanje
uzoraka, no bez mogucnosti soniciranja. Uslijed toplinske ekstrakcije izmjenjivala su
se dva ekstrakcijska parametra (vrijeme tretmana: 3, 6 ili 9 minuta te primijenjeno
ekstrakcijsko otapalo: deionizirana voda, 25 % i 50 % otopina etanola). Prikupljeni
podatci statistiCki su obradeni uz pomoc¢ softvera STATGRAPHICS Centurion XV
StatPoint (StatPoint technologies, Inc.,VA 20186, SAD).
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4.1 Rezultati mjerenja

Tablica 5. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti (AA) odredene FRAP i DPPH metodom, prije i nakon skladiStenja za uzorke koji su
tretirani ultrazvukom visokog intenziteta

Uzorak Amplituda Vrijeme EtOH AA FRAP AA FRAP AA DPPH AA DPPH
tretiranja nakon 7 dana Nakon 7
dana
% min % [umol Fe2+/gs] [umol Fe2+/gs.] [umol Trolox/gs.i.] [umol Trolox/gs w]
TU1 50 6 25 21,85+ 0,01 17,66 + 10,09 6,02 + 0,02 6,80 + 0,07
TU 2 100 3 25 25,89 + 0,27 21,31 £0,25 7,45 £0,92 5,61 +0,10
TU 3 50 9 0 12,45 + 0,06 10,95 £ 0,27 1,14 £ 0,48 5,17 £ 0,10
TU 4 75 3 25 22,80 + 2,17 21,06 + 0,09 6,86 + 0,24 6,36 £ 0,12
TUS 75 6 50 23,92 +0,33 23,01 +0,23 6,34 + 0,66 4,09 +0,48
TU 6 100 3 50 18,74 + 0,76 20,04 + 0,10 5,74 £ 0,24 5,20 £ 0,23
TU7 50 3 10,96 + 0,09 11,14 + 0,36 4,35 + 0,03 4,19 +0,27
TU 8 100 3 11,80 + 0,31 9,87 £ 0,05 4,22 +0,01 2,77 £0,13
TU9 75 9 50 26,24 + 0,23 27,31 +0,31 6,14 + 0,09 6,08 + 0,89
TU 10 50 3 50 14,95 + 0,07 15,35+ 0,13 1,90 +1,33 0,39 + 0,36
TU 11 100 9 25 23,71+ 0,88 26,42 + 0,19 7,51 + 0,36 6,60 + 0,09
TU 12 100 6 0 15,72 + 0,57 10,62 + 0,20 3,54 £ 0,26 4,66 + 0,22
TU 13 100 6 25 25,02 + 2,43 29,75+1,01 4,40 £0,13 7,52 £ 0,09
TU 14 75 6 0 12,36 + 0,68 12,03 + 0,06 4,74 +£0,14 2,51+0,14
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TU 15 50 3 25 1,09 +0,04 1,45 +0,02 0,38 £ 0,00 0,43+0,01
TU 16 50 6 50 17,14 + 0,65 18,98 + 0,26 5,86 + 0,03 3,14 +0,01
TU 17 50 9 25 23,61 +0,98 28,04 + 0,78 5,72 +0,52 5,61+0,61
TU 18 100 9 0 12,29+ 0,34 9,10+0,24 4,19 £ 0,35 3,58 + 0,02
TU 19 50 9 50 28,44 + 8,17 21,65+0,71 6,07 +0,12 2,48 +0,13
TU 20 75 9 0 13,64 + 0,52 10,69 + 0,00 3,96 £ 0,39 3,61 +0,03
TU 21 75 6 25 27,13+ 2,00 26,52 + 0,92 7,81+0,31 6,24 +0,41
TU 22 75 3 0 11,49 £ 0,03 9,38 +0,29 1,67 +0,21 4,91+0,14
TU 23 75 9 25 20,29 + 0,12 27,61 +1,48 8,54 + 0,46 7,05 +0,34
TU 24 100 9 50 24,74 +1,00 28,91+0,14 7,45 + 0,06 291+0,61
TU 25 50 6 0 8,90 + 0,09 10,33+0,10 4,85 +0,17 2,27 +0,34
TU 26 100 6 50 21,34 +0,71 25,23 + 0,53 3,53+0,23 3,96 + 0,16
TU 27 75 3 50 16,83 £ 0,57 14,65 * 3,20 3,98 £0,47 1,27 + 0,22
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Za ekstrakte dobivene obradom uzoraka sa ultrazvukom visokog intenziteta
rezultati pokazuju da prije skladistenja najveci antioksidacijski kapacitet pri odredivanju
primjenom FRAP metode ima uzorak TU 19 (vrijeme tretiranja: 9 minuta, amplituda:
50 %, te primijenjeno ekstrakcijsko otapalo: 50 % otopina etanola) i iznosi 28,44 + 8,17
umol Fe?*/gsw. Nasuprot tome, najmanja vrijednost antioksidacijske aktivnosti
zabiljeZena je kod uzorka TU 15 (vrijeme tretiranja: 3 minute, amplituda: 50 %, te
primijenjeno ekstrakcijsko otapalo: 25 % otopina etanola) i iznosi 1,09 + 0,04 pmol
Fe?*/gsw.. Nakon 7 dana skladistenja u hladnjaku pri +4 °C primjenom FRAP metode
odredeno je najveci pad u AA koji iznosi 32,44 % kod uzorka TU 12 (amplituda 100 %,

vrijeme tretiranja 6 min, ekstrakcijsko otapalo deionizirana voda).

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka izmjerenih primjenom DPPH
metode razlikuju se od onih izmjerenih FRAP metodom. Ovom metodom dobiveno je
to da najvecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta prije skladiStenja pokazuje uzorak
TU 23 (amplituda: 75 %; vrijeme tretiranja: 9 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna
otopina etanola) i iznosi 8,54 = 0,46 pmol Trolox/gsw. Nasuprot tomu, najmanja
izmjerena vrijednost prije skladidtenja uocena je kod uzorka TU 15 (. amplituda:50 %;
vrijeme tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna otopina etanola). Nakon
7 dana skladistenja najveci pad u AA odreden DPPH metodom iznosi 79,47 % kod
uzorka TU 10 (amplituda: 50 %; vrijeme tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo: 50

%-tna otopina etanola).

Promatranjem rezultata moze se zakljuCiti da je najveéi AA kod uzoraka prije
skladiStenja postignut s 9 minuta tretiranja neposredno nakon ultrazvucne ekstrakcije.
Rezultati su u skladu s istrazivanjem Al-Dhabi i sur. (2017) u kojem se proucCavala
ovisnost prinosa ukupnih fenola iz upotrijebljenog taloga kave tretiranog ultrazvukom
visokog intenziteta o vremenu tretiranja. Oni su primijetili da u pocCetnim fazama
ekstrakcije prinos fenolnih spojeva poveéava s produljenjem trajanja tretmana. To je
posljedica kombinacije kavitacije i porasta temperature, Sto uzrokuje bubrenje biljnog

matriksa i povecanje pora u stani¢noj stijenki.

Nakon skladiStenja, antioksidativna vrijednost uzoraka, odredena FRAP metodom,
pokazala je pad u rasponu od 2,25 % do 32,44 %. Najmanji pad zabiljeZen je kod
uzorka TU 21 (amplituda: 75 %; vrijeme tretiranja: 6 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 25
%-tna otopina etanola) koji iznosi 2,25 %, dok je najveéi pad zabiljezen kod uzorka TU
12 (amplituda:100 %; vrijeme tretiranja: 6 minuta i ekstrakcijsko otapalo: deionizirana
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voda) sa smanjenjem od 32,44 %. Takoder, antioksidativha vrijednost odredena
metodom DPPH pokazala je smanjenje nakon skladiStenja, u rasponu od 0,98 % do
79,47 %. Najmanji pad zabiljezen je kod uzorka TU 9 (amplituda: 75 %; vrijeme
tretiranja: 9 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola), $to iznosi 0,98
%, dok je najveci pad zabiljezen kod uzorka TU 10 (amplituda: 50 %; vrijeme tretiranja:
3 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola) sa smanjenjem od 79,47
%.

FRAP metodom je utvrdeno da je najveci porast AA zabiljezen kod uzorka TU
26 (amplituda: 100 %; vrijeme tretiranja: 6 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna
otopina etanola) i to za 10,6 %. DPPH metodom utvrdeno je da najveci porast AA
zabiliezen kod uzorka TU 23 (amplituda: 75 %; vrijeme tretiranja: 9 minuta i
ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna otopina etanola) i to za 26,5 %. Al-Weshahy i sur.
(2013) su u svom radu proucavali utjecaj razli€itih perioda skladistenja na AA u kori
krumpira kod dva kultivara (Penta i Marcy). U navedenom radu uo€ili su rast AA od
drugog tjedna skladiStenja i sve do osmog tjedna, bez obzira na temperaturu
skladistenja. Ovo povecanje objasnjavaju proizvodnjom glikoalkaloida kao odgovora
na stres tijekom skladiStenja, a koji imaju antioksidativha svojstva. Glikoalkaloidi
takoder mogu nastati i rajCicic kao odgovor na stres nastao u stanicama tijekom

skladiStenja.

Sharmin i sur. (2016) proveli su istraZivanje gdje je analiziran utjecaj razli€itih
otapala (vode, metanola, etanola, acetona, heksana i petrolejskog benzina),
temperatura (20 °C do 95 °C) i vremena tretiranja (5 minuta do 60 minuta) na uzorcima
iz kore nara, mrkve i rajCice. PoveCanjem vremena ekstrakcije poveCava se i
antioksidacijska vrijednost uzoraka s obzirom na vecu koli€inu ekstrahiranih
antioksidanasa (Sharmin i sur., 2016). U tablici 4. vidljivo je da u vecini uzoraka
antioksidativna vrijednost raste sa duljinom tretmana gdje u prosjeku uzorci na kojima
je tretman proveden kroz 9 minuta imaju najvecu AA. Nadalje porastom vrijednosti
amplitude koriStene u pokusu do¢i ¢e do najbolje ekstrakcije tvari koje imaju
antioksidativno djelovanje (Kumcuoglu i sur., 2013). Dobivene vrijednosti u nasem
pokusu se u vecini uzoraka poklapaju sa prijasnjom tvrdnjom da je pri maksimalnoj
amplituda osigurana veca antioksidativna vrijednost uzorka izuzet uzoraka u kojima je
kao ekstrakcijsko otapalo koriStena deioniziran voda. Svi uzorci u kojima je

ekstrakcijsko otapalo deionizirana voda te je za ekstrakciju koriSten ultrazvuk visokog

24



intenziteta postignute su nize antioksidacijske vrijednosti. Medutim tome nije uvijek
takav slucaj, kao Sto vidimo u radu (Sharmin i sur., 2016) gdje navode da je
deionizirana voda ucinkovitija od etanola u ekstrakciji antioksidativnih komponenti iz
kore rajCice. Tijekom skladiStenja dolazi do degradacije antioksidativnih komponenti
(Sharmin i sur., 2016). Uslijed degradacije razliCitih komponenti u nasim uzorcima
tijekom perioda skladiStenja doc¢i ¢e do opadanja antioksidacijske aktivnosti Sto i

potvrduju dobivene vrijednosti.

Pomocu p-vrijednosti se prikazuje utjecaj ulaznih varijabli koje su u nasem sluc€aju:
amplituda, vrijeme tretiranja, udio etanola u otopini te vrijeme skladistenja kao i
interakcije ulaznih varijabli (npr. AB ili CD) na izlaznu varijablu koja je u nasem
eksperimentu bila antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom i DPPH
metodom. U sluc€aju da ulazna varijabla ili interakcija varijabli, ima p-vrijednost manju
od 0,05 to ukazuje da se znacajno razlikuje od nule na pouzdanoj razini vjerojatnosti
od 95 % te se smatra statistiCki znaCajnim. U tablici 6. su te vrijednosti oznacene
crvenom bojom. Tablice varijanci iz kojih su uzete p-vrijednosti za uzorke tretirane

ultrazvukom visokog intenziteta prikazane su u prilogu 1 i prilogu 2.
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Tablica 6. Utjecaj ulaznih varijabli (A-amplituda, B- vrijeme tretiranja, C-udio etanola,
D-vrijeme skladiStenja, AA-kvadratna interakcija amplitude, AB-interakcija amplitude i
vremena tretiranja, AC- interakcija amplitude i udjela etanola, AD- interakcija amplitude
i vremena skladiStenja BB- kvadratna interakcija vremena tretiranja, BC- interakcija
vremena tretiranja i udjela etanola, BD- interakcija vremena tretiranja i vremena
skladistenja, CC- kvadratna interakcija udjela etanola, CD-interakcija udjela etanola i
vremena skladistenja ) na izlaznu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (izmjerenu

DPPH i FRAP metodom) ultrazvuéno tretiranih uzoraka.

azna v | Bednost | piednot (AP

A 0,0508 0,0024

B 0,0029 0

C 0,5657 0

D 0,2327 0,9468
AA 0,0688 0,1336
AB 0,277 0,0252
AC 0,6726 0,5664
AD 0,5944 0,6222
BB 0,2471 0,1243
BC 0,0305 0,0055
BD 0,4853 0,706
CcC 0,0001 0
CD 0,1583 0,3203

*crveno oznacene vrijednosti ozna€avaju statistiCki znacajne vrijednosti (p-

vrijednost<0,05)

U sluc€aju kada je provedena DPPH metoda tri u€inka imaju p-vrijednosti manju
od 0,05 Sto ukazuje da su znacajno razli¢iti od nule na razini pouzdanosti od 95,0 %.
Ta tri uCinka su vrijeme tretiranja, interakcija vremena tretiranja i udio etanola te
kvadratna interakcija udjela etanola. Na uzorcima na kojima je provedena FRAP
metoda uoCeno je Sest p-vrijednosti manjih od 0,05. UCinci parametra pri kojima su
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dobivene te p-vrijednosti su: amplituda, vrijeme tretiranja, udio etanola, medusobna
interakcija amplitude i vremena tretiranja, medusobna interakcija vremena tretiranja i

udjela etanola te kvadratna interakcija udjela etanola.

Statisticka znacCajnost vremena tretiranja kao ulazne varijable moze se povezati
sa dobivenim AA prije skladistenja gdje je kod uzoraka koji su tretirani najkrace,
odnosno 3 minute zabiljezena najmanja AA dok su takoder i najve¢e AA vrijednosti
prije skladiStenja odredene kod uzoraka koji su tretirani 9 minuta. Ovi podaci ukazuju
na to da dulje trajanje tretmana povecCava antioksidativhu aktivnost kod uzoraka

tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta.

Sharmila i sur. (2016) u svom istrazivanju optimizirali su ekstrakciju fenolnih
spojeva iz listova Cassia auriculata analizirajuéi razliCite uvjete ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta, ukljuCujuci vrijeme tretiranja,
koncentraciju otapala, intenzitet ultrazvuka i pH. Njihovi rezultati takoder ukazuju na
statistiCku znacCajnost vremena tretiranja za uzorke analizirane metodom DPPH, dok
su za uzorke analizirane metodom FRAP uocili zna€ajnost vremena tretiranja i udjela

etanola.

Moguce je predvidjeti okvirnu vrijednost AA i upravljati parametrima procesa
ovisno o Zzeljenim rezultatima. JednadzZba regresije za antioksidativhu aktivnost,
prikazana ispod Tablice 7., ilustrira kako se ponasa polinom izraden na temelju
obradenih rezultata, ovisno o vrijednostima amplitude, vremenu tretiranja, udio etanola
i vremenu skladistenja. Promjenom jedne varijable, mijenja se rezultat jednadzbe
odnosno AA, Sto omogucuje predvidanje izlaznih vrijednosti prilikom dizajniranja
eksperimenta. To olakSava prilagodavanje eksperimentalnih parametara prema
Zeljenim potrebama te omogucava postizanje maksimalne iskoriStenosti cijelog

eksperimenta.
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Tablica 7. Rezultati optimizacije ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog
intenziteta (analiza DPPH metodom)

Faktor Niska Visoka | Optimalna
vrijednost | vrijednost | vrijednost
Amplituda 50 100 75,9071
Vrijeme 3 9 8,97978
tretiranja
Udio etanola 0 50 32,5909
Vrijeme 0 7 4,14*10°7

skladistenja

Jednadzba regresije: AA (DPPH metoda) = -9,05907 + 0,248*Amplituda +
1,19264*Vrijeme tretiranja + 0,113744* Udio etanola + 0,0189153*Vrijeme skladiStenja
- 0,00139156*Amplituda® -  0,00483333*Amplituda*Vrijeme tretiranja  +
0,000224*Amplituda*Udio etanol + 0,00164762*Amplituda*Vrijeme skladistenja
0,0607099*Vrijeme tretiranja®? + 0,00983889*Vrijeme tretiranja*Udio etanol -
0,0180159*Vrijeme tretiranja*Vrijeme skladistenja - 0,00335822*Udio etanol® -
0,0044127*Udio etanol*Vrijeme skladistenja

Rezultati optimizacije ukazuju da ¢e se optimalna vrijednost AA koja iznosi
7,8412 pmol Trolox/gsw. posti¢i pri optimalnim parametrima (amplitudi: 75,9071 %,
vrijeme tretiranja: 8,98 minuta, ekstrakcijsko otapalo: 32,5909 %-tna otopina etanola
te vrijeme skladistenja: 4,14 * 10-" dana). Optimalna vrijednost koja je gore navedena
je dobivena na nacin da su optimalni uvjeti uneseni u jednadzbu regresije koja se nalazi

ispod Tablice 7.
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Tablica 8. Rezultati optimizacije ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog
intenziteta (FRAP metoda analize)

Faktor Niska Visoka | Optimalna
vrijednost | vrijednost | vrijednost
Amplituda 50 100 81,1823
Vrijeme 3 9 9
tretiranja
Udio etanola 0 50 43,3981
Vrijeme 0 7 6,99

skladistenja

Jednadzba regresije: AA (FRAP metoda) = -26,4026 + 0,641817*Amplituda +
4,63819* Vrijeme tretiranja + 0,35601 Udio etanol - 0,620556*Vrijeme skladistenja-
0,00287867*Amplituda? -0,0257722*Amplituda* Vrijeme tretiranja +
0,000768667*Amplituda*Udio etanol +0,00385079*Amplituda*Vrijeme skladiStenja-
0,205* (Vrijeme tretiranja)? + 0,0325222* Vrijeme tretiranja *Udio etanol + 0,0245503*
Vrileme tretiranja *Vrijeme skladiStenja- 0,00877867* (Udio etanol)? +
0,00780317*Udio etanol*Vrijeme skladistenja

Rezultati optimizacije kod uzoraka koji su podvrgnuti FRAP metodi ukazuju da
¢e se optimalna vrijednost AA koja iznosi 29,125 umol Fe?*/gs.. postiéi pri optimalnim
uvjetima (amplitudi: 81,1823 %, vrijeme tretiranja: 9 minuta, ekstrakcijsko otapalo:
43,3981 %-tna otopina etanola te vrijeme skladiStenja: 6,99 dana). Optimalna
vrijednost koja je gore navedena je dobivena na nacin da su optimalni uvjeti uneseni u
jednadzbu regresije koja se nalazi ispod Tablice 8. Takoder za bolje razumijevanje
statisticke znacajnosti odnosno utjecaja razliCitih parametara na AA prikazani su i
Paretov dijagram i dijagram odzivne povrsine koji se nalaze u Prilog 9, Prilogu 10,

Prilogu 11 i Prilogu 12.

U tablici 9. prikazane su vrijednosti antioksidacijske aktivnosti toplinski tretiranih

uzoraka. Dobivene vrijednosti odredene su primjenom FRAP i DPPH metoda. Takoder
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u tablici 9. vidljive su izmjerene vrijednosti antioksidacijske aktivnosti tih istih uzoraka

nakon skladistenja u hladnjaku pri +4 °C u vremenskom periodu od 7 dana te su za to

opet koristene iste dvije metode koje su navedene gore.

Tablica 9. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti (AA) toplinski tretiranih uzoraka

odredene FRAP i DPPH metodom, prije i nakon skladistenja

Uzorak AA FRAP AA FRAP AA DPPH AA DPPH
nakon 7 dana Nakon 7 dana
[umol Fe?*/gsw] | [umol Fe?*/gsw] | [umol Trolox/gs.w] [umol

Trolox/gs..]

T0/3 27,45 + 0,11 30,6 £0,98 9,8+0,24 3,9+0,16

T0/6 30,78 £ 0,24 29,41 + 0,53 9,65 + 0,09 5,85 + 0,29

T0/9 26,59 + 0,09 27,85+ 0,03 8,74 £ 0,07 4,91 £ 0,01

T 25/3 33,34 + 1,04 35,76 + 0,47 8,38 £ 0,54 7,89+0,3
T 25/6 32,31+ 0,45 34,41 +0,26 8,62 + 0,28 8,55 + 0,35
T 25/9 34,5+0,42 37,36 £ 1,78 8,95 + 0,08 7,22 +0,87
T 50/3 29,71+ 0,02 29,32+ 1,04 6,91 0,22 5,33 + 1,56
T 50/6 30,34 £ 0,54 29,19 £ 1,11 6,97 £ 0,11 6,65 + 0,28
T 50/9 31,21+ 0,57 28,22 + 0,59 8,62 0,22 7,71 £ 0,04

Provodenjem FRAP metode dobili su se rezultati koji prikazuju da i prije i nakon
skladistenja najvecu antioksidativnu aktivnost ima uzorak T25/9 (vrijeme tretiranja: 9
minuta ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna otopina etanola). Najmanju vrijednost AA prije
skladistenja ima uzorak TO0/3 (vrijeme tretiranja: 3 minuta i ekstrakcijsko otapalo:

deionizirana voda).

Nakon provodenja DPPH metode prije skladiStenja na ovim uzorcima pokazalo
se da uzorak TO0/3 (vrijeme ftretiranja: 3 minuta i ekstrakcijsko otapalo: deionizirana
voda) ima najvecu AA aktivnost dok najmanji AA pokazao je uzorak T50/3 (vrijeme

tretiranja: 3 minuta ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola).

Nakon skladiStenja, AA uzoraka koji su toplinski tretirani, odredena metodom
DPPH, pokazala je pad u rasponu od 0,81 % do 60,2 %. Najmaniji pad zabiljezen je
kod uzorka T25/6 (vrijeme tretiranja: 6 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 25 %-tna otopina
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etanola), koji iznosi 0,81 %, dok je najveci pad zabiljeZzen kod uzorka T0/3 (vrijeme
tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo: deionizirana voda), sa smanjenjem od 60,2
%. Takoder, AA odredena metodom FRAP pokazala je smanjenje nakon skladistenja,
u rasponu od 1,31 % do 9,58 %. Najmanji pad zabiljezen je kod uzorka T50/3 (vrijeme
tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola), $to iznosi 1,31
%, dok je najveci pad zabiljezen kod uzorka T50/9 (vrijeme tretiranja: 9 minuta i

ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola), sa smanjenjem od 9,58 %.

Kod odredivanja AA pomoc¢u FRAP metode ekstremi pada nakon skladistenja
su bili kod uzoraka u kojima je kao otapala bila 50 % otopina etanola samo sa razlikom
u duljini tretiranja gdje je najmaniji pad bio kod uzorka sa minimalnim tretiranjem od 3
minute dok je najveci pad kod uzorka sa najduljim tretiranjem od 9 minuta. Brglez
Mojzer i sur. (2016) u svom radu u kojem su ispitivali razliite uvjete ekstrakcije na AA
u ruzmarinu (Rosmarinus officinalis ) su ustvrdili da poveéano vrijeme tretiranja
pridonosi padu u AA uslijed degradacije komponenata odgovornih za AA §to je u skladu

sa nasim dobivenim rezultatima.

DPPH metodom je takoder utvrdeno da nakon skladistenja u hladnjaku kod svih
uzoraka je utvrden pad u AA dok je FRAP metodom utvrden rast AA od 11,48 % kod
uzorka TO/3 (vrijeme tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo: deionizirana voda).
Rast AA uoCen nakon 7 dana skladiStenja u hladnjaku, detektiran samo kod uzoraka
obradenih FRAP metodom, moze se objasniti ograniCenjima FRAP metode, poput
osjetljivosti na pH vrijednost. Promjena pH u rajCici mogla je dovesti do uoCavanja
vrijednosti viSih od stvarnih (Apak, 2019). Takoder, moguce je da je rast AA rezultat

pogreske prilikom pripreme uzoraka i kemikalija.

U tablici 10. prikazane su p-vrijednosti za uzorke na kojima je napravljena
toplinska ekstrakcija u kupelji a koji su kasnije podvrgnuti FRAP metodi i DPPH metodi.
Za razliku od situacije kada se koristila ultrazvucna ekstrakcija gdje su bile Cetiri ulazne
varijable kao Sto je vidljivo u tablici 6. u ovom slu€aju su tri ulazne varijable, a to su
vrijeme tretiranja, udio etanola i vrieme skladistenja. StatistiCki znacajne ulazne
varijable u tablici 10. oznaCene su crvenom bojom. Tablice varijanci iz kojih su uzete
p-vrijednosti za uzorke tretirane toplinskom ekstrakcijom prikazane su u prilogu 3 i

prilogu 4.
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Tablica 10. Utjecaj ulaznih varijabli (A-vrijeme tretiranja, B- udio etanola, C-vrijeme
skladistenja, AA- kvadratna interakcija vremena tretiranja, AB- interakcija vremena
tretiranja i udjela etanola, AC- interakcija vremena tretiranja i vremena skladistenja,
BB- kvadratna interakcija udjela etanola, BC-interakcija udjela etanola i vremena
skladiStenja) na izlaznu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (izmjerenu DPPH i FRAP

metodom) toplinski tretiranih uzoraka.

N P-vrijednost
P-vrijednost (FRAP
Ulazna varijabla (DPPH metoda) metoda)
A 0,26 0,9409
B 0,8449 0,3918
C 0,0012 0,4363
AA 0,4763 0,9265
AB 0,1563 0,4269
AC 0,6581 0,5099
BB 0,034 0,0001
BC 0,0097 0,2317

*crveno oznacene vrijednosti oznaCavaju statistiCki znacajne vrijednosti (p-

vrijednost<0,05)

U slucCaju kada je provedena DPPH metoda na uzorcima koji su podvrgnuti
toplinskoj ekstrakciji pokazalo se da tri vanjska u€inka imaju p-vrijednosti manje od
0,05. Ta tri u€inka su vrijeme skladistenja, interakcija vremena skladistenja i udjela
etanola te kvadratna interakcija udjela etanola. Dok kod uzoraka na kojima je
provedena FRAP metoda kao Sto je vidljivo iz tablice 10. statistiCku znaCajnost ima

samo jedna ulazna varijabla i to je kvadratna interakcija udjela etanola.

Na dobivenim rezultatima nakon provedene statistiCke obrade uoCeno je da
vrijeme skladistenja ima statisticki znacaj kod uzorak na kojima je provedena DPPH

metoda jer je kod tih uzoraka utvrden puno veci pad u AA vrijednosti nakon skladistenja
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nego kod onih na kojima je provedena FRAP metoda. Paretovi dijagrami kao i
dijagrami odzivne povrsine za oba slu€aja koji takoder potvrduju statisticku pouzdanost

gore navedenih tvrdnji nalaze se u Prilogu 5., Prilogu 6, Prilogu 7. i Prilogu 8. .

Tablica 6. Rezultati optimizacije toplinske ekstrakcije (analiza DPPH metodom)

Faktor Niska Visoka Optimalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Vrijeme 3,000 9,000 5,972
tretiranja
Udio etanola 0,000 50,000 14,915
Vrijeme 0,000 7,000 2,669 * 10”7
skladistenja

Jednadzba regresije: AA (DPPH) = 8,52611 + 0,364167*Vrijeme tretiranja +
0,0152*Udio etanol - 0,622381*Vrijeme skladiStenja - 0,0390741* (Vrijeme tretiranja)?
+ 0,0069*Vrijeme tretiranja*Udio etanol + 0,0119048*Vrijeme tretiranja*Vrijeme
skladistenja - 0,00189067* (Udio etanola)®> + 0,0102095*Udio etanola*Vrijeme

skladiStenja

Moguce je predvidjeti okvirnu vrijednost AA kod uzoraka podvrgnutih DPPH
metodi i upravljati parametrima procesa ovisno o zeljenim rezultatima pomocu
jednadzba regresije za antioksidativhu aktivnost koja je prikazana ispod Tablice 6.
Jednadzba regresije je matematiCki izraz koji opisuje odnos izmedu nezavisnih i
ovisnih varijabli u statistickom modelu regresije, a ilustrira kako se ponasa polinom
izraden na temelju obradenih rezultata, ovisno o vrijednostima vremenu tretiranja,
udjelu etanola i vremenu skladiStenja. Rezultati optimizacije ukazuju da ¢e se
optimalna vrijednost AA koja iznosi 9,72806 pmol Trolox/gsw. posti¢i pri optimalnim
parametrima (vrijeme tretiranja: 5,972 minuta, ekstrakcijsko otapalo: 14,915 %-tna

otopina etanola te vrijeme skladistenja: 2,669 * 10 -’ dana).
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Tablica 7. Rezultati optimizacije toplinske ekstrakcije (analiza FRAP metodom)

Faktor Niska Visoka Optimalna
vrijednost vrijednost vrijednost
Vrijeme 3,000 9,000 3,000
tretiranja
Udio etanola 0,000 50,000 23,4002
Vrijeme 0,000 7,000 7,000
skladistenja

Jednadzba regresije: AA (FRAP) = 27,955 + 0,0406944* Vrijeme tretiranja +
0,4341*Udio etanol + 0,466587*Vrijeme skladistenja - 0,00898148* (Vrijeme
tretiranja)® + 0,00668333*Vrijeme tretiranja*Udio etanol - 0,0321429* Vrijeme
tretiranja*Vrijeme skladistenja - 0,00862533* (Udio etanol)? - 0,00720952*Udio etanol*

Vrijeme skladistenja

Rezultati optimizacije kod uzoraka koji su podvrgnuti FRAP metodi ukazuju da ¢e
se optimalna vrijednost AA koja iznosi 35,3107 pmol Fe?*/gs.. postiéi pri optimalnim
parametrima (vriieme tretiranja: 3 minute, ekstrakcijsko otapalo: 23,4002 %-tna
otopina etanola te vrijeme skladistenja: 7 dana). Optimalna vrijednost koja je gore
navedena dobivena je na nacin da su optimalni uvjeti uneseni u jednadzbu regresije

koja se nalazi ispod Tablice 7.

Hidrodinamicke sile mogu nastati i zbog visokog tlaka koji je povezan sa kolapsom
kavitacijskih mjehuri¢a (Rezek Jambrak, 2008). Kako se u ovom tipu uredaja pokuSava
izbjeci pojava kolapsa kavitacijskog mjehuri¢a kojim se olakSava izdvajanje bioaktivnih
komponenti oCekivalo bi se da ¢e antioksidativha vrijednost trebala biti niza od one
koja je bila kod uzorka koji su tretirani ultrazvu¢nim uredajem sa sondom. Kod nas to
nije sluCaj jer su vrijednosti antioksidacijske aktivnosti izmjerene kod uzoraka koji su

tretirani toplinskom kupelji viSe. Razlog tome moZe biti veca stabilnost i kontrola
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tretmana u toplinskoj kupelji koji mogu smanijiti razgradnju osjetljivih antioksidativnih

spojeva tijekom procesa, ¢ime se povecava ukupna antioksidacijska aktivnost uzorka.

Ekstrakti dobiveni toplinskom ekstrakcijom pokazali su 58,99 % vecu
antioksidativnu aktivnost u odnosu na one dobivene ultrazvuénom ekstrakcijom prije
skladistenja. To ukazuje na to da toplina povoljnije djeluje na oslobadanje
antioksidativnih spojeva, dok ultrazvuk, iako ucinkovit, nije toliko efikasan za ove
specificne spojeve. Moguci razlozi uklju€uju termicku stabilizacija spojeva odgovornih
za AA koji postaju stabilniji ili dostupniji na viSim temperaturama jer toplina olakSava
oslobadanje vezanih spojeva iz stanica (Bai i sur., 2021). Takoder, Sheni sur. (2023)
su u svom radu naveli da koriStenjem ultrazvuka visokog intenziteta se moze postici
manja uc€inkovitost iz razloga jer se koriStenjem ultrazvuka visokog intenziteta stvaraju

hidroksilni radikali, koji reagiraju s fenolnim spojevima i razgraduju ih.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Procijenjeni su optimalni parametri (amplituda: 81,23 %, vrijeme tretiranja: 9
minuta i udio etanola od 43,398 %) ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
visokog intenziteta za postizanje optimalnih AA vrijednosti mjerenih FRAP
metodom, te optimalni parametri (amplituda 75,91 %, vrijeme tretiranja 8,98
minute i udio etanola 32,59 %) za mjerenja AA odredena DPPH metodom.
Nakon skladidtenja od 7 dana na temperaturi od +4 °C, najveci pad AA
(odredene DPPH metodom) izmjeren je kod uzorka podvrgnutog ekstrakciji
potpomognutoj ultrazvukom visokog intenziteta TU 10 (amplituda:50 %; vrijeme
tretiranja: 9 minuta i ekstrakcijsko otapalo: 50 %-tna otopina etanola) te iznosi
60,94 %.

Najveci pad AA (mjerene DPPH metodom) izmjeren je kod uzorka podvrgnutog
toplinskoj ekstrakciji TO/3 (vrijeme tretiranja: 3 minute i ekstrakcijsko otapalo:
deionizirana voda) te iznosi 60,2 %.

Procijenjeni su optimalni parametri (vrijeme tretiranja: 3 minute i udio etanola od
23,4 %) toplinske ekstrakcije za postizanje optimalnih AA vrijednosti mjerenih
FRAP metodom, te optimalni parametri (vrijeme tretiranja 5,97 minute i udio
etanola 14,915 %) za mjerenja AA odredena DPPH metodom.

StatisticCkom analizom rezultata dobivenih nakon toplinske i ultrazvuéne
ekstrakcije, utvrden je statistiCki znaCajan utjecaj kvadratne interakcije udjela
etanola (p<0,05) na izlaznu vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredenu
FRAP i DPPH metodama.

Prije skladiStenja ekstrakti dobiveni iz uzoraka na kojima je provedena toplinska
ekstrakcija pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost od ekstrakata dobivenih iz

uzoraka tretiranih ultrazvukom i to u prosjeku za 58,99 %.
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8. PRILOZI

Prilog 1.

Tablica analize varijanci za antioksidativhu aktivnost odredenu u uzorku suhe kore
rajcice DPPH metodom koiji su tretirani ultrazvukom (A-amplituda, B- vrijeme tretiranja,
C- udio etanola, D-vrijeme skladiStenja, AA-kvadratna interakcija amplitude, AB-
interakcija amplitude i vremena tretiranja, AC- interakcija amplitude i udjela etanola,
AD- interakcija amplitude i vremena skladistenja BB- kvadratna interakcija vremena
tretiranja, BC- interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, BD- interakcija vremena
tretiranja i vremena skladiStenja, CC- kvadratna interakcija udjela etanola, CD-

interakcija udjela etanola i vremena skladistenja)

Izvor Zbroj Stupanj | Srednja F- P-
kvadrata | slobode | vrijednost | omjer | vrijednost
kvadrata
A 10,53 1 10,53 4,06 0,0508
B 26,2315 1 26,2315 10,1 0,0029
C 0,87111 1 0,87111 0,34 0,5657
D 3,81338 1 3,81338 1,47 0,2327
AA 9,077 1 9,077 3,5 0,0688
AB 3,15375 1 3,15375 1,21 0,277
AC 0,4704 1 0,4704 0,18 0,6726
AD 0,748225 1 0,748225 | 0,29 0,5944
BB 3,568249 1 3,58249 1,38 0,2471
BC 13,0685 1 13,0685 5,03 0,0305
BD 1,28822 1 1,28822 0,5 0,4853
cC 52,864 1 52,864 20,36 0,0001
CD 5,36694 1 5,36694 2,07 0,1583
Ukupna 103,854 40 2,59634
pogreska
Ukupno 234,919 53
(korelacija)
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Prilog 2.

Tablica analize varijanci za antioksidativhu aktivnost odredenu u uzorku suhe kore
rajcice FRAP metodom koji su tretirani ultrazvukom (A-amplituda, B- vrijeme tretiranja,
C-udio etanola, D-vrijeme skladistenja, AA-kvadratna interakcija amplitude, AB-
interakcija amplitude i vremena tretiranja, AC- interakcija amplitude i udjela etanola,
AD- interakcija amplitude i vremena skladistenja BB- kvadratna interakcija vremena
tretiranja, BC- interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, BD- interakcija vremena
tretiranja i vremena skladiStenja, CC- kvadratna interakcija udjela etanola, CD-

interakcija udjela etanola i vremena skladistenja)

_ | Srednja
Zbroj Stupanj B F- P-
Izvor vrijednost _ .
kvadrata | slobode omjer | vrijednost
kvadrata
A 174,548 1 174,548 10,53 0,0024
B 424,223 1 424,223 25,6 0
C 874,779 1 874,779 | 52,79 0
D 0,0748 1 0,0748 0 0,9468
AA 38,844 1 38,844 2,34 0,1336
AB 89,668 1 89,668 541 0,0252
AC 5,5392 1 5,5392 0,33 0,5664
AD 4,08714 1 4,08714 0,25 0,6222
BB 40,8483 1 40,8483 2,47 0,1243
BC 142,789 1 142,789 8,62 0,0055
BD 2,39218 1 2,39218 0,14 0,706
CcC 361,242 1 361,242 21,8 0
CD 16,7828 1 16,7828 1,01 0,3203
Ukupna
662,792 40 16,5698
pogreska
Ukupno
B 2838,61 53
(korelacija)
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Prilog 3.

Tablica analize varijanci za antioksidativhu aktivnhost odredenu u uzorku suhe kore
rajCice DPPH metodom koji su tretirani toplinskom ekstrakcijom (A-vrijeme tretiranja,
B- udio etanola, C-vrijeme skladistenja, AA- kvadratna interakcija vremena tretiranja,
AB- interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, AC- interakcija vremena tretiranja i
vremena skladistenja, BB- kvadratna interakcija udjela etanola, BC-interakcija udjela

etanola i vremena skladiStenja)

_ | Srednja
Zbroj Stupanj B F- P-
Izvor vrijednost _ .
kvadrata | slobode omijer | vrijednost
kvadrata
A 1,29363 1 1,29363 | 1,44 0,26
0,0363 1 0,0363 | 0,04 | 0,8449
C 19,282 1 19,282 | 21,53| 0,0012
AA 0,494678 1 0,494678 | 0,55 | 0,4763
AB 2,14245 1 2,14245 | 2,39 | 0,1563
AC 0,1875 1 0,1875 | 0,21 | 0,6581
BB 5,58534 1 5,58534 | 6,24 0,034
BC 9,57653 1 9,57653 | 10,7 | 0,0097
Ukupna
9,57653 9 0,895401
pogreska
Ukupno
B 46,6571 17
(korelacija)
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Prilog 4.

Tablica analize varijanci za antioksidativhu aktivnhost odredenu u uzorku suhe kore
rajcice FRAP metodom koji su tretirani toplinskom ekstrakcijom (A-vrijeme tretiranja,
B- udio etanola, C-vrijeme skladistenja, AA- kvadratna interakcija vremena tretiranja,
AB- interakcija vremena tretiranja i udjela etanola, AC- interakcija vremena tretiranja i
vremena skladistenja, BB- kvadratna interakcija udjela etanola, BC-interakcija udjela

etanola i vremena skladiStenja)

_ | Srednja
Zbroj Stupanj . F- P-
Izvor vrijednost _ .
kvadrata | slobode omjer | vrijednost
kvadrata
A 0,016875 1 0,016875 | 0,01 0,9409
2,34968 1 2,34968 0,81 0,3918
C 1,92734 1 1,92734 0,66 0,4363
AA 0,026136 1 0,026136 | 0,01 0,9265
AB 2,01001 1 2,01001 0,69 0,4269
AC 1,36687 1 1,36687 0,47 0,5099
BB 116,244 1 116,244 | 40,03 | 0,0001
BC 4,77541 1 4,77541 1,64 0,2317
Ukupna
26,1338 9 2,90376
pogreska
Ukupno
. 154,85 17
(korelacija)
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Prilog 5.

C: Vrijeme skladisStenja
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A: Vrijeme tretmana
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i
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o
-

Standardizacijski efekt

Slika 6. Paretov dijagram za antioksidativnu aktivhost odredenu DPPH metodom na
uzorcima koji izloZeni toplinskoj ekstrakciji

Prilog 6.

.
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B: % Etanola
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2 4 6 8
Standardizacijski efekt

Slika 7. Paretov dijagram za antioksidativnhu aktivnost odredenu FRAP metodom na
uzorcima koji izlozeni toplinskoj ekstrakciji
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Prilog 7.

Procijenjena odzivna povrsina
Vrijeme skladistenja=3,5

DPPH

% Etanola

Vrijeme tretmana

Slika 8. 3D dijagram odzivne povrSine za antioksidativhu aktivhost za uzorke
podvrgnute DPPH metodi na kojima je provedena toplinska ekstrakcija

Na 3D dijagramu odzivne povrSine prikazane na slici 8. vidljivo je da vrijednost AA
naglo raste Sto se tiCe udjela etanola do razine od 14 % etanola nakon ¢ega zapocinje
blagi pad AA. Gledajuéi izgled odzivne povrSine s obzirom na vrijeme tretiranja vidljivo
je da se vrijednost AA povecava s porastom vremena tretiranja do 6 minute nakon
Cega se vrijednosti smanjuju. Ova odzivna povrSina odgovara vremenu skladistenja

od tri i pol dana.

48



Prilog 8.

Procijenjena odzivna povrsina
Vrijeme skladistenja=3,5

FRAP

3 4 5 6 7 - 9 0 . % Etanola

Vrijeme tretmana

Slika 9. 3D dijagram odzivne povrSine za antioksidativnhu aktivnost za uzorke
podvrgnute FRAP metodi na kojima je provedena toplinska ekstrakcija

Na dijagramu odzivne povrsine za antioksidativnu aktivnost odredenu FRAP metodom,
koji je prikazan slikom 9. vidljivo je da vrijednost AA pada $to je vrijeme tretiranja duze
te se najvisa vrijednost postize kod vremenskog tretiranja od 3 minute. Sto se tige
udjela etanola AA raste do trenutka kada je udio etanola koristenog u eksperimentu
nesto visi od 20 % nakon Cega opet poclinje opadati. Ova odzivna povrSina odgovara

vremenu skladistenja od tri i pol dana.
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Prilog 9.

Paretov dijagram je vizualan nacin prikazivanja statisticke znacajnost zadanih
vrijednosti. Plava linija jasno razgraniCava statisticki znacajne vrijednosti od onih koje
nisu statistiCki znacajne. Sve Sto se nalazi desno od ove linije smatra se statisticCki
znacajnim, dok su sve vrijednosti koje se nalaze lijevo od linije definirane kao statisticki

neznacajne.

ccC

B: Vrijeme tretiranja
BC

A: Amplituda

AA

CD

D: Vrijeme skladistenja
BB

AB

BD

C: % Etanola

AD

AC

o
-
[ ]
w k
F-9
n

Standardizacijski efekt

Slika 10. Paretov dijagram za antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH metodom

Iz slike 10. to jest tog Paretovog dijagrama vidljivo je da samo 3 uCinka imaju statisticku
znacajnost na razini pouzdanosti od 95 % na uzorcima na kojima je provedena DPPH

metoda jer se nalaze i na lijevoj strani od linije koja definira statistiCku znacajnost.

50



Prilog 10.
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Slika 11. Paretov dijagram za antioksidativhu aktivnost odredenu FRAP metodom

Iz slike 11. to jest Paretovog dijagrama za antioksidativnhu aktivhost odredenu FRAP
metodom vidljivo je da ima Sest vodoravnih linija koje se nalaze i lijevo od okomite linije
koja razdvaja statistiCki znacajne od neznacajnih uc€inaka. Ovo ukazuje na Sest
ucinaka koji imaju statistiCku znacajnost sto se poklapa i sa tabli¢nim vrijednostima koji

su navedeni tablici 5.

Prilog 11.

Procjenjena odzivne povrsine
%Etanola=25,0; Vrijeme skladistenja=3,5

DPPH

Vrijeme tretiranja

Amplituda

Slika 12. 3D dijagram odzivne povrSine za antioksidativnhu aktivnost za uzorke
podvrgnute DPPH metodi

Dijagram odzivne povrSine za antioksidativnhu aktivnost za uzorke podvrgnute DPPH

metodi (slika 12) prikazuje utjecaj zadanih parametara, odnosno amplitude i vremena
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tretiranja na antioksidativhu aktivnost sa napomenom da su druga dva uvjeta bila
konstantna odnosno koriStena je 25 % etanol i vrijeme skladiStenja je tri i pol dana. Iz
dijagrama vidljivo je da bi se najviSa AA postigla kod amplitude od 80 do 90 i vremena

tretiranja od 7 minuta.

Prilog 12.

Procjenjena odzivne povriine
%Etanola=25,0; Vrijeme skladistenja=3,5

FRAP

Vrijeme tretiranja

Amplituda

Slika 13. 3D dijagram odzivne povrSine za antioksidativnu aktivnost za uzorke
podvrgnute FRAP metodi

Kod drugog 3D dijagrama koji prikazuje odzivnu povrSinu za antioksidativnu aktivnost
za uzorke podvrgnute FRAP metodi (slika 13.) vidljiv je nesto drugaciji oblik odzivne
povrSine koji ukazuje da su pri drugim uvjetima amplitude i vremena skladiStenja
postignuti maksimalne vrijednosti AA. Takoder vidljivo je i iz pozicioniranja same
odzivne povrsine i brojcanih vrijednosti na skali od FRAP da su puno vece broj¢ane
vrijednosti AA postignute kod uzoraka koji su podvrgnuti ovoj metodi nego kod uzoraka

koji su podvrgnuti DPPH metodi.
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Izjava o izvornosti

Ja Filip Klemen izjavljulem 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.

Vlastoruéni potpis
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