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1. UVOD

Paprika (Capsicum annuum, C. frutescens, C. baccatum, C. chinense i C. pubescens)
predstavlja jednu od vodecih i ekonomski bitnih povrtnih kultura unutar Europe (Heidmann i
Boutilier, 2015). Zbog svojih razli€itih aroma i boja nezaobilazna je namirnica u svakodnevnoj
prehrani velikog broja ku¢anstava. Paprika je jednogodi$nja zeljasta biljka roda Capsicum iz
obitelji Solanaceae koja najbolje uspijeva unutar podru¢ja umjerene i tople klime (Lee i sur.,
2017). Na rast paprike utjecaj mogu imati razli€iti Cimbenici — vlaznost tla, dostupnost hranjivih
tvari, fluktuacije temperature i napad patogena (Baker i sur., 2020). Osim razli¢itih aroma i
boja, odlikuje se brojnim nutrijentima, ukljuujuci vitamin C, flavonoide, karotenoide i
kapsaicinoide. Flavonoidi su fitokemikalije prisutne u zelenim, slatkim i ljutim plodovima (Bae i
sur., 2012). Koli¢ina fitokemikalija u paprici varira ovisno o sorti, stupnju zrelosti, uvjetima
uzgoja i postupcima nakon berbe. Vazno je napomenuti da su ovi spojevi poznati po svojoj
izrazito visokoj antioksidativhoj aktivnosti i pogodnim ucincima na ljudsko zdravlje
(Babanovska - Milenkovska i sur., 2016). Crvena paprika se istiCe kao zacin s najveéim

antioksidativnim kapacitetom u usporedbi s ostalim zacinima (Sim i Sil, 2008).

Kapsaicin predstavlja aktivnu komponentu paprike od koje proizlazi ljutina. Nalazi se u
tkivu posteljice (koja sadrzi sjemenke), unutarnjim membranama, te u manjoj koncentraciji u
drugim mesnatim dijelovima plodova biljaka Capsicum. Kapsaicinoidi mogu imati potencijalnu
kliniCku vrijednost za ublazavanje boli, prevenciju raka i mrSavljenje (Srinivasan, 2016). Udio
masti u plodu paprike predstavlja vrlo vazan parametar kvalitete jer ima vaznu funkciju pri
otapanju spojeva boje epikarpa te pridonosi intenzitetu crvene boje osuSenih proizvoda i

mljevenog praha (Zaki i sur., 2013).

Cilj ovoga rada bio je ispitati moguénost primjene predtretmana pulsirajuéim elektriénim
poliem za izolaciju bioaktivnih tvari iz razliCitih vrsta paprike. Provedene su metode
karakterizacije dobivenih ekstrakata pracenjem koncentracije fenolnih spojeva, prisutnosti

kapsaicina i dihidroksikapsaicina, te antioksidativnhe aktivnosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PAPRIKA

Paprika predstavlja vrlo vazan izvor nutrijenata za ljudsku prehranu s obzirom na udio
vitamina A i C, neutralnih i kiselih fenolnih spojeva koji se deklariraju kao znacajni
antioksidativni spojevi koji sudjeluju u mehanizmima obrane od oksidacijskog stresa (slika 1)
(Jeong i sur., 2023). Prema Darbieovom istrazivanju iz 2005. godine, sve paprike koje su
ekonomski vazne pripadaju vrsti Capsicum annum L. Ova vrsta ukljuCuje veliki broj sorti,
uklju€ujuci i slatke i ljute. RazliCite sorte ponekad zahtijevaju specifitne tehnike uzgoja i
poljoprivredne tehnike tijekom razdoblja vegetacije (Palma M. i sur., 2020). Organolepticka
svojstva paprike, veli¢ina, boja i oblik mogu znac¢ajno ovisiti o vrsti same paprike pa tako zrel

plodovi mogu imati razli€iti spektar boja — od bijele do Zarko crvene (Wang i sur., 2023).

Protuupalna
svojstva

Kardiovaskularni . .
e Capsicum Antikancerogeno
djelovanje

Uc¢inak protiv Antioksidativne
pretilosti aktivnosti

Slika 1. U¢inci djelovanja paprike (prema Batiha i sur., 2020)

Kao bitna svojstva za odabir sorte paprike za uzgoj i obradu biraju se intenzitet crvene
paprici su oni koji posjeduju antioksidativha svojstva, kao $to su askorbinska kiselina i $3-
karoten, koji se unutar paprike nalaze u visokim koncentracijama. Stovise, B-karoten je
identificiran kao potencijalno antikancerogen spoj (Babanovska - Milenkovska i sur., 2016).
Vrsta Capsicum annuum svoju intenzivhu crvenu boju dobiva zbog karotenoidnih pigmenata
koji nastaju tijekom zrenja plodova. Karotenoidi koji imaju glavnu ulogu u nastanku crvene boje

su kapsantin, kapsorubin te kapsantin 5,6-epoksid, koji je prisutan samo unutar roda Capsicum



(Guil — Guerro i sur., 2006). Ljutinu paprici daju funkcionalne skupine alkaloidnih komponenti,

poznati kao kapsaicinoidi (CAPS) koji se formiraju u plodu (Batiha i sur., 2020).

Udio masti u paprici predstavlja vazan ¢imbenik u procjeni kvalitete, buduci da ima
kljuénu ulogu u ekstrakciji pigmentnih spojeva iz povrSinskog sloja ploda, Sto rezultira
karakteristicnom crvenom bojom suSenih proizvoda i mljevenog praha. Osim estetskog
aspekta, veca koncentracija masti ¢ini za¢in homogenijim i privlacnijim. Vazno je napomenuti
da masne kiseline prisutne u plodu paprike takoder mogu akumulirati i u perikarpu (mesu) i

sjemenu (Zaki i sur., 2013).

Ulja sjemenki paprike takoder su prisutna na trzistu, a sama vrijednost ulja ili masti
temelji se na dva kljuéna aspekata: nutritivna kvaliteta i tehnic¢ka korist. Oba aspekta ovise o
sastavu masnih kiselina i prisutnosti dodatnih sastojaka, kao S$to su aktivni spojevi vitamina E
i fitosteroli. U kontekstu nutritivne vrijednosti, pozeljno je da ulje sadrzi nisku razinu zasi¢enih
masnih kiselina, visok udio mononezasi¢enih masnih kiselina i uravnotezeni omjer izmedu w-
6 i w-3 masnih kiselina. Takoder, visok sadrzaj vitamina E, fitosterola i ostalih sekundarnih
metabolita s bioaktivnim djelovanjem dodatno poboljSavaju nutritivni profil ulja. Osim $to su
korisni za zdravlje, navedene karakteristike takoder mogu pruZiti tehni¢ke prednosti, kao to

su bolja stabilnost i produzena trajnost proizvoda koji sadrze ta ulja (Cocan i sur., 2021).

2.2. KEMIJSKI SASTAV PAPRIKE

Paprika se odlikuje visokom nutritivnom i bioloSkom vrijedno$¢u. Bogata je
ugljikohidratima, biljnim vlaknima, uljima, organskim kiselinama, mineralima, vitaminima,
pigmentima, kapsaicinom i eteri¢nim uljima (Dippong i sur., 2023). Vitamini su izuzetno vazan
sastojak u paprici s obzirom na to da nose visoku fizioloSku vrijednost u ljudskoj prehrani.
Sadrzajem vitamina, paprika se istiCe i nadmasuje mnoge druge vrste povrca, a ponekad ¢ak
i vo¢a. Vazno je napomenuti da su vitamini osjetljivi na razgradnju tijekom prerade paprike.
Prilikom izloZzenosti kisiku iz zraka moZe do¢i do oksidacije vitamina, medu kojima su
askorbinska kiselina (vitamin C), kalciferol (vitamin D), retinol (vitamin A) i B-karoten (vitamin
A). Askorbinska kiselina predstavlja glavni oblik vitamina C, te je najzastupljeniji vitamin u

paprici, a njezin se sadrzaj povec¢ava sa zrelo$¢u paprike (Chavez-Mendoza, 2015).

Paprika sadrzi visok udio vode (82-92%). Tijekom samih pocCetaka formiranja ploda
udio Secera iznosi otprilike 20 % (suha tvar), dok u zreloj fazi doseze maksimum od 40 %. Oko

90-98 % ukupnog Secera u plodu paprike €ini glukoza, dok je ostatak saharoza.

Prema podacima iz izvjeStaja FAO (Food and Agriculture Organization) iz 2009.

godine, utvrden je sljedeci kemijski sastav suSenih paprika (Capsicum annuum):



e Proteini ¢ine 12,8 % ukupne mase susenih paprika

e Masti ¢ine 11,9 % ukupne mase suSenih paprika

e Ugljikohidrati €ine 56,2 % ukupne mase suSenih paprika

e Vlakna €ine 22,5 % ukupne mase suSenih paprika

Sliéni rezultati dobiveni su u radu u kojem su Zaki i sur. (2013) analizirali svojstva

marokanske slatke paprike. Prema Zaki i suradnicima paprika u prahu ima otprilike isti udio

ugljikohidrata (oko 55%) i manji udio masti (oko 8%) u usporedbi s drugim podacima, ali

znacajno viSe vlakana (oko 36%) i proteina (oko 21%) (Zaki i sur., 2013) (tablica 1).

Tablica 1. Kemijska i nutritivna vrijednost paprike (prema Zaki i sur., 2013)

Parametri Rujan Listopad Studeni Prosinac
Ugljikohidrati (g/100 s.t.) 53,50+4,8 5596+33 5449+53 5533+4,8
Proteini (g/100 g s.t.) 20,90+2,1 20,19+26 2150+4,5 20,28%2,6
Lipidi (g/100 g s.t.) 8,28 £ 0,6 7,91+26 755+39 9,75+3.3
Dijetalna vilakna (g/100 g s.t.) 3505+14 36,35+7,7 37,073 36,84 + 3,7
Ukupni Seceri (9/100 g s.t.) 6,88+0,47 9,47+0,21 11,190,111 7,73+0,41
Energijski sadrZaj (kJ) 1449,55 1512,32 1497,64 1573,17
Vitamin C (mg/100 g) 1360.2+14,3 1830,2+39,4 1680,3+6,6 2020+32,3
Ukupni sadrzaj kapsaicina (mg/kg | 48,4 £ 5,7 33,1+3,8 59,7+6,2 24,8+55
s.t.)

Scovillova ljestvica ljutine 73 535 938 398

Kalij (mg/100 g s.t.) 2528 +909 2168 + 147 2332+ 364 2523 +280
Fosfor (mg/100 g s.t.) 393 + 30 423 £ 60 363 +43 452 + 30
Magnezij (mg/100 g s.t.) 146 £ 49 136 £ 24 143 £ 17 130 £ 15
Kalcij (mg/100 mg s.t.) 186 + 54 117 £ 11 108 £ 15 41,62+ 10
Zeljezo (mg/100 g s.t.) 31+£10 53+ 15 33+5 42+6




Natrij (mg/100 g s.t.) 304 3312 3416 719
Bakar (mg/100 g s.t.) 1,06 £ 0,5 1,31+£0,3 1,18+0,3 1,22+0,8
Cink (mg/100 g s.t.) 1,67 £0,2 1,97 £ 0,6 2+0,2 1,88+ 0,2
Olovo (mg/100 g s.t.) n.d. n.d. n.d. n.d.
Kadmij (mg/100 g s.t.) n.d. n.d. n.d. n.d.

*Uzorci su dobiveni u tri primjerka u prvom tjednu svakog mjeseca. Srednje vrijednosti unutar istog retka
s razli¢itim slovom superskripta zna¢ajno su se razlikovale pri p < 0,05 prema Duncanovom (1955.)
testu viSestrukog raspona. n.d.: nije detektirano.

Pektini su prisutni uz celulozu i imaju ulogu u odrzavanju ¢vrstoée ploda i zastiti arome.
Oni se otapaju u vodi i stvaraju teksturnu bazu, odnosno bubre, osiguravajuéi évrstocu. Sirova
vlakna se pak nalaze u prosjeku u koli¢ini od 20 % u perikarpu, 18 % u sjemenu i 20-40 % u
mljevenoj ljutoj papri€ici. Sadrzaj proteina iznosi 16-17 % u perikarpu te 18 % u sjemenci,
samim time proteini predstavljaju vazan izvor nutritivne vrijednosti. Lipidi imaju udio od 10 do
14 % u mljevenoj paprici, a najveci dio zauzimaju nezasi¢ene masne kiseline s 18 ugljikovih
atoma. Bitna komponenta izgradnje okusa paprike su organske kiseline. Sam plod sadrzi mali
udio organskih kiselina, od kojih najveéi udio €ine jabu¢na i limunska kiselina. Od
makroelementa zastupljeni su kalcij, natrij, fosfor te magnezij, dok od mikroelementa se isticu
bakar, cink, kobalt te mangan (Zeiner i sur., 2023). ViSe od 125 hlapljivih spojeva identificirano
je u svjezoj i preradenoj paprici, no njihov to¢an utjecaj na aromu jo$ nije potpuno poznat
(Conforti i sur., 2007).

2.3. BIOAKTIVNE KOMPONENTE PAPRIKE

Prethodno je potvrdeno da bioaktivni spojevi poput fenolnih spojeva i kapsaicinoida
prisutnih u vocéu i povréu mogu imati preventivno ili ¢ak terapijsko djelovanje u slu€aju nekih
uobicajenih kroni¢nih bolesti povezanih s oksidacijskim stresom u ljudskom tijelu (Zhuang i
sur., 2012).

2.3.1. Fenolii flavonoidi

Fenolni spojevi predstavljaju skupinu sekundarnih metabolita koje biljke proizvode kao
odgovor na prilagodbu na razliCite stresne uvjete, ukljuCujuci biotski (infekcije, ozljede) i

abioticki stres (stres uzrokovan nedostatkom vode, hladno¢om ili jakim svjetlom) (Kumar i sur.,
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2023). Strukturna karakteristika fenola je hidroksilna skupina koja se veZe na aromatski prsten.
Flavonoidi su raznolika skupina spojeva koji se nalaze u biljkama, a njihova sposobnost
antioksidacijskog djelovanja ovisi o broju i rasporedu hidroksilnih skupina, prisutnosti
dvostrukih veza i prisutnosti 4-okso funkcije (Rice-Evans i sur., 1996). Prirodni polifenoli
variraju od osnovnih molekula, poput fenolnih kiselina, do visoko polimeriziranih spojeva, kao
Sto su tanini. Oni se uglavnom pojavljuju u konjugiranom obliku, s jednim ili viSe Sec¢ernih
ostataka povezanih s hidroksilnim grupama, iako takoder mogu sadrZavati izravne veze

izmedu jedinica Seéera i aromati¢nih atoma ugljika (Bravo, 2009).

Konzumacija paprike, koja sadrzi veliku koli¢inu razli€itih fenola i flavonoida, moze
djelovati u prevenciji raznih bolesti povezanih s djelovanjem slobodnih radikala, poput
kardiovaskularnih bolesti, raka i neuroloSkih poremecaja, zahvaljujuc¢i antioksidativnom
potencijalu bioaktivnih spojeva paprike (tablica 2) (Conforti i sur., 2007). Veéi udio fenola i
flavonoida doprinosi vecoj kvaliteti ploda, a prisutni su u svim sortama paprike (Vinkovi¢ i sur.,
2018). Osim toga, prisutnost fenolnih spojeva u paprici doprinosi senzorskim i nutritivnim
karakteristikama povréa, mijenjajuci boju, okus, miris i ukus samog ploda (Babanovska -
Milenkovska i sur., 2016).

Pri usporedbi antioksidativhe aktivnosti frakcija flavonoida sorti paprike Tornado i
Tajfun, odnosno crvene i zelene sorte, primije¢ene su znatne razlike. Antioksidativna aktivnost
frakcija crvenih paprika bila je visa za 48 % i 43 % u usporedbi s frakcijama zelenih paprika,
razli¢itih vrsta Capsicum annum L. (Materska i Perucka, 2005). Provedena su razliita
istraZivanja prilikom koji se odreduje udio fenola. Herrera - Pool i sur. (2021) su odredili da je
metanol bolji izbor otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva iz listova kineske paprike Capsicum
chinese u usporedbi s acetonom i heksanom. Carvalho i sur. (2015) su prou€avali osam
razliCitih genotipova paprike Capsicum, uklju€ujuéi C. annuum, kao $to je Zuta sorta Pimenta
amarela, te su otkrili ukupni sadrzaj fenola od 4,8 mg/g. Chavez-Mendoza i sur. (2015) su
odredili prisutnost ukupnog fenolnog sadrzaja od 0,7 do 1,11 mg/g suhe tvari (dw) u C.
annuumvar sorti. Proizvodnja fenolnih spojeva tijekom rasta biljaka igra vaznu ulogu u
suocCavanju s brojnim stresnim &imbenicima, bilo da su oni biotski ili abioti¢ki. Ovaj proces
takoder ima znacajan utjecaj na prilagodbu biljaka i na njihovu interakciju s okoliSem (Herrera
- Pool i sur., 2021).

Veliki broj polifenola mogu imati ulogu u prirodnoj zastiti protiv biotskih (kao $to su
plijesni, bakterije i insekti) i abiotic¢kih (poput suse, izloZenosti metalima i UV zra€enju) stresora,
pa se tako njihov sastav i koli¢ina mijenja kao odgovor na razliCite stresne uvjete (Tuladhar i

sur., 2021). IstraZivanja su pokazala da ¢ak i manji polifenolni spojevi prisutni u povrcu ili voéu



mogu posjedovati znacCajne bioloSke benefite te sudjelovati u glavnim bioloskim procesima,

Cesto djelujuci sinergijski (Jeong i sur., 2011).

Primije¢eno je smanjenje koncentracije flavonoida tijekom procesa sazrijevanja kod
kultivara C. frutescens. Ovo smanjenje moze biti rezultat metaboli¢kih promjena u sekundarne

fenolne spojeve ili razgradnje putem djelovanja enzima (Sukrasno i Yeoman, 1993).

Sveukupno, zreli plodovi C. annuum i C. frutescens imali su znatno vece ukupne
koncentracije flavonoida od kultivara C. chinense u zrelom stanju. Vrlo niska koncentracija
flavonoida u tim pikantnim paprikama moze ukazivati na preusmjeravanje fenolnih prekursora

od flavonoida prema kapsaicinoidima (Ribes-Moya i sur., 2020).

Tablica 2. Frakcija flavonoida i fenolne kiseline ekstrakta crvene paprike (prema Batiha i

sur., 2020)
Komponente Komponente
trans-p-feruloil-B-d-glukopiranozid trans-p-sinapoil-p-d-glukopiranozid
Kvercetin 3-O-a-L-ramnopiranozid-7-O-3-d- Luteolin 6-C-B-d-glukopiranozid-8-C-a-
glukopiranozid L-arabinopiranozid

trans-p-feruloil alkohol-4-O-[6-(2-metil-3- Apigenin 6-C-B-d-glukopiranozid-8-C-a-

hidroksipropionil] glukopiranozid L-arabinopiranozid

Kvercetin 3-O-a-L-ramnopiranozid i
Lutoeolin 7-O-[2-(B-d-apiofuranozil)-B-d- luteolin-7-O-(2-apiofuranozil-4-
glukopiranozid] glukopiranozil-6-malonil)
glukopiranozid
Kvercetin-3-O-L-ramnozid

2.3.2. Kapsaicin i dihidrokapsaicin

Kapsaicin je bijeli kristal bez mirisa s izrazitom oStrinom. Osjetljivost na njegovu oStrinu
moze se primijetiti ve¢ pri razrijedenju od jednog dijela kapsaicina na 100 000 dijelova. Ima
molekulsku masu od 305,41 g/mol, taliste pri 65 °C i vreliSte u rasponu od 210 do 220 °C.
Kapsaicinoidi su spojevi odgovorni za osjecaj vrucine i pikantan okus koji karakteriziraju

mnoge sorte paprike (Batiha i sur., 2020).

Kapsaicinoidi su derivati benzilamina, a razlike u njihovoj strukturi uglavnom su povezane s

njihovim acilnim dijelovima (slika 2). Osnovna razlika izmedu kapsaicinoida je u duljini



alifatskog bo¢nog lanca, postojanosti ili odsutnost dvostruke veze, mjestu to¢ke grananja i

njihova relativna ljutina (Cinar i sur., 2023).
Ovi derivati ukljucuju tri strukturna elementa:

e duljinu acilnog lanca koji se proteze od 8 do 13 ugljikovih atoma

¢ drugi element je nacin na koji se acilni lanac zavrSava, bilo da je rije€ o linearnoj, izo ili
anteizo seriji

e trec¢i element je prisutnost ili odsutnost nezasi¢enosti na poziciji w-3 (kod tipova
kapsaicina) ili w-4 ugljikovom atomu (kod homokapsaicina tipa | i Il) (Fattorusso i
Taglialatela-Scafati, 2007).

O o)
H3CO H3CO
; Ao s .
H
1l.kapsaicinoidi HO HO 2 .kapsinoidi

Slika 2. Strukturalne razlike kapsaicinoida (prema Diaz i sur., 2004)

U ljutim papri€icama, prevladavaju dva prirodna kapsaicinoida: kapsaicin (trans-8-
metilN-vanilil-6-nonenamid) i dihidrokapsaicin (8-metil-N-vaniliinonanamid). Ova dva spoja
¢ine otprilike 90 % ukupnog broja kapsaicinoida koji su prisutni u ljutim varijantama paprike.
Osim navedena dva kapsaicinoida, u ljutim papri¢icama nalaze se i drugi manji kapsaicinoidi,
uklju€ujuci nordihidrokapsaicin, norkapsaicin, homokapsaicin | i I, homodihidrokapsaicin | i Il,
nornorkapsaicin, nornornorkapsaicin i nonivamid (Luo i sur., 2011). Kapsaicinoinidi unutar
paprike oksidiraju pomocu peroksidaza, prilikom €ega nastaju dimeri kapsaicina koji imaju
utjecaj na osjetne neurone (Deng i sur., 2019). Biosinteza kapsaicinoida zapocinje otprilike 20
dana nakon postanteze, a ukljuuje nekoliko enzima u biosintetskom procesu. Intenzitet ljutine
varira ovisno o vrsti i sorti Capsicum paprike, a moze se takoder mijenjati pod utjecajem
sadrzaja kapsaicina i dihidrokapsaicina te drugih ¢imbenika kao Sto su stupanj razvoja ploda i

uvjeti rasta u okolini (Garces-Claver i sur., 2006).

Akumulacija kapsaicinoida zapo€inje u ranoj fazi razvoja ploda, postizuéi svoj
maksimum u kasnijoj fazi sazrijevanja ploda. Medutim, zreli plodovi su pokazali smanjenje
sadrzaja kapsaicinoida (Guijarro-Real i sur., 2023). Osim toga, na temelju varijacija u aktivnosti
enzima fenilalanin amonijak - liaze, koji je povezan s biosintezom kapsaicinoida, i ve¢im
nakupljanjem ovih spojeva u placenti, zaklju¢eno je da se kapsaicinoidi sintetiziraju iskljuéivo

u placenti (Vasquez-Espinosa i sur., 2020).



2.5. ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST

Slobodni radikali, uglavnhom reaktivne kisikove vrste, nastaju u zivim sustavima kao
rezultat razliCitih metabolic¢kih procesa i okoliSnih stresova. DPPH predstavlja 2,2'-difenil-1-
pikrilhidrazil radikal, koji se uvelike koristi u odredivanju antioksidacijske aktivnosti (slika 3)

(Dawidowicz i sur., 2012).

O,N
N—N NO,
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Slika 3. Molekula DPPH (prema Huang i sur., 2005)

DPPH test je Cesto primijenjena metoda za procjenu antioksidacijskog potencijala
molekula antioksidansa te se smatra standardnom i jednostavhom kolorimetrijskom metodom
za analizu Cistih spojeva s antioksidativnim svojstvima. lako DPPH test pokazuje ogranicene
slicnosti s peroksidnim radikalima, obi¢no se koristi za kvantificiranje antioksidativhog sadrzaja
razli¢itih vrsta voca, povrca i Zitarica (Mishra i sur., 2012). DPPH metoda se mozZe primjenjivati
u vodenim i nepolarnim organskim otapalima te takoder za ispitivanje hidrofilnih i lipofilnih
antioksidansa (Kedare i Singh, 2011). Metoda se temelji na pretpostavci da je antioksidacijska
aktivnost jednaka njegovom kapacitetu davanja elektrona ili takozvanoj redukcijskoj moci
(Plank i sur., 2012). Unato€ svojoj jednostavnosti i nedostatku potrebe za posebnom obradom
uzorka, osjetljivost DPPH testa moze biti pod utjecajem razli€itih faktora. Ti faktori uklju€uju
vrstu i koli€inu otapala koje se koristi, prisutnost i koncentraciju vodika i metalnih iona, kao i

svjezinu DPPH reagensa (Dawidowicz i sur., 2012).

2.4. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA 1Z BILJINOG MATERIJALA

Za provedbu konvencionalne Cvrsto-tekucCe ekstrakcije i izolaciju bioaktivnih spojeva
dostupan je Sirok spektar razli¢itih postupaka, stoga je danas teSko u prehrambenoj,
kozmetickoj ili farmaceutskoj industriji naéi proizvodni pogon koji ne koristi neki od klasi¢nih
postupaka ekstrakcije, najCeSée kruto-teku¢a ekstrakcija. Takvi postupci se konstantno
unaprjeduju upravo u svrhu povecanja iskoristenja i Cistoée konaénih proizvoda, ali i zbog

ekonomskih i ekoloskih razloga, s obzirom na pojavu trendova odrzivih procesa.
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Konvencionalni postupci zahtijevaju veliki utroSak energije i vremena, a za CistoCu i
funkcionalnost proizvoda je bitna regulacije temperature, s obzirom na to da je veliki broj
bioaktivnih spojeva termolabilan (Ince i sur., 2013).

Cvrsto-tekuca ekstrakcija bilinog materijala je sve ée$¢e koristen postupak jer se u tim
ekstraktima moze nadi Sirok raspon bioaktivnih spojeva, koji mogu pronaci svoj potencijal u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. U sredistu istrazivanja danas$nijice, kako
u znanosti, tako i u industriji jest pronaci ekstrakcijske metode koje ¢e dati vece iskoristenje,
ali uz pogodnosti poput koriStenja manje stetnih i toksicnih otapala, Stednju energiju i ouvanje
zdravlja prirode i ljudi. Naj¢eSce korisStene metode ekstrakcije su fiziCka ekstrakcija (presanje),
ekstrakcija otapalima (maceracija), ekstrakcija superkriticnim fluidima, ultrazvuéna, mikrovalna

ekstrakcija, te ekstrakcija pulsirajucim elektri€nim poljem.

2.4.1. Ultrazvu€na ekstrakcija

Ultrazvuéna ekstrakcija (UAE, engl. Ultrasound-assisted extraction) predstavlja
suvremenu metodu za ucinkovit oblik ekstrakcije zbog jednostavne opreme i niske cijene.
Ultrazvuk kao suvremena tehnologija se primjenjuje u razli€itim poljima, gdje je najpoznatija u
medicini, a od nedavno ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija predstavlja alternativu
konvencionalnoj ekstrakciji s obzirom na to da je dokazano dobivanje veéeg iskoriStenja
cilianih spojeva u ekstraktu, uz visoku reproduktivnost, manju potroSnju otapala, nizu
temperaturu, krace vrijeme ekstrakcije, lako rukovanje i rad tijekom procesa, kao i bolju kinetiku
i veée ukupne prinose ekstrakcije (Chemat i sur., 2011; Vinatoru, 2001). Ultrazvuk ima
mehanicki u€inak koji pomaZze prodoru otapala u matricu uzorka te poveéava povrsinu dodira
izmedu Cvrste i tekuce faze. Uz poboljSani prijenos mase putem procesa kavitacije, dolazi do
povecéanog oslobadanja unutarstani¢nih komponenti u okolni medij (Barbero i sur., 2008). UAE
ima nekoliko prednosti u odnosu na konvencionalne metode ekstrakcije, medu kojima su
upotreba netoksi¢nih otapala (voda), smanjena potro$nja energije, skraéeno vrijeme trajanja
procesa i niza temperatura, $to je idealno za ekstrakciju termolabilnih spojeva (Pavlovic i sur.,
2021).

Prilikom odvijanja UAE dolazi do razli¢itih fizikalno-kemijskih pojava, koje su odgovorne
za ultrazvucéni ucinak prilikom ekstrakcije biljnog materijala: vibracije, tlak, smi¢ne sile, u¢inak
komprimiranja i dekomprimiranja mjehuri¢a, kavitacija, formiranje reaktivnih kisikovih vrsta
(Tiwari, 2015). Medutim, najistaknutija je kavitacija, koja se javlja prolaskom valova kroz
ekstrakcijsko sredstvo, uzrokujuci stvaranje mjehuri¢a plina uslijed promjene tlaka. Razlika
koja nastaje naizmjeni¢nim komprimiranjem i dekomprimiranjem mjehuric¢a naposljetku dovodi

do implozije, Cija je posljedica naglo povec¢anje temperature i tlaka.
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Prilikom provodenja ekstrakcije biljnog materijala, ultrazvuéni valovi omogucuju prodor

otapala u pore, ¢ime se ubrzava prijenos tvari iz sirovine u otapalo (Chemat i sur., 2011).

2.4.2. Pulsirajuce elektri¢no polje

Pulsirajuce elektricno polje (PEP) je napredni netoplinski postupak koji se uglavnom
primjenjuje za konzerviranje hrane s visokom elektric(nom vodljivos¢u, kao Sto su tekuéa ili
poluteku¢a hrana. Osim konzerviranja, metoda zasnovana na intenzivnim elektri¢nim
impulsima prethodno je pokazala moguénost poveéavanja prijenosa mase bez utjecaja na

nutritivna i organoleptiCka svojstva hrane (Naliyadhara i sur., 2022).

Princip djelovanja PEP-a temelji se na kretanju iona potaknutim elektri¢nim poljem. Svaka
stanica unutar tkiva je omedena membranom koja ima izolacijsku ulogu. Provodenjem
elektricnog polja, ioni unutar i izvan stanice se kre€u duz smjera elektricnog polja, $to rezultira
polarizacijom stanice (Weaver, 2000). Djelovanjem PEP-a na biljne sirovine, dolazi do
netermicke elektroplazmolize stani€nog materijala, ¢ime se stvaraju pore. Stvaranje pora
uzrokuje povecéanje propusnosti staniéne membrane, $to dovodi do ubrzanja prijenosa mase
(slika 4) (Toepfl i sur., 2014).
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Slika 4. Razaranje pora djelovanjem PEP-a (prema Siemer i sur., 2018)

Standardna jedinica pulsirajuéeg elektricnog polja sastoji se od nekoliko osnovnih
komponenata: generatora visokonaponskih impulsa, komore za tretman, sustava za
manipulaciju teku¢inama te uredaja za kontrolu i nadzor. Generirani impulsi se primjenjuju kroz
par elektroda postavljenih unutar komore za tretman, a izmedu elektroda smjesta se sirovina

koja se obraduje. Ovisno o vrsti tvari koja se obraduje (Cvrsta, polu-Cvrsta, tekuéa, polu-
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tekuca), komora za tretman moze biti podijeljena na komore za obradu u Sarzama ili komore
za kontinuiranu obradu. Kontinuirani tip je prikladan za industrijske procese jer omogucuje
teku¢im i polutekuéim proizvodima da produ kroz komoru putem pumpe. Cijelim procesom
upravlja sredisnje racunalo koje postavlja parametre, upravlja radom pumpe te prikuplja

podatke s senzora postavljenih unutar komore (Nowosad i sur., 2020).

Ovisno o svojstvima preradenog prehrambenog proizvoda i Zeljenim ucincima, parametri
procesa, kao Sto su jakost elektricnog polja (izrazeno u kV/cm), frekvencija impulsa, Sirina
impulsa, oblik pulsnog vala (kvadratni ili eksponencijalni, unipolarni ili bipolarni) i vrijeme
izlaganja (koje je povezano s brzinom protoka i volumenom teku¢ine u komori elektroda), mogu
se prilagoditi prema potrebi (Tsong, 1990). Frekvencija impulsa, ovisno o jakosti polja, moze
biti reda milisekundi ako je polje umjereno (jakost je manja od 1 kV/cm), dok je za intenzivna
elektricna polja (jakost je ve¢a od 1 kV/cm) frekvencija izrazena u mikrosekundama (Deeth i
sur., 2007). Istrazivanja su takoder pokazala da predtretman PEP-om znacajno poboljSava
ekstrakciju razli¢itih komponenti topivih u vodi kao §to su polifenoli iz mesnatog dijela ploda te
kore jabuke (Wang i sur., 2020).

Uz navedene prednosti PEP-a u konzerviranju hrane, a prilikom postupaka konzerviranja u

odnosu na toplinske tretmane dolazi do o€uvanja organolepti¢kih svojstava i nutrijenata.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci paprike

U svrhu izrade diplomskog rada koriStene su razliCite vrste uzoraka paprike s podrucja
Osjecko - baranjske i Zagrebacke Zupanije, ubrane tijekom 2021. i 2022. godine. Paprike su
osusene i mljevene te potom skladistene na sobnoj temperaturi na suhom i tamnom mjestu.
Za ekstrakciju su koristene osuSene i usitnjene sorte ljutih i slatkih paprika s lokalnih OPG-ova
iz podrucja Baranje, te svjezi uzorci konzumno dostupnih sorti zelenih i crvenih feferona (sorte
Sigaretta di Bergamo) koji su o€iS¢eni i usitnjeni u svjezem obliku uz izdvajanje sjemene loze
koja je zasebno analizirana. U tablici 3 navedeni su svi uzorci paprika koje su koriStene tijekom
istraZivanja koje je provedeno u dvije faze. U prvoj za razvoj metode za odredivanje udjela
kapsaicina te u drugoj u kojoj su odbarani najée$c¢e konzumumirani uzorci paprike za

predtretman ekstrakciji, pulsirajué¢im elektri¢nim poljem.

Tablica 3. Vrste paprika koriStene tijekom istrazivanja

Naziv uzorka Vrsta paprike
Red Fresno Ljuta
Hot Portugal Ljuta
Koral Rosso Ljuta
Bhut Jolokia Ljuta
Makedonska Vezenka Ljuta
Kajenska Ljuta
Ljuta (2021.) Ljuta
Slatka (2022.) Slatka
Ljuta (2022.) Ljuta
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo Slatka
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo Slatka
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) Slatka
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) Slatka

3.1.2. Laboratorijska oprema

e analiticka vaga (Tehnicar, 2001, Zagreb, RH)

e tehnicka vaga (Sartorius, Velika Britanija)
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e spektrofotometar (Konica Minolta CM-700d, Japan)

e spektrofotometar Secomam UviLine 9400 (Secomam Groupe Aqualabo, Francuska)

e Vortex 4 basic (IKA, Velika Britanija)

e HPLC (Agilent Technologies, SAD)

e uredaj za pulsirajuce elektricno polje, HVG60/1 PEF (Intel d.o.o0. Hrvatska)

e konduktometar pH A 340i/ SET (WTW, Njemacka)

e centrifuga, (Thermo Scientific, Megafuge, Njemacka)

e ultrazvuéna kupelj Bandelin Sonorex Digiplus DL 255 H (Bandelin electronic,
Njemacka)

3.1.3. Kemikalije

¢ metanol (80 %) (Kemika, Hrvatska)

e etanol (96 %) (Gramo-mol, Hrvatska)

e acetonitril (Kemika, Hrvatska)

e galna kiselina (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Folin — Ciocalteu reagens (Gram — Mol d.o.o., Hrvatska)

e octena kiselina (Lachner, Ceska)

e NaCOs3 (20%) (Gram — Mol d.o.0., Hrvatska)

e DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) (Sigma Aldrich, Missouri, SAD)
e trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina)

o standard kapsaicina i dihidrokapsaicina (Sigma-Aldrich, Njemacka)

3.2. METODE

3.2.1. Ultrazvuéna ekstrakcija u metanolu

Za ekstrakciju u metanolu odvagano je na analitiCkoj vagi 1 g osudene paprike u 10 mL
80 % otopine metanola. Sadrzaj je promijeSan, te je ekstrakcija provedena primjenom
ultrazvuéne kupelji, maksimalne snage 640 W, tijekom 30 minuta na temperaturi od 25 °C te
intenzitetu 100 %. Temperatura, vrijeme ekstrakcije i intenzitet ultrazvuka kontrolirani su preko
kontrolne plo€e uredaja. Nakon zavrSetka ekstrakcije, metanolni ekstrakti su prebaceni u vijale

(slika 5) u kojima su Cuvani na 4 °C do analize.
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Slika 5. Metanolni ekstrakti uzoraka paprike (vlastita fotografija)

3.2.2. Predtretman pulsirajué¢im elektriénim poljem

Za PEP tretman koriSten je uredaj za pulsirajuce elektri¢no polje (HVG60/1 PEP, Impel
d.o.0., Zagreb, Hrvatska) koje se sastoji od tri jedinice; kontrolna jedinica, visokonaponski izvor
napajanja i visokonaponski generator impulsa. Visokonaponski izvor napajanja predstavlja dio
uredaja Ciji je zadatak pretvorba ulaznog izmjeni€nog napona napajanja 230 V u istosmjerni
napon u rasponu od 1 do 60 kV. Visokonaponski generator impulsa dobiveni visoki napon
propusta na izlaz u obliku impulsa zadanih parametara. Razmak izmedu elektroda iznosio je
2 cm, dok je trajanje pulsa iznosilo 0,5 ys. U reaktor uredaja je dodano 5 g uzorka otopljeno u
20 mL 80 % otopine metanola. Uzorak se nalazio izmedu dvije elektrode: elektrode uzemljena

i visokonaponske elektrode. Obje elektrode su od nehrdajucéeg Celika.

Dizajniran je eksperimentalni postupak s 15 razli€itih pokusa (tablica 4). Tijekom
istraZivanja koriStene su sljedece sorte. Za slatku papriku suha mijeSavina viSe razli¢itih sorti
sa vecinskim udjelom sorte Sigaretta di Bergamo. Ljuta u mijeSavini viSe razli€itih sorti, pri
¢emu su dominantne sorte Makedonska Vezenka i ljuti feferon, te kajenska paprika sorte
Kajenska (ljuta). Uzorci su oznaceni razli¢itim slovima, te oznake imaju sljedeée znacenje: S
= slatka paprika, LJ = ljuta paprika, K = kajenska paprika. Nakon tretmana PEP-om provedena
je ultrazvuéna ekstrakcija. Metanolni ekstrakti su potom centrifugirani 5 minuta pri 5000
okretaja na sobnoj temperaturi. Supernatant je nakon centrifugiranja filtriran kroz filter papir.
Filtratu je odredena koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost, te je HPLC
metodom odredena koncentracija kapsaicina i dihidrokapsaicina. Uzorcima su odredena i

fizikalno - kemijska svojstva - pH, elektri¢na provodljivost te boja.
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Tablica 4. Dizajn eksperimenta za tretman pulsirajuéim elektri¢nim poljem

kVicm | t(min) uzorak

1 2,0 1,0 LJ
2 7,5 1,0 LJ
3 2,0 50 LJ
4 7,5 50 LJ
5 2,0 3,0 S
6 7,5 3,0 S
7 2,0 3,0 K
8 7,5 3,0 K
9 50 1,0 S
10 50 50 S
11 50 1,0 K
12 50 50 K
13 5,0 3,0 LJ
14 5,0 3,0 LJ
15 5,0 3,0 LJ

3.2.3. Odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava tretiranih uzoraka

3.2.3.1. Odredivanje pH vrijednosti

Odredivanje pH provedeno je na digitalnom pH - metru (AOAC, 2000). Mjerenje pH
vrijednosti provedeno je uranjanjem elektrode u uzorak te direktnim ocitavanjem pH vrijednosti

na zaslonu uredaja.

3.2.3.2. Odredivanje elektricne provodljivosti

Odredivanje elektri¢ne provodljivosti provedeno je na digitalnom konduktometru nakon

uranjanja elektrode u uzorak.

3.2.3.3. Odredivanje boje

Odredivanje boje provedeno je spektrofotometrijskom metodom, prilikom ¢ega je kao

slijepa proba sluZzila kiveta s destiliranom vodom.
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Mijerenje boje zasniva se na parametrima L*, a* i b*. Koordinata L* ozna¢ava svijetlinu,
a njena ljestvica se kreée se od 0 do 100 gdje 0 oznacava crnu, a 100 bijelu boju. Koordinata
a* oznacava crvenu, odnosno zelenu boju €iji se spektar kre¢e od -127 (Cista zelena) do +127
(Cista crvena). Koordinata b* predstavlja zutu, odnosno plavu boju. Njena ljestvica kre¢e se od
-127 (Cista plava) do +127 (Cista zelena) (Sticker i Orengo, 1995.) Raspodjela boja u njihovom

sustavu prikazana je na slici 6.

+b*
Zuta

a*
Y crvena

.
zelena

b*
plava

L*=0
crna

Slika 6. Sustav boja zasnovan na parametrima L*, a* i b* (prema Mihoci, 2015)

AE predstavlja ukupnu razliku obojenosti (AE*) skladiStenih uzoraka u odnosu na

pocetni uzorak i raCuna se prema jednadzbi 1:

AE* = [ (AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? [1]

AL*=L*; - L*g, Aa*=a*; - a*y, Ab*=b*; - b*p
L*o, a*o, b*o = parametri boje izmjereni u po¢etnom uzorku

L*1, a*1, b*1 = parametri boje izmjereni u suSenim uzorcima

3.2.4. Odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provedeno je spektrofotometrijski na
uzorcima paprika nakon njihove ekstrakcije u metanolu. Metoda se zasniva na oksidaciji
fenolnih skupina dodatkom Folin — Ciocalteau reagensa i stvaranjem produkta koji je plave

boje. Reagens se sastoji od fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline nakon cCijeg
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dodavanja dolazi do reakcije izmedu fenoksid iona iz uzorka i Folin — Ciocalteovog reagensa
prilikom ¢ega fenoksid ion oksidira, a reagens se reducira do plavo obojenih volframovih i
molibdenovih oksida. Spektrofotometrijsko mjerenje se obavlja pri 765 nm te je taj intenzitet

direktno proporcionalan koncentraciji fenola (Shortle i sur., 2014).

U staklenu epruvetu je otpipetirano 100 yL ekstrakta uzorka paprike, 200 yL Folin —
Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode. Na isti nacin je pripremljena i slijepa proba, ali je
umjesto uzorka dodano 100 uL destilirane vode. Nakon 3 minute dodano je 1 mL 20 %-tne
zasi¢ene otopine natrijeva karbonata i pomijeSano je pomocu vortexa. Reakcijska smjesa je
inkubirana u vodenoj kupelji 25 min pri 50 °C stupnjeva, te je provedeno spektrofotometrijsko
mjerenje apsorbancije uzoraka pri 765 nm (slika 7). Sva mjerenja provedena su u tri paralele i

rezultat je izrazen kao srednja vrijednost.

Slika 7. Kivete s uzorcima za odredivanje ukupnih fenola: 1. slijepa proba 2. slatka paprika 3.
ljuta paprika 4. crvena svjeza paprika 5. zelena svjeza paprika (vlastita fotografija)

Udio ukupnih fenola odreden je preko bazdarnog pravca galne kiseline (1-200 mg/mL)
i (225-1000 mg/mL) (slika 8 i 9).
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Slika 8. Bazdarni pravac galne kiseline pri koncentracijama (1-200 mg/L).
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Slika 9. Bazdarni pravac galne kiseline pri koncentracijama (225 - 1000 mg/L)

19



3.2.5. Odredivanje antioksidativnog statusa paprike primjenom DPPH metode

Odredivanje antioksidativne aktivnosti provedeno je DPPH metodom. Mjeri se promjena
boje otopine DPPH radikala u njezin reducirani oblik DPPH koji je Zuto obojen (Mishra i sur.,
2012).

Kako bi adsorpcija antioksidanata iz uzoraka bila lak$a, reakcija se uobiajeno izvodi u
otopini metanola i vode (takoder se moze koristiti za mjerenje lipofilnih i hidrofilnih tvari). Osim
lake primjene, prednost DPPH metode lezi u tome da DPPH radikal ima mo¢ da reagira s
cijelim uzorkom te slabim antioksidansima. Pod svijetlom je moguéa manja izmjerena
apsorbancija pa se otopina DPPH tijekom odvijanja reakcije ¢uva u mraku (Kedare i Singh,
2011).

Za pocCetni korak za provodenje DPPH metode pripremljena je 0,1 mM otopina DPPH
otapanjem 3,94 mg DPPH u tikvici od 100 mL te nadopunjavanjem s 80 %-tnom otopinom
metanolom do oznake. Potom je dodano 100 pL ekstrakta uzorka i 2 mL 0,01 mM otopine
DPPH unutar kivete, koja je nakon toga prekrivena parafilmom te lagano protresena. Prilikom
pripreme slijepe probe umjesto uzorka dodano je otapalo. Smjesa je inkubirana narednih 25
minuta u mraku na sobnoj temperaturi (slika 10). Nakon proteklog vremena, provedeno je
mjerenje apsorbancije na spektrofotometru pri 518 nm. Sva mjerenja provedena su u tri

paralele i rezultat je izraZzen kao srednja vrijednost.

Slika 10. Kivete s uzorcima za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom
nakon inkubacije (vlastita fotografija)

Antioksidativni kapacitet odreden je preko bazdarnog pravca (otopina Troloxa)
koncentracija 0,1-1 mM. Slika 11. prikazuje ovisnost koncentracije Troloxa kao referentnog
materijala antioksidativnosti o apsorbanciji, dok slika 12. prikazuje redukciju. Redukcija se

racuna prema jednadzbi 2:
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Ay — 4y

Ag * 100 [2]

DPPH scavenging activity (%) =

U kojoj Ao predstavlja kontrolu, tj. MeOH umjesto Troloxa, a A: predstavlja apsorbanciju troloxa

pri 518 nm.
1,2
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Slika 11. Bazdarni pravac antioksidativhog kapaciteta
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Slika 12. Prikaz redukcijskog kapaciteta - DPPH
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3.2.6. Odredivanje udjela kapsaicina i dihidrokapsaicina teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC)

Metoda HPLC se temelji na ubrizgavanju uzorka u stupac propusnog materijala
(stacionarnu fazu) i teku¢u fazu (mobilnu fazu) gdje dolazi do pumpanja tekuée faze kroz
kolonu uz vedi tlak. Nacelo razdvajanja temelji se na adsorpciji otopljene tvari na stacionarnoj

fazi na osnovi njegovog afiniteta prema stacionarnoj fazi (Bhardwaj, 2015).

Za odredivanje kapsaicina i dihidrokapsaicina razvijena je nova metoda prema
modifikaciji po¢etne metode od Souza Sora i sur., 2015. Za analizu uzoraka uporabom
tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti koristena je C30 nepolarna kolona (Luna 250
mm x 4,6 mm, 5 ym, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) instalirana na Agilent Technologies
(LC 1200). Kolona je odrzavana na 40 °C, dok je detekcija provedena na 280 nm. Injektiran je
volumen od 20 pL svakog uzorka. Mobilne faze su se sastojale od mobilne faze (A) koja je
predstavljala 1 % octenu kiselinu u redestiliranoj vodi te mobilne faze (B) koja je bila metanol,
Cistoce 99,9 %. Razdvajanje je omoguceno nakon 60 minuta pomocu linearnog gradijenta dviju
mobilnih faza (tablica 5). Protok je tekao brzinom od 0,7 mL/min tijekom cijele analize.

Metanolni ekstrakti su prije injektiranja profitrirani kroz PTFE filter u vijalice od 1,5 mL.

Tablica 5. Gradijent za HPLC/UV/VIS/PDA analizu kapsaicina i dihidrokapsaicina

t (min) otapalo (A) otapalo (B)

0 90 10

3 90 10

30 50 50

40 40 60

45 0 100

50 0 100
50.10 90 10

60 90 10
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Slika 13. Kromatogram s pikovima kapsaicina (36. minuta) i dihidrokapsaicina (38.minuta)

Kapsaicin i dihidrokapsaicin su identificirani usporedbom s retencijskim vremenima
standarda (slika 13). Koncentracije kapsaicina i dihidrokapsaicina u ekstraktima odredene su
iz jednadzbi baZdarnih pravaca koji su konstruirani injektiranjem otopina kapsaicina u
koncentracijama 1-1000 pg/mL (slika 14) i dihidrokapsaicina u koncentracijama 1-500 pg/mL

(slika 15). Maseni udjeli kapsicina i dihidrokapsaicina izraCunati su prema formuli 3 i 4.

konc. kapsaicina iz bazdarnog pravca ,mg
) 3]

a) kapsaicin: w =
100 g

konc. dihidrokapsaicina iz bazdarnog pravca (mg) [4]

b) dihidrokapsaicin: w =
100 g
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3.2.7. StatistiCka obrada podataka

Na temelju rezultata tretmana PEP modelnog sustava, izvedena je analiza varijance
(ANOVA) u programu Statgraphics centurion 19 (Statgraphics technologies, SAD), a razina
znacajnosti svih koristenih statistickih metoda bila je 95 %. Provedena je analiza varijance

(ANOVA) kako bi se utvrdile znac¢ajne razlike (p<0,05) medu primijenjenim tretmanima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

S obzirom na poznate benefite bioaktivnih spojeva prisutnih u paprici, cilj istraZivanja
bio je ispitati utjecaj predtretmana PEP-om na ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz odabranih sorti
paprike. Prije predtretmana PEP-om proveden je razvoj metode (ultrazvucna ekstrakcija) i
odabir uzoraka za predtretman PEP-om. U ekstraktima su odredeni fiziklano kemijski
parametri s naglaskom na koncentraciju ukupnih fenola, bioaktivnih kompomenti, te

antioksidacijska aktivnost ekstrakata.

4.1. ANALIZA UZORAKA NAKON ULTRAZVUCNIH TRETMANA

4.1.1. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola u ultrazvuénim ekstraktima

Plodovi paprike predstavljaju bitan izvor bioloSki aktivnih spojeva, €ije najbitnije
svojstvo jest antioksidativha aktivnost, koja se uglavnom pripisuje fenolnim spojevima.
Djelovanjem ultrazvuka stvara se tlak na stani¢nu stijenku tkiva paprike, te dolazi do kavitacije
u uzorku, te lakS8eg prodiranja otapala u materijal i povecCanja prijenosa mase. Nakon
provedene ultrazvucne ekstrakcije, spektrofotometrijski je odredena koncentracija ukupnih

fenola. Rezultati izmjerene koncentracije fenola u uzorcima vidljivi su u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz udjela ukupnih fenola u uzorcima paprike

Vrsta paprike Uku(rr)nngi]/fge)noli
Red Fresno 3,74
Hot Portugal 4,45
Koral Rosso 3,20
Bhut Jolokia 7,95
Makedonska Vezenka 6,20
Kajenska 8,99
Ljuta (2021.) 6,21
Slatka (2022.) 1,98
Ljuta (2022.) 1,43
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo 0,12
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo 0,12
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) 0,95
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) 1,59
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Iz navedenih rezultata je vidljivo kako kajenska paprika sadrzi najveci udio fenolnih
spojeva masenog udijela 8,99 mg/g, prilikom ¢ega ju slijedi paprika sorte Bhut Jolokia s udjelom
od 7,95 mg/g §to se moze povezati s ljutinom obiju paprika buduéi da se smatraju jednim od
najljucih paprika na svijetu. Takoder, udio fenola veéi je u ljutim paprika nego u slatkim. Shodno
tomu, najmanji udio fenola izmjeren je u svjezoj zelenoj te svjezoj crvenoj paprici, te iznosi

0,12 mg/g za svjezu zelenu i svjezu crvenu papriku.

Udio fenola povecava se sa stupnjem zrelosti paprike, $to znaci da crveni plodovi
paprike sadrze vece koli¢ine fenola nego zeleni plodovi paprike (Chavez — Mendoza, 2015;
Zhuang i sur., 2012). Prethodno je utvrdeno da se najviSi sadrZaj fenola nalazi u crvenoj
paprici, iza koje slijedi naran€asta, Zuta te na kraju zelena (Sun i sur., 2007). Koncentracija
prisutnih fenolnih spojeva ovisi od uvjeta uzgoja s obzirom na to da organski uzgoj ima veci
utjecaj na razvoj ploda i njegovih sekundarnih metabolita u odnosu na konvencionalni
(Hallaman i Rembialkowska, 2012). Udio fenolnih spojeva u paprici ovisi 0 tretiranju paprike
prije i nakon same berbe. Postupci nakon berbe kao $to su zamrzavanje, suSenje, rezanje i
fermentacija klju¢ni su za koli€¢inu arome i fenolnih spojeva proizvoda od paprike (Korkmaz i
sur., 2017).

4.1.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta paprike DPPH metodom nakon
ultrazvuéne ekstrakcije

Oksidacijski stres je stani€no stanje pri kojem dolazi do oSteCenja makromolekula
(DNA, proteini, lipidi) unutar stanica uslijed neravnoteze izmedu kisikovih reaktivnih vrsta i
antioksidacijskih obrambenih sustava organizma, te je razlog za pojavu mnogih bolesti. Stoga,
poznavanje sadrzaja antioksidanasa i njihove antioksidacijske aktivhost neophodno je za
primjenu biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji. DPPH antioksidativnim testom ispitana je
inhibicija DPPH radikala razli€itim ultrazvuénim ekstraktima paprike, te su rezultati prikazani u
tablici 7.
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Tablica 7. Prikaz rezultata analize antioksidacijske aktivnosti u uzorcima paprika

Uzorci paprike Redukcija (%)
Red Fresno 88,08
Hot Portugal 75,98
Koral Rosso 66,16
Bhut Jolokia 83,79
Makedonska Vezenka 83,13
Kajenska 87,04
Ljuta (2021.) 85,99
Slatka (2022.) 77,98
Ljuta (2022.) 56,06
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo 44,33
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo 67,97
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) 62,73
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) 77,50

S obzirom na to da se antioksidacijska aktivhost DPPH mijeri spektrofotometrijski, $to
je manja apsorbancija uzorka to je vec¢a antioksidativnost jer je veca razlika izmedu kontrole i
samog uzorka, odnosno veca apsorbancija predstavlja manju antioksidativnost. U tablici 7.
vidljivo je da najvecu antioksidativnhost ima paprika Red Fresno s postotkom redukcije u
vrijednosti 88,08 %, nakon koje su slijedili kajenska paprika (87,04 %), ljuta (2021.) (85,99 %)
te Bhut Jolokia (83,79 %). Najmanju antioksidativnost, kao to je slu¢aj i kod udjela fenola, ima

svjeza zelena paprika s postokom redukcije od 44,33 %.

Nekolicina studija ukazuje da se antioksidativni kapacitet uzoraka paprike poveéava
samim sazrijevanjem paprike $to se moze povezati sa sadrzajem hranjivih tvari, polifenola te
ostalih nutrijenata (Baenas i sur., 2018). Naime, crvena paprika zbog prisutnih pigmenata,
karotenoida i flavonoida ima vecu antioksidacijsku aktivnhost od zelene paprike jer zelena
paprika ima manji sadrzaj spomenutih, nutritivno vaznih tvari (Suni sur., 2007). Takoder, Red
Fresno paprika ima najvecu antioksidativnu aktivnost, slijedi ju Bhut Jolokia te Hot Portugal.
Sve navedene paprike su crvene boje. Fenolne frakcije paprike pokazuju veéu antioksidacijsku
aktivnost u usporedbi s uljnim frakcijama, koje ukljuuju karotenoide i tokoferole. Crvena
paprika je imala najizrazeniju antioksidacijsku aktivnost, dok je narancasta paprika imala
najmanju aktivnost. S druge strane, u uljnim ekstraktima, narancasta paprika je pokazala

najvecu sposobnost neutralizacije slobodnih radikala (Blanco — Rios i sur., 2013).
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4.1.3. Odredivanje udjela kapsaicina i dihidrokapsaicina teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC)

Osim uginkovite ekstrakcije bioaktivnin spojeva jednako je bitna ucinkovita
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) uz primjenu razli€itih detektora. U ovom radu,
koristen je UV-Vis detektor, Cija kombinacija uz HPLC doprinosi povecanju pouzdanosti i
osjetljivosti karakterizacije najbitnijih spojeva ekstrakata paprike koji su istraZivani: kapsaicin i
dihrokapsaicin. Shodno retencijskom vremenu standarda, vidljivi su pikovi koji se pojavljuju u
36. i 38. minuti. U 36. minuti pojavijuje se kapsaicin dok se na 38. minuti pojavljuje
dihidrokapsaicin (slika 13).

Tablica 8. prikazuje koncentracije kapsaicina u koriStenim ekstraktima uzorcima

paprika.
Tablica 8. Udio kapsaicina u uzorcima paprike nakon HPLC analize
Vrsta paprike Maseni udio (mg/g)
Red Fresno 1,36
Hot Portugal 0,72
Koral Rosso 1,41
Bhut Jolokia 10,25
Makedonska Vezenka 0,24
Kajenska 2,40
Ljuta (2021.) 0,85
Slatka (2022.) 0,16
Ljuta (2022.) 0,83
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo n.d.
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo n.d.
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) n.d.
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) n.d.

*n.d. — nije detektirano

Vidljivo je da u zelenoj svjeZoj i crvenoj svjezoj paprici kapsaicin nije detektiran, jer se
radi o sortama koje nisu ljute. Od uzoraka koji sadrze kapsaicin, najmanja koncentracija
kapsaicina detektirana je u slatkoj paprici te iznosi 0,16 mg/g dok je najve¢a koncentracija

kapsaicina detektirana u paprici Bhut Jolokia te iznosi 10,25 mg/g.
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Tablica 9. prikazuje koncentracije dihidrokapsaicina u koristenim ekstraktima uzoraka
paprike nakon HPLC analize podataka.

Tablica 9. Udio dihidrokapsaicina u uzorcima paprike nakon HPLC analize

Vrsta paprike Maseni udio (mg/g)
Red Fresno 0,46
Hot Portugal 0,23
Koral Rosso 0,53
Bhut Jolokia 2,11
Makedonska Vezenka 0,22
Kajenska 0,78
Ljuta (2021.) 0,41
Slatka (2022.) n.d.
Ljuta (2022.) 0,40
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo n.d.
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo n.d.
Svjezi zeleni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) n.d.
Svjezi crveni feferon Sigaretta di Bergamo (sjemena loza) n.d.

*n.d. — nije detektirano

U zelenoj svjezoj i crvenoj svjezoj te slatkoj paprici dihidrokapsaicin nije detektiran, sto
se poklapa s dobivenim rezultatima kapsaicina, izuzev slatke paprike, koja je sadrzavala
iznimno niske koncentracije kapsaicina u iznosu od 0,16 mg/g. Od uzoraka koji sadrze
dihidrokapsaicin, najmanja koncentracija detektirana je unutar Makedonske Vezenke te iznosi
0,22 mg/g, te Hot Portugal s koncentracijom od 0,23 mg/g. Najve¢a koncentracija
dihidrokapsaicina kao i kapsaicina detektirana je u sorti Bhut Jolokia, te iznosi 2,11 mg/g, dok

iza nje slijede kajenska (0,78 mg/g) i ljute (2021. i 2022.) paprike s 0,41 mg/g te 0,40 mg/g.

Materska i Perucka, 2005. godine pokazali su da crvena zrela paprika sadrzi veéi udio
kapsaicinoida od zelene paprike, 5to moZe dovesti do veéeg antioksidativhog kapaciteta
(Baenas i sur., 2018).

4.2. ANALIZA UZORAKA NAKON PREDTRETMANA PEP-OM

Na temelju preliminarnih rezultata razli€itih uzoraka paprike, odabrana su tri najceSce
konzumirana uzorka, te je prema eksperimentalnom dizajnu proveden predtretman PEP-om

(tablica 4). Djelovanje pulsirajuceg elektricnog polja na odabrane uzorke slatke, ljute i kajenske
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paprike praceno je pri razli€itim tretmanima uzoraka, te njihov utjecaj na udio ukupnih fenola,
antioksidativnu aktivhost te je odredena i usporedena koncentracija kapsaicina i
dihidrokapsaicina. Takoder, ispitana su fizikalno-kemijska svojstva uzoraka, medu kojima su

boja, pH i elektricna provodoljivost.

4.2.1. Odredivanje pH vrijednosti i elektricne vodljivosti nakon tretiranja PEP-om

U tablici 10. prikazane su vrijednosti pH vrijednosti i elektricne vodljivosti odabranih

uzoraka paprike.

Tablica 10. Vrijednosti pH i elektri¢ne provodljivosti uzoraka paprike

oH Elektricna
provodljivost (uS/cm)
Slatka 5,88 Slatka 876
Ljuta 5,36 Ljuta 628
Kajenksa 5,58 Kajenska 838

Iz tablice 10. je vidljivo da uzorak s najnizom elektri¢cnom provodljivosti 628 pS/cm, ljuta
paprika, jest i uzorak s nanjizom pH vrijednosti. Isto vrijedi i za uzorak s najviSom vrijednosti

pH, slatka paprika, koji ima najvidu elektri¢nu provodljivost, 876 uS/cm.

Nakon tretiranja uzoraka PEP-om, ispitani su pH i elektri¢na provodljivost ekstrakata

uzoraka paprike, te su vrijednosti prikazane u tablici 11.
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Tablica 11. Vrijednosti pH i elektricne provodljivosti uzoraka paprike nakon tretiranja
pulsiraju¢im elektri€nim poljem

Elektri€na
Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) pH provodljivost
(uS/cm)

LJ 2,0 1,0 5,4810,05 1221+1,12
LJ 7,5 1,0 5,2810,01 1190+1,50
LJ 5,0 3,0 5,3+0,03 117941,39
LJ 5,0 3,0 5,22+0,05 1187+2,24
LJ 5,0 3,0 5,2510,05 1183+1,10
LJ 2,0 5,0 5,2410,10 1201+3,14
LJ 7,5 5,0 5,2510,12 115845,10
S 5,0 1,0 5,5910,15 1493+1,11
S 2,0 3,0 5,6310,01 1423+1,09
S 7,5 3,0 5,5710,02 1410+40,99
S 5,0 50 5,58+0,02 1506+0,87
K 5,0 1,0 5,5310,03 149245,14
K 2,0 3,0 5,66%0,11 1429+42,10
K 7,5 3,0 5,5610,15 1431+3,21
K 5,0 5,0 5,51+0,05 1519+1,67

Nakon PEP tretmana, u svim je uzorcima izmjeren porast vrijednosti elektriCne
vodljivosti u rasponu od 1158 do 1519 pS/cm, dok je pH vrijednost bila u rasponu od 5,22 do
5,66.

U uzorku ljute paprike, produljenjem vremena tretmana s 1 min na 5 min, pri jednakoj
jakosti elektricnog polja (2 i 7,5 kV), dolazi do pada pH vrijednosti. Isti trend uocljiv je i kod
slatke i kajenske paprike. Sukladno rezultatima ukupnih fenola, najveéi porast elektriCne
provodljivosti biljezi se u prvom uzorku ljute paprike tretiranog s jakoSc¢u polja 2,0 kV/cm
tijekom jedne minute te iznosi 1221 pS/cm, takoder isti uzorak biljezi najviSu pH vrijednost
(5,48) unutar ljute paprike. U odnosu na ostala dva uzorka, ljuta paprika biljeZi duplo vedi
porast elektricne provodljivosti u odnosu na nativne uzorke. 1z tablice 11. vidljivo je da kajenska
paprika, tretirana s 5,0 kV/cm tijekom pet minuta ima najveéu provodljivost (1519 uS/cm).
Takoder isti uzorak sadrzava najvisi postotak antioksidativne aktivnosti s udjelom od 93,90 %

(tablica 16), no i najmanju pH vrijednost unutar kajenske paprike (5,51).
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Elektricna provodljivost prati trend povecanja proporcionalno jakosti elektri¢nog polja,
te vremenu tretmana u svim uzorcima. Poveéanjem jakosti polja i vremena tretmana, dolazi do
izraZenijeg ucinka elektroporacije i prodora stani¢nog sadrzaja iz sirovine u otapalo, $to vodi

do rasta elektricne provodljivosti.

4.2.2. Odredivanje boje nakon tretiranja PEP-om

Prirodni pigmenti prisutni u paprici su uglavnom termolabilni, te osjetljivi na procese koji
se primjenjuju u konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, kao $to su toplinska, mehanicka i
kemijska. Stoga se pulsirajuée elektricno polje javlja kao potencijalna netermalna alternativa
za oCuvanije prirodnih boja iz prehrambenih sirovina (Bocker i Silva, 2022). Izmjereni parametri
boje u uzorku nakon ultrazvuénog tretmana (nativni uzorak) i nakon tretmana PEP-om

prikazani su u tablici 12.

Tablica 12. Parametri boje u uzorcima paprike prije i nakon tretmana pulsirajué¢im elektri¢nim

poliem
&?};g;t) (mti n) Uzorak L a b C (ab) AE
Nativni uzorak LJ 73,64 | 27,79 | 1125 | 115,88
2,0 1,0 LJ 60,14 | 43,74 | 106,78 | 115,39 | 21,66
7,5 1,0 LJ 57,43 | 40,23 | 100,80 | 108,54 | 23,65
2,0 5,0 LJ 57,27 | 41,00 | 101,05 | 109,48 | 23,73
7,5 5,0 LJ 56,43 | 42,82 | 101,25 | 109,93 | 25,46
5,0 3,0 LJ 56,95 | 41,80 | 101,18 | 109,47 | 24,55
5,0 3,0 LJ 58,20 | 41,72 | 102,56 | 110,72 | 23,04
5,0 3,0 LJ 58,61 | 41,10 | 102,75 | 110,72 | 22,31
Nativni uzorak S 74,11 | 30,17 | 115,75 | 119,61
2,0 3,0 S 43,14 | 36,74 | 82,89 90,66 | 44,67
7,5 3,0 S 20,72 | 26,59 | 50,89 57,42 82,03
5,0 1,0 S 60,87 | 38,72 | 104,64 | 111,57 | 15,02
5,0 5,0 S 52,96 | 36,76 | 94,30 | 101,21 | 29,39
Nativni uzorak K 74,28 | 21,08 | 102,45 | 104,59
2,0 3,0 K 54,01 | 43,44 | 97,03 | 106,31 | 30,66
7,5 3,0 K 51,83 | 43,10 | 93,85 | 103,27 | 32,61
5,0 1,0 K 50,54 | 43,57 | 92,28 | 102,05 | 32,79
5,0 5,0 K 50,15 | 44,22 | 92,00 | 102,08 | 33,52

L vrijednost oznaCava svjetlinu boje. U svim uzorcima paprika, nativni uzorci imaju
sliénu L vrijednost, u rasponu od 73,64 za ljutu papriku do 74,28 za kajensku. Tretiranjem
uzoraka PEP-om, dolazi do pada svjetline uzoraka, te je najveca razlika u svjetlini uzoraka
vidljiva u uzorku slatke paprike, gdje je tretmanom jakosti 7,5 kV/cm kroz 3 minute doslo do

pada L vrijednosti na 20,72. Najmanja promjena svjetline boje izmjerena je kod ljute paprike,
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gdje nativni uzorak ima vrijednost 73,64, a uzorak tretiran 1 minutu i 2 kV/cm ima vrijednost
60,14.

Za parametar a dolazi do porasta u svim tretiranim uzorcima u odnosu na nativne, osim
slatke paprike koja zadrzava nizu vrijednost koja iznosi 26,59 pri tretmanu od 7,5 kV/cm te 3
minute. S obzirom na to da parametar a predstavlja spektar od -60 (zelena) do 60 (crvena),
povecanjem vrijednosti nakon tretmana dolazi do pojatavanja crvenog obojenja u uzorcima,

Sto se objasnjava otpustanjem pigmenata iz uzoraka paprike tretiranjem PEP-om.

Parametar b ukazuje na spektar boja izmedu zute i plave boje, gdje ve¢a vrijednost
oznacCava vecu izrazenost zutog dijela spektra. U svim uzorcima dolazi do pada izrazenosti

Zutog dijela spektra.

Vrijednost C (ab) predstavlja intenzitet, odnosno zasi¢enost boje, te se raCuna kao
kvadratni korijen zbroja kvadrata a i b vrijednosti. Vidljivo je da intenzitet boje opada nakon
tretmana nativhog uzorka PEP-om, prilikom ¢ega ljuta paprika tretirana pri 2,0 kV/cm i 1 minuti

jedina zadrzava ekvivalentan intenzitet po¢etnom.

Delta E (A E) predstavlja ukupnu razliku obojenosti skladidtenih uzoraka u odnosu na
poCetni uzorak. Prema tome je vidljivo odstupanje boje od nativnih uzoraka, koje je najvise

izrazeno u slatkoj paprici, a manje u kajenskoj i ljutoj paprici.

4.2.3. Odredivanje udjela fenola nakon tretiranja PEP-om

Prethodno je utvrdeno da tretiranjem biljnog materijala pulsirajuéim elektri¢nim poljem
dolazi do netermicke elektroplazmolize biljnog materijala, Sto rezultira u povecanoj
permeabilnosti staniéne stijenke. Time se omogucuje vedéi prijelaz bioaktivnih komponenti iz
biljnih stanica u odabrano otapalo. U tablici 13. prikazan je udio ukupnih fenola u uzorcima

paprike.

Tablica 13. Maseni udio ukupnih fenola u nativnim uzorcima paprike

Uzorak Ukupni fenoli (mg/qg)

Slatka 0,73%0,007
Ljuta 1,09+0,007
Kajenska 2,17+0,007
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Najveci maseni udio fenola je dobiven iz kajenske paprike, te iznosi 2,17 mg/g sto je
ocCekivano s obzirom na visoke prethodno pokazane koli¢ine fenola i antioksidativnu aktivnost

u odnosu na slatku i ljutu papriku.

Nakon tretiranja uzoraka PEP-om, doslo je do povec¢anja ekstrahiranog udjela fenola u
uzorcima, &to je u skladu s o€ekivanjima s obzirom na permeabilizaciju stani¢ne stijenke pod

djelovanjem elektricnog polja. Rezultati su prikazani u tablici 14.

Tablica 14. Maseni udio ukupnih fenola u uzrocima paprike nakon tretmana pulsiraju¢im
elektricnim poljem

Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) Ukupnifenoli (mg/g)

LJ 2,0 1,0 2,8910,010
LJ 7,5 1,0 2,51+0,006
LJ 5,0 3,0 1,85+0,010
LJ 50 3,0 1,71+0,010
LJ 5,0 3,0 1,65+0,005
LJ 2,0 50 1,15+0,007
LJ 7,5 5,0 2,460,020
S 50 1,0 4,67%+0,020
S 2,0 3,0 3,2710,010
S 7,5 3,0 2,90£0,020
S 5,0 5,0 2,7210,020
K 50 1,0 3,04+0,007
K 2,0 3,0 3,11+0,005
K 7,5 3,0 3,84+0,006
K 5,0 5,0 3,34+0,010

Nakon tretmana uzoraka tri sorte paprike pulsiraju¢im elektri¢nim poljem, vidljivo je da
je najvedi udio fenola, 4,67 mg/g ekstrahiran u uzorku slatke paprike, u kombinaciji jakosti polja
5 kV/cm kroz trajanje 1 minute. Uzorak ljute paprike koji je tretiran poljem jakosti 2 kV/cm kroz

5 minuta imao je najman;ji udio fenola, tek 1,15 mg/g.

Za uzorak ljute paprike, nakon tretmana PEP-om duljine 1 min, dolazi do pada
iskoristenja ekstrakcijskog postupka poveéanjem jakosti elektricnog polja s 2 na 7,5 kV/cm,
odnosno dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih fenola s 2,89 mg/g na 2,51 mg/g. Dobiveni

rezultati su u skladu sa Sotelo i sur. (2018) koji su prijavili da povec¢anje intenziteta PEP-a
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smanjuje koncentraciju fenola. Prilikom primjene jakosti polja od 2 kV/cm, produljenjem
vremena tretmana s 1 na 5 minuta, udio fenolnih spojeva u ekstraktima se smanijuje.
Smanjenje udjela fenola zapazeno nakon tretiranja PEP-om sugerira da bi naruSavanje
stani¢ne stijenke moglo pogodovati kontaktu izmedu oslobodenih fenolnih tvari i oksidativnih
enzima, poput polifenol oksidaze ili peroksidaze, ¢ime se smanjuje njihov mjerljivi udio (Lopez-
Gamez i sur., 2021).

Trend opadanja koncentracije fenola s duljinom vremena tretiranja vidljiv je i kod slatke
paprike, gdje uzorak tretiran s 5 kV/cm kroz 1 min ima i najveéi udio fenola od 4,67 mg/g, dok
nakon 5 minuta iznosi 2,72 mg/g. Takoder, ako usporedimo tretman dug 3 minute, vidljiv je

pad fenolnih spojeva povecéanjem jakosti elektricnog polja s 2 na 7,5 kV/cm.

U uzorku kajenske paprike, s najve¢im udjelom ukupnih fenola odredenih
spektrofotometrijski (tablica 14), produljenjem vremena tretiranja pri 5 kV/cm dolazi do porasta
udjela fenolnih spojeva s 3,04 na 3,34 mg/g. Takoder, poveéanjem jakosti polja prilikom

trominutnog tretmana dolazi do porasta udjela fenola s 3,11 na 3,34 mg/g.

4.2.4. Odredivanje udjela antioksidativhosti nakon tretmana PEP-om

Antioksidativna aktivnost uzoraka paprike ispitana je DPPH metodom, te su rezultati

izrazeni u tablici 15. kao postotak redukcije DPPH radikala.

Tablica 15. Prikaz vrijednosti antioksidativne aktivnosti u nativnim uzorcima paprike

Uzorak Redukcija (%)
Slatka 61,29+0,10
Ljuta 41,56+0,08
Kajenska 57,01£0,08

Postotak redukcije DPPH radikala najveci je u uzorku slatke paprike, Sto nije

usporedivo s udjelom fenola u nativnim uzorcima s obzirom na to da su imali najniZu vrijednost
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od 0,73 mg/g. Medutim, bitno je istaknuti da svi fenolni spojevi ne reagiraju s DPPH radikalom,

te postoje i drugi spojevi koji doprinose antioksidativnoj aktivnosti.

Nakon tretmana PEP-om, odreden je postotak redukcije DPPH metodom, te su rezultati

prikazani u tablici 16.

Tablica 16. . Prikaz vrijednosti antioksidativne aktivhosti u uzorcima paprike nakon tretiranja
pulsiraju¢im elektri€nim poljem

Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) Redukeija
(%)
LJ 2,0 1,0 75,12+0,20
LJ 7,5 1,0 67,97%+0,18
LJ 5,0 3,0 81,70%0,10
LJ 5,0 3,0 74,83%£0,10
LJ 5,0 3,0 81,03+0,10
LJ 2,0 5,0 64,7310,06
LJ 7,5 50 66,35+0,09
S 5,0 1,0 95,14+0,10
S 2,0 3,0 97,52+0,15
S 7,5 3,0 94,00+0,15
S 5,0 5,0 95,52+0,15
K 5,0 1,0 84,56+0,17
K 2,0 3,0 79,12+0,25
K 7,5 3,0 86,85+0,12
K 5,0 5,0 93,90+0,12

Najveci postotak redukcije (97,52 %) izmjeren je u uzorku slatke paprike koja je
tretirana 3 minute te jakosti elektricnog polja 2 kV/cm, dok se najveéi udio fenola nalazi u
uzorku tretiranom s jako3¢u polja 5 kV/cm tijekom 1 minute. Smanjenjem vremena tretiranja

vidljiv je i pad antioksidacijske aktivnosti, gdje postotak redukcije iznosi 95,14 %.

Postotak redukcije od 64,73 %, najnizi je od izmjerenih i to kod ljute paprike, nakon

tretmana PEP-om jakosti 2 kV/cm kroz 5 minuta. Takoder, najmaniji udio fenola izmjeren je u
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istom uzorku, s manjim udjelom fenola dolazi i do manje antioksidacijske aktivnosti.

Povecéanjem jakosti na 7,5 kV/cm dolazi do neznatnog porasta postotka redukcije.

U uzorcima kajenske paprike najveci postotak redukcije (93,90 %) izmjeren je nakon
tretmana od 5 minuta te jakosti polja od 5 kV/cm. Smanjenjem vremena tretiranja dolazi do

pada postotka redukcije.

4.2.5. Odredivanje udjela kapsaicina i dihidrokapsaicina u uzorcima paprike nakon
tretmana pulsirajuc¢im elektri¢nim poljem HPLC-UV metodom.

Udio kapsaicina i dihidrokapsaicina u uzorcima paprike odreden je HPLC-UV metodom
nakon tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem. Odreden je maseni udio kapsaicina i

dihidrokapsaicina u nativnim uzorcima paprike u metanolu, te su rezultati prikazani u tablici 17.

Tablica 17. Udio kapsaicina i dihidrokapsaicina u nativnim uzorcima paprike

Uzorak Maseni udio (mg/g) - kapsaicin
Slatka 0,070,001
Ljuta 0,060,010
Kajenska 0,100,002

Uzorak  Maseni udio (mg/g) - dihidrokapsaicin

Slatka n.d.
Ljuta 0,02+0,001
Kajenska 0,020,007

*n.d. — nije detektirano

Kapsaicin je detektiran u uzorku kajenske paprike u najvecoj koncentraciji, te mu
maseni udio iznosi 0,10 mg/g, Sto je za olekivati s obzirom na to da se radi o sorti bogatoj
kapsaicinom. Dihdirokapsaicin nije detektiran u slatkoj paprici, dok ljuta i kajenska paprika

sadrze istu koli€inu dihidrokapsaicina u iznosu od 0,02 mg/g.

Nakon tretiranja PEP-om odredene su koncentracija kapsaicina HPLC-UV metodom,

te su rezultati prikazani u tablici 18.
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Tablica 18. Udjeli kapsaicina u uzorcima paprike nakon tretiranja pulsiraju¢im elektri¢nim
poljiem

Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) mg/g

LJ 2,0 1,0 0,16+0,001
LJ 7,5 1,0 0,19+0,007
LJ 5,0 3,0 0,210,012
LJ 5,0 3,0 0,200,100
LJ 5,0 3,0 0,190,070
LJ 2,0 50 0,200,010
LJ 7,5 50  0,20+0,000
S 5,0 1,0 0,170,020
S 2,0 3,0 0,18+0,000
S 7,5 3,0  0,19+0,000
S 5,0 50  0,19%0,000
K 5,0 1,0 0,31+0,040
K 2,0 3,0 0,28%0,120
K 7,5 3,0 0,27+0,030
K 5,0 50 0,320,010

Tablica 19. Udjeli dihidrokapsaicina u uzorcima paprike nakon tretiranja pulsirajuc¢im
elektriénim poljem

Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) mg/g

LJ 2,0 1,0 0,05+0,000
LJ 7,5 1,0 0,05+0,002
LJ 5,0 3,0 n.d.
LJ 5,0 3,0 n.d.
LJ 50 3,0 n.d.
LJ 2,0 50 n.d.
LJ 7,5 5,0 n.d.
S 5,0 1,0  0,02+0,001
S 2,0 3,0  0,02+0,001
S 7,5 3,0 0,02+0,003
S 50 50 0,10%0,021
K 5,0 1,0 0,10+0,047

*n.d. — nije detektirano



Tablica 19. Udjeli dihidrokapsaicina u uzorcima paprike nakon tretiranja pulsirajuc¢im
elektricnim poljem-nastavak

Uzorak Jakost (kV/icm) t (min) mg/g

K 2,0 3,0 0,110,001
K 7,5 3,0  0,10+0,001
K 5,0 50 0,11%0,170

NajviSi udio kapsaicina te dihidrokapsaicina zabiljezen je u kajenskoj paprici s
rezultatom od 0,32 mg/g kapsaicina te 0,11 mg/g dihidrokapsaicina (tablica 18). Ista te ujedno
najve¢a koncentracija dihidrokapsaicina (0,11 mg/g) zabiljezena je pri razliCitom vremenu
trajanja procesa te jakosti polja (2 kV/cm i 3 minute te 5,0 kV/cm i 5 minuta) za kajensku papriku
(tablica 19). Za razliku od kapsaicina, dihidrokapsaicin unutar ljute paprike nije detektiran, dok
najveci udio kod kapsaicina iznosi 0,21 mg/g. Pri jakosti polja od 5 kV/cm te 5 minuta tretiranja
kod slatke paprike odreden je najveci udio kapsaicina (0,19 mg/g) i dihidrokapsaicina (0,10

mg/g).

Tablica 20. Analiza varijance parametara pulsirajuceg elektriénog polja (A: jakost elektri¢nog
polja, B: vrileme, C: uzorak) na ekstrakciju bioaktivnih tvari

Ukupni fenoli Kapsaicin Dihidrokapsaicin DPPH

p p p p
0,2040 0,5539 0,9176 0,9286
B 0,0110 0,1412 0,9114 0,4713
C 0,7365 0,0002 0,0365 0,0921
AA 0,3144 0,1537 0,8935 0,0539
BB 0,1010 0,7855 0,2410 0,1127
CcC 0,0004 0,0036 0,0165 0,0152
AB 0,0482 0,3988 0,8997 0,3546
AC 0,1726 0,6551 0,8425 0,2500
BC 0,0169 0,7770 0,3309 0,1435

statistiCka znacajnost p<0,05

Iz analize varijance (tablica 20) vidljivo je da statisti¢ki zna€ajan ucinak (p<0,05) na
ekstrakciju ukupnih fenola nakon tretmana pulsirajuéim elektri€cnim poljem ima vrijeme (A),
kvadratni utjecaj vrste paprike (uzorak) (CC), utjecaj jakosti elektricnog polja i viemena (AB)
te utjecaj vremena i vrste paprike (uzorak) (BC). StatistiCki znaCajan utjecaj na ekstrakciju

kapsaicina i dihidrokapsaicina pokazao se utjecaj vrste paprike (uzorak) (C) te kvadratni utjecaj
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vrste paprike (uzorka) (CC). Na antioksidativni kapacitet statisticki znaCajan utjecaj imao je

kvadratni utjecaj vrste paprike (uzorak) (CC).

Tablica 21. Statisticki parametri regresije

R? Standardna pogreska
Ukupni fenoli 95,58 0,32
Kapsaicin 96,19 0,02
Dihidrokapsaicin 82,13 0,03
DPPH 87,79 4,62

Tablica 21. prikazuje koeficijent determinacije (R?) te standardnu pogre$ku za svaku
ispitivanu varijablu. R-kvadratna vrijednost prikazuje varijabilnost u iznosu od 95,58 % za
ukupne fenole, 96,19 % za kapsaicin, 82,13 % za dihidrokapsaicin te 87,79 % za
antioksidativni kapacitet.

Ukupni dobiveni rezultati pokazuju porast bioaktivnih tvari primjenom pulsirajuéeg
elektricnog polja iz razliCitih sorti paprika te su u skladu s rezultatima Rybak i sur. (2020) koji
takoder biljeze rast sadrzaja odredenih polarnih i nepolarnih bioaktivnih spojeva. Primjena PEP

tretmana znacajno utjeCe na prinose ekstrakcije (Naliyadhara i sur, 2022).
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5. ZAKLJUCCI

1. Postupak ultrazvuéne ekstrakcije pokazao se pogodnim za izolaciju fenolnih spojeva iz
razliCitih uzoraka paprike. NajviSi udio fenolnih spojeva odreden je u kajenskoj paprici (8,99

mg/g).

2. Ultrazvucni ekstrakti razliitin sorti paprike u metanolu pokazali su antioksidativnu aktivnost.
Postotak redukcije izmjeren je u rasponu od 28,41 do 88,08 %. Najveci postotak redukcije
izmjeren je u uzorku paprike Red Fresno (88,08 %).

3. HPLC-UV analizom ultrazvuénih ekstrakata odredeno je prisustvo kapsaicina i
dihidroksikapsaicina. Najveci pik detektiran je u paprici sorte Bhut Jolokia s koncentracijom
10,25 mg/g. U uzorcima svjeze crvene i zelene paprike nisu detektirani kapsaicin i

dihidroksikapsaicin.

4. Elektri¢na vodljivost uzoraka proporcionalna je jakosti elektri€nog polja i vremenu tretmana.
Najveca izmjerena vrijednost elektricne vodljivosti (1519 uS/cm) je u uzorku kajenske paprike

koji je tretiran 5 minuta pri jakosti elektricnog polja 5 kV/cm.

5. Prilikom predtretmana uzoraka PEP-om, najveci udio fenola odreden je u uzorku tretiranom

elektricnim poljem jakosti 5 kV/cm tijekom 1 minute, te je njihov udio iznosio 4,67 mg/g.

6. Najveca redukcija DPPH slobodnih radikala u uzorcima tretiranim PEP-om postignuta je s
tretmanom jakosti 2 kV/cm kroz 3 minute na uzorku slatke paprike, te je postotak redukcije
iznosio 97,52 %.

7. Najvedi udio kapsaicina (0,32 mg/g) pri tretmanu 5 kV/cm kroz 5 minuta i dihidrokapsaicina
(0,11 mg/qg) pri tretmanu 2 kV/cm kroz 3 minute i 5 kV/cm kroz 5 minuta , odreden je u kajenskoj

paprici.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Anamaria Simunovié izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastorucéni potpis



