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1. Uvod

Borovnica je kao prehrambena namirnica imala vaznu ulogu u kulturi prehrane americkih
domorodaca (Mateljan, 2009). Upravo u SAD-u zapocinje znacajniji uzgoj borovnice 1893.
godine, a nesto kasnije poceo je uzgoj i u Europi (Miljkovi¢, 1991).

Borovnice su medu voéem i povréem rangirane kao jedne od najzdravijih namirnica zbog
udjela antioksidanasa te blagotvornog djelovanja koje imaju na ljudski organizam. Bogate su
mnogim hranjivim tvarima, medu kojim treba istaknuti vitamin C i polifenole, a prije svega
antocijane koje im pruZaju karakteristicnu plavu boju. Borovnice imaju razna blagotvorna
djelovanja na ljudski organizam, pa tako pruzaju snaznu antioksidativnu zastitu, poboljSavaju
zdravlje mozga, podrzavaju optimalno zdravlje, poti¢u zdravu eliminaciju kao vrlo dobar izvor
prehrambenih vlakana te s obzirom da su niskokalori¢ne idealne su namirnice za zdravo
mrsavljenje (Mateljan, 2009). Tijekom prerade voéa dolazi do nastajanja velikih koli¢ina
nusproizvoda koji mogu imati i vec¢e udjele polifenolnih spojeva od samog proizvoda.
Primjenom raznih metoda ti polifenolni spojevi mogu se ekstrahirati iz nusproizvoda, sto je
slucaj i kod komine borovice, te se kasnije koristiti kao sastojak razli¢itih proizvoda u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Osim antocijana, borovnica takoder sadrzi i flavonole

i fenolne kiseline (Jamison, 2003; Brenneisen i Steingger, 1981).

Na polifenolne spojeve, pa i na vitamine i minerale veliki utjecaj imaju razli¢iti postupci obrade
namirnica. Poveéana trajnost proizvoda odnosno konzerviranje se izmedu ostalog moze postiéi
povisenim temperaturama, koje nazivamo tradicionalnim nacinom obrade namirnica. Uz
pozitivne utjecaje kod ovog nacina obrade namirnica u isto vrijeme dolazi i do negativnih utjecaja
na boju, okus, vitamine i brojne druge tvari prirodno prisutne u hrani (Oms-Oliu i sur., 2010). Kako
bi se osigurali proizvodi koji su vrlo sli¢ni svjezim namirnicama te sprijecili navedeni gubitci,
razvijeni su netermicki postupci obrade hrane koji podrazumijevaju tretiranje nizim
temperaturama te kraéim vremenom tretiranja namirnice. Namirnice na taj nacin zadrzavaju svoja
organolepticka i nutritivna svojstva te su sigurne za konzumaciju (Cullen i sur., 2012). Osim za
tretiranje namirnica neke nove metode poput visokonaponskog elektri¢nog praznjenja, ultrazvuka
i pulsirajuéeg elektri¢énog polja mogu se koristitit i za ekstrakciju bioaktivnih tvari iz otpada nastalog

obradom voda.
Cilj ovog rada bio je eksperimentalno provesti istrazivanje o ucinkovitosti ekstrakcije polifenolnih
spojeva iz komine borovnice primjenom pulsirajuc¢eg elektricnog polja, visokonaponskim

elektriénim praznjenjem i ultrazvukom ovisno o otapalu na bazi metanola odnosno etanola.
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2. Teorijski dio

2.1. Borovnica

Borovnica (Slika 1) pripada porodici Ericaceae, rod Vaccinium, latinskog imena Vaccinium
myrtillus (Bacic¢ i Sabo, 2006). Borovnica je malo, okruglo ili ovalno voce s plavom, glatkom
koZicom, slatkog okusa. Bogate su antioksidansima i vitaminom C, te mogu pomoci kod upala
urinarnog trakta i kod poboljSanja vida (web 1). Borovnica je drvenast, visegodisnji, nisko
razgranati grm, visine do 50 cm. Stabla su uspravna, gola, razgranata i zelene boje. Korijen ima
mo¢ stvaranja izdanaka, dok je lisée sitno, izduzeno jajastog oblika. Cvjetovi su pojedinacni te
se javljaju uz lis¢e (web 2). Borovnice su koristili ameri¢ki domorodci u prehrani, no prvi
doseljenici ih nisu previse cijenili, zbog kiselog okusa divljeg bobicastog voca. Razvojem slatkih,
mesnatih i so¢nih borovnica raste i njihova popularnost. Znacajniji uzgoj borovnice je poceo u
SAD-u 1893. godine, gdje se i danas mogu pronaci velike povrSine nasada borovnice. Nesto

kasnije nego u SAD-u, poceo je uzgoj i u Europi (Miljkovi¢, 1991).

Slika 1 Borovnica (web 3)

2.1.1. Kemijski sastav ploda borovnice

Kemijski sastav borovnice prikazan je u Tablici 1. Plod borovnice sadrzZi najviSe vode, a od
ostalih tvari sadrzi: Secer, tanine, vitamine B i C. Plod sadrZi i karotin, mirtilin (mirtilin klorid)
od kojeg potjece boja ploda, te albuminoid, pektin, mineralne soli, masna ulja i proteine. Plod
borovnice takoder sadrZi organske kiseline kao $to su: limunska, jabuéna, benzojeva i oksalna

kiselina (web 4).



2. Teorijski dio

Tablica 1 Kemijski sastav borovnice na 100 g jestivog dijela (Kai¢-Rak i Antoni¢, 1990)

JESTIVI | VODA (g) | ENERGIA | BJELANCEVINE | MASTI | UGLIKOHIDRATI | ALKOHOL
DIO (g) (8) (8) (8) (8)
kJ kcal
98 85 234 | 56 0,6 0,6 14,3 0
MINERALI
Na (mg) | K(mg) Ca (mg) Mg (mg) P (mg) Fe (mg) Zn (mg)
1 65 10 2 9 0,7 0,10
VITAMINI
R.E.(ug) | RETINOL | KAROTINI B1 (mg) B2 (mg) NIACIN (mg) B6 (mg)
(ng) (ng)
22 0 130 0,02 0,02 0,4 0,06

R.E. —retinol ekvivalent, odnosno ukupna aktivnost vitamina A iz sadrZaja retinola i karotina

2.1.2. Prerada borovnice

Bobice borovnice su sastavni dio zdrave prehrane zbog njihovih bioktivnih komponenti,
prvenstveno polifenola (Tablica 2). Preradom bobica dobije se 70 — 80 % soka i 20 — 30 %
nusproizvoda koji sadrZi uglavhom sjemenke i koZicu. Prerada borovnica u sok podrazumijeva
prethodnu termicku obradu i obradu enzimima, najéesce, pektinazama. Ostatak koji nastaje
proizvodnjom soka je komina bobica koja sadrzi veliki udio bioaktivnih komponenti. Komina
bobica najcesce se upotrebljava kao stocna hrana, sirovina za proizvodnju bioplina ili se odbacuje
kao otpad. U najvecoj mjeri kominu ¢ine kozica i siemenke bobica koje sadrze puno polifenolnih
spojeva i predstavljaju dobar izvor antioksidansa i prirodnih bojila. Za karakteristicnu boju bobica,
razli¢itog bobicastog voca su odgovorni antocijani. Upravo borovnice imaju najvise antocijana u
koZici u usporedbi s drugim slicnim vo¢em (Du i sur., 2004; Wang i sur., 1997). Osim antocijana,
borovnica takoder sadrzi i flavonole i fenolne kiseline (Jamison, 2003; Brenneisen i Steingger,

1981).

Tablica 2 Polifenolni spojevi ploda borovnice (Nile i Park, 2014)

POLIFENOLNI SPOJEVI (mg/g)

Kampferol 0,6
Kvercetin 10,5- 16,0
Miricetin 0,9-6,9
p-Kumarinska kiselina 0,7
Kava kiselina 8,3-42,2
Feruli¢na kiselina 0,2-0,8
Ukupni fenoli 261-585
Ukupni flavonoidi 50
Ukupni antocijani 25-495
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2.2. Polifenoli

Polifenoli su tvari koje Cine jednu od najbrojnijih i Siroko rasprostranjenih skupina spojeva u
biljkama, kojoj pripada vise od 8000 razliCitih spojeva. Zajedni¢ko obiljeZje polifenola je
prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih aromatskih prstenova (Slika 2). Polifenoli su
sekundarni metaboliti biljnog metabolizma, a mogu se pronaci u raznim koli¢inama u vodu i
voénim sokovima, povréu, kavi, ¢aju i vinu (Bravo, 1998; Rastija i Medié-Sari¢, 2009). Neki
polifenoli kao npr. jednostavni fenoli, kumarini, kromoni, naftokinoni, benzokinoni, ksantoni,
fenolne kiseline (hidroksicimetne, hidroksibenzojeve), stilbeni ili flavonoidi su jednostavne
molekule, ali u polifenole ubrajamo i molekule s velikom molekularnom masom, koje su puno
kompleksnije, poput tanina (Robards i Antolovich, 1997; Robards i sur., 1999; Wollgast i
Anklam, 2000). Najveca i najvaZnija skupina polifenola su flavonoidi (Kahkdnen i sur. 1999,
Mattila i sur., 2006). Flavonoidi se mogu pronadi u svi dijelovima biljaka, te su po koli¢ini u
biljnim organima razli¢ito rasporedeni. Na tu raznovrsnost utjeCu ¢imbenici poput stadija
zrelosti biljke, klime i nacin uzgoja, ali glavnu kontrolu imaju geni biljke (Robards i Antolovich,
1997). Neki od glavnih nutritivnih izvora flavonoida su crveni luk, jabuke, ¢aj i crno vino
(Manach i sur., 2004; Erlund, 2004). U biljkama moZemo pronaci i tri dominante podskupine
flavonoida, a to su flavonoli, antocijani i flavan-3-oli (flavanoli) (Robards i Antolovich, 1997).
Vec¢ spomenute fenolne kiseline su u biti derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline.
Aglikoni flavonoida koji nemaju vezane molekule Secera Cine strukturu C6-C3-C6, odnosno
sadrZe petnaest ugljikovih atoma. Pri tome su atomi ugljika rasporedeni tako da su propanskim
lancem povezane dvije strukture benzena koji mozZe, ali i ne mora formirati trec¢i prsten.
Stilbeni su polifenoli kojima funkcionalnu skupinu ¢ini 1,2- difenileten, te oni ne sadrie
osnovnu strukturu flavonoida. Polifenoli se sintetiziraju iz dva glavna biosintetska puta: put
Sikiminske kiseline i acetatni put (acilpolimalonatni put). Sikiminska kiselina u nastanku
prirodnih aromatskih spojeva je kljuéna. U biosintezi aromatskih aminokiselina u
mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) i viSim biljkama je univerzalni prekursor, aline i u
Zivotinjskim organizmima (Vladimir-Knezevi¢, 2008; Bravo, 1998). U prirodi se polifenoli
uglavnom javljaju u konjugiranom obliku kojemu su jedna ili vise Seéernih jedinica vezane na
hidroksilne skupine, iako se mogu pronaci i oblici u kojemu su Se¢erne jedinice vezane direktno
na aromatski ugljikov prsten. Najzastupljenija Secerna jedinica je glukoza, ali se mogu pronadi

i drugi oblici vezanih Secera: monosaharidi, disaharidi i oligosaharidi. Polifenoli se mogu
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2. Teorijski dio

konjugirati i s drugim tvarima poput amina, lipida, razlicite karboksilne i organske kiseline, ali

su isto tako Ceste konjugacije s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998).
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Slika 2 Polifenolna struktura (web 5)

Polifenoli su glavni antioksidansi u nasoj prehrani. Oni su Cesti sastojci hrane biljnog podrijetla.

Dnevno se prehranom unese sto puta veéa koli¢ina od prosje€nog unosa vitamina E i
karotenoida, te deset puta veca koli¢ina od prosjecnog unosa vitamina C. U prehrani voce i

pi¢a dobivena od biljaka, kao Sto su voéni sokovi, ¢aj, kava i crno vino su glavni izvori polifenola.

Neke vrste voca sadrze oko 200 — 300 mg polifenola na 100 g svjezeg voéa, dok ¢asa crnog vina
ili Salica kave sadrze oko 100 mg polifenola (Scalbert i sur., 2005; Pandey i Rizvi, 2009).
Jagodasto, kosStunicavo i bobicasto voce su vrlo ukusne, niskoenergetske namirnice bogate
polifenolnim spojevima. Ericaceae (borovnice), Rosaceae (viSnja, kupina, jagoda, malina) i
Saxifragaceae (ribiz) sadrzi vece kolicine polifenolnih spojeva od povr¢a, Zitarica i nekih drugih
vrsta voc¢a. Ovo voce pokazuje i jaku antioksidacijsku aktivnost i to zbog velike koli¢ine
polifenola (BHalvorsen i sur., 2002; Pellegrini i sur., 2003). Namirnice sadrze kompleksnu
smjesu polifenola, te je stoga to€an sastav polifenola ve¢inom nepoznat. Na sastav polifenola
u vocu utjecu razliciti cimbenici, prije svega okolisni ¢imbenici. Mogu biti agronomski (ukupni
urod po jednoj biljci, uzgoj u stakleniku ili na otvorenom i dr.) i pedoklimatski (tip tla, izloZenost
suncevoj svjetlosti, koli¢ina padalina). Nadalje, kada govorimo o obradi namirnica, termicka
obrada namirnicaili guljenje voéa ili povréa rezultira ve¢im gubitkom polifenola (Manach i sur.,

2004).

Polifenoli imaju brojna pozitivnha djelovanja medu kojima su najvaznija: antioksidativno,

analgetsko, antialergijsko, antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno, antimalari¢no te
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brojna druga (Petrik, 2008). Kardiovaskularne bolesti, rak te osteoporoza su neke od bolesti
na koje polifenoli djeluju preventivno. Primjer pozitivhog djelovanja polifenola je ,francuski
paradoks” koji navodi da razlog iznimno niskoj pojavi kardiovaskularnih bolesti u Francuskoj je
upravo konzumacija crnog vina bogatog polifenolnim spojevima, unatoc velikoj konzumaciji
masne hrane (Castafier i sur., 2011; Scalbert i sur., 2005). Polifenoli takoder poticu aktivnost
velikog broja enzima (D'Archivio i sur., 2007; Manach i sur., 2004). Treba spomenuti i da
polifenoli imaju razli¢ito bioloSko djelovanje jer se sastoje od razli¢itih spojeva sto znaci da
ucinak jednog polifenolnog spoja ne prikazuje ucinak ostalih. Takoder bioraspoloZivost

pojedinih polifenolnih spojeva itekako varira (Scalbert i sur., 2005; Sun i sur., 2002).

2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je proces izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili teku¢e smjese prikladnim otapalom u
kojem je ta tvar topljiva iliima bolju topljivost od preostalih sastojaka smjese. Razlikujemo dva
nacina ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje dviju faza: ¢vrsto-tekuce i tekuée-tekuce.
Ekstrakcija se temelji na izjednacavanju koncentracije otopljenih tvari koji u sustavu dodu u
medusobni dodir, odnosno molekulskoj difuziji. Taj princip ekstrakcije je opisan prvim

zakonom A. Ficka, formula (1):

dc
N=-DZ (1)

gdje N (kg/s ili kmol/s) oznacava koli¢inu i brzinu prijelaza mase, D (m?/s) koeficijent difuzije ili
difuzivnost, ¢ (kg/m?3 ili kmol/m3 ) masenu ili molnu koncentraciju, a x (m) udaljenost. Proces
ekstrakcije se moze provoditi kontinuirano ili diskontinuirano (Sarzno) te polukontinuirano, a
danas se najcesée koristi kontinuirani tip procesa koji je najzastupljeniji u industrijama

poizvodnje ulja i Seéera (Lovri¢, 2003).

2.3.1. Ekstrakcija organskim otapalima

Jedna od najrasirenijin tehnika pripreme uzoraka je upravo ovaj tip ekstrakcije koji
podrazumijeva otapanje cijelog ili dijela uzorka odgovaraju¢im otapalom. Tim postupkom
dolazi do odjeljivanja smjese tvari na osnovu razlicite topljivosti u otapalima koja se koriste u

samom procesu ekstrakcije (Raynie, 2000).

Faze procesa ekstrakcije organskim otapalom:



2. Teorijski dio

e namakanje biljnog materijala u otapalu $to dovodi do otapanja ekstraktibilnih tvari s
povrsine razorenih stanica,
e otapanje tvarii prodiranje otapala u nerazorene stanice istovremeno,
e difuzija ekstraktibilnih tvari iz unutarnjeg dijela stanica na povrsinu i zatim sa povrsine
Cestica biljnog materijala u otapalo.
Nakon procesa ekstrakcije provodi se odvajanje faza, u kojem odvajamo otapalo sa ciljanom
komponentom od matice tj. uzorka najcesée procesima filtracije, centrifugiranja, taloZenja ili
dekantiranja. Uklanjanje otapala je posljednji korak u procesu koji se provodi postupcima
destilacije, kristalizacije ili uparavanja (Wiley, 2003).
Ciljana komponenta koja se otapa mora imati vedi afinitet prema otapalu nego prema matici
iz koje se ekstrahira, Sto znaci da je pravilan izbor otapala vrlo vazan za ovaj proces i ovisi
najviSe o karakteristikama komponente koja se nalazi u procesu ekstrakcije (Raynie, 2000).
Uvjeti pri izboru otapala:
e selektivnost,
e stabilnost otapala, ne bi trebalo reagirati sa materijalom iz kojega se odredene
komponente ekstrahiraju,
e polarnost otapala,
e vreliSte otapala bi trebalo biti Sto nize,
e mala viskoznost,
e cijena,
e nezapaljivost,
e netoksi¢nost

e mogucnost ponovne uporabe.

2.4. Visokonaponsko elektricno praznjenje (HVED)

Visokonaponsko elektri¢no praznjenje (Slika 3) netermicka je metoda ekstrakcije koja nalazi
sve vecu primjenu u prehrambenoj industriji, a koja se temelji na fenomenu elektri¢nog izboja
u otopini. Taj fenomen elektricnog izboja izaziva u vodi osteéenje strukture stanica, ali isto
tako i fragmentaciju Cestica ¢ime je omogucena brza i bolja ekstrakcija komponenata unutar
stanica (Rajha i sur., 2015). Upravo zbog toga se za ekstrakciju bioaktivnih komponenti koristi

visokonaponsko elektri¢no praznjenje (engl. High voltage electrical discharge — HVED). Pojava
9
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elektri¢cnog izboja dovodi do intenzivnog mijeSanja i tekucéinske turbulencije, stvaranja
vodikovog peroksida (H,0,), pojave emisije UV svjetla visokog intenziteta, proizvodnju
kavitacijskih mjehuri¢a i udarnih valova (Boussetta i sur., 2014). Navedene pojave se nazivaju
sekundarni fenomeni. Sekundarni fenomeni omogucuju laksSu ekstrakciju biljnog materijala, a
javljaju se tijekom tretmana biljnog materijala u odredenom otapalu visokonaponskim
elektricnim praznjenjem. Sustav za S$arino provodenje ekstrakcije sastoji se od
reaktora/komore u kojemu se nalaze dvije elektrode na odredenoj udaljenosti koje su razlicite
konfiguracije. Jedna elektroda je u obliku igle i ona je spojena na vanjski izvor napona te je

pozitivno nabijena, a druga je u obliku diska/ploce.

TURBLILENCIA | INTEZ VNI
Bl | JE SR MK
VISOED INTENZ NG UV SVIETLI
L o
- MAKLUPLIAMIE H, Oy
P
|
Iﬁ
| 1 ELEETIHICNG MRAFNIEMIE
-

| EAVITACLUA

! MASTAMNAK FRAGMEMATA

LIDARMI WA L0

Slika 3 Visokonaponsko elektricno praznjenje izmedu dvije elektrode u otopini
(Rajhaisur., 2015)
Prilikom visokonaponskog elektriénog praznjenja u ionskim otopinama izmedu dvije elektrode
dolazi do elektriénog praznjenja, a posljedica toga je stvaranje plazme. Dovodenjem elektri¢ne
energije ucestalost sudara Cestica u otopini se povecava, koje se ionako u otopini neprestano
krecu i sudaraju. Zbog razlike potencijala usmjerenim gibanjem nosioca elektri¢cnog polja
nastaje elektri¢na struja. U plinovima i elektrolitima pozitivni i negativni ioni te elektroni su
nosioci naboja (Komen, 2018). Tijekom neelasti¢nih sudara neutralnih molekula i elektrona u
otopini dolazi do prijenosa energije s elektrona na neutralnu molekulu, te nastaju pobudene i

ionizirane molekule. Proporcionalnim poveéanjem energije sudara povecava se i vjerojatnost
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pobude u vece energetsko stanje atoma ili molekula, njihova disocijacija ili ionizacija atoma
(Milosevi¢, 2008).
Tijekom elektricnog praznjenja dolazi do niza fizikalnih i kemijskih promjena u otopini.
Fizikalne promjene su:

e UV radijacija,

e snazno elektriéno polje,

e stvaranje udarnih valova.
Zbog odvijanja kemijskih reakcija u kojima nastaju reaktivne tvari, dolazi i do kemijskih
promjena u otopini. U vodenim otopinama ekscitacijom i ionizacijom nastaje vodikov
peroksid, ozon te hidroksilni vodikovi i kisikovi radikali. Nastale Cestice su dugo 'Zivuce',
odnosno ioni i neutralne molekule s visokim oksidacijskim potencijalom ili kratko 'Zivuée'
poput radikala (Kirkpatrick i Locke, 2005; Joshi i sur., 1995).
Disocijacijom i ionizacijom molekula vode zapocinju reakcije inicijacije u vodi, zbog

neelasti¢nih sudara s visokoenergetskim elektronima (Kozakova, 2011):

H,O + e-* > OH- +H- + e- (2)
H20 + e-* - - H,0 + 2e- (3)
- H20%+ H20 = H30* + OH- (4)

Nastali radikali mogu reagirati s drugim molekulama vode u otopini ili mogu medusobno

reagirati uz nastanak stabilnih molekula poput H;, H,0, i H;O :

H- + H- > Hy (5)
OH- + OH: = H;0, (6)
H- + OH- = H20 (7)

11
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Nastajanje glavnih produkata hidroksilnog i vodikovog radikala, vodikovog peroksida i vodika

prikazuju se dvjema sumarnim reakcijama koje se odvijaju istodobno:
H20 - OH- + H- (8)

2 H,0 - H,0;, + Hy (9)

2.5. Pulsirajuce elektricno polje (PEP)

Pulsirajuc¢e elektricno polje (PEP), ili pulsirajuée elektricno polje visokog intenziteta (engl.
High-intensity pulsed electric fields - HIPEF) danas nalazi sve ve¢u primjenu u prehrambenoj
industriji. Pulsirajuce elektricno polje je postupak u kojem se proizvod tretira odredenim
brojem kratkotrajnih elektricnih pulseva. Pulsevi su povrsinski valovi, koji su snazniji od
sinusoidnih valova. PEP se dosada koristilo za sigurnost i poboljSanje kakvoce hrane preko
inaktivacije velikog broja enzima i mikroorganizama koji imaju utjecaj na moguée promjene
sigurnosti i kakvoce hrane. Tijekom obrade hrane PEP-om postiZzu se maksimalne temperature
46 — 69 °C tj. temperature niZe od temperatura termic¢ke pasterizacije ¢ime se minimalizira
gubitak termolabilnih tvari poput, specificnih tvari arome. Stoga se ova tehnologija moze
ukljuciti i kao korak u procesima poput ekstrakcije, susenja zrakom, dehidratacije osmozom i
dr. Pasterizacija mlijeka istosmjernom strujom 1900. godine je prva zabiljezena upotreba ove
tehnologije. Prethodno tretiranje prehrambenog matriksa ovom metodom, prije klasi¢ne
ekstrakcije, poboljsava iskoristenje vrijednih spojeva koji se nalaze unutar stanica. Pri tome ne
dolazi do osSteéenja matriksa namirnice te dolazi do laganog porasta temperature (Vorobiev i
Lebovka, 2011a). Ovi postupci se sastoje od tretiranja uzorka kratkotrajnim (od nekoliko
mikrosekundi do nekoliko milisekundi) i povremenim pulsevima (<300 Hz) visokog napona (0,1
— 20 kV/cm) (Puértolas i sur., 2012). Pulsevi visokog napona imaju mogucnost destabilizacije
lipidno-proteinskog sloja stani¢ne stjenke, tj. elektroporacije (Teissie i sur., 2005).
Elektroporacija moZe biti reverzibilna ili ireverzibilna, ovisno o intenzitetu napona pulseva
(Puértolas i sur., 2012). Upravo ireverzibilna elektroporacija poboljSava proces ekstrakcije.
Elektroporacija PEP-om ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima tretiranog matriksa (npr.
vodljivosti), te o svojstvima stanica i tkiva koje c¢ine matriks (npr. veli¢ina, oblik, vrsta

membrane) (Puértolasisur., 2012; Vorobiev i Lebovka, 2008, 2011b). U mekim biljnim tkivima
12
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ili materijalima, poput mezokarpa ili perikarpa veéine plodova, upotreba elektricnog polja
jacine izmedu 0,1 i 10 kV/cm dovodi do postizanja dobrih rezultata ekstrakcije, dok u tvrdim
tkivima, u kojima mozZe dodéi do lignifikacije ta elektricna polja nemaju ucinka. U svrhu
poboljSanja ekstrakcije takvog tvrdog materijala, predloZena je upotreba elektricnog polja

jakosti do 20 kV/cm (Boussetta i sur., 2012a, 2013, 2014; Sarkis i sur., 2015a, 2015b).

Uredaj za tretiranje hrane PEP-om se temelji na punjenju kondenzatora izvorom istosmjerne
struje koji se nakon toga prazne u obliku pulseva (napona <50 kV i struje <1 kA), te komore za
obradu gdje se pulsevi ispustaju. Komora za tretiranje mora imati jednu elektrodu spojenu na
visoki napon a drugu na uzemljenje. Proizvod se nalazi izmedu elektroda gdje uslijed razlike
potencijala nastaje elektricno polje (Slika 4). Elektricno polje ovisi o karakteristikama
elektri¢cnog pulsa, morfologiji i rasporedu elektroda te o vodljivosti samog proizvoda (Heinz i
sur., 2001). Razlikujemo dvije skupine komora Sarznu ili stati¢cku i kontinuiranu ili dinamicku
kod kojih protok omogucuje kontinuirani tretman materijala, te je tako dizajniran da udovolji
zahtjevima industrijske proizvodnje (Dunn, 2001). Glavni nedostatak je to Sto raspodjela
elektricnog polja u podruéju obrade nije jednolika (Meneses i sur., 2011). Preporuceni

materijali za izradu elektroda su nehrdajudi Celik, grafit ili titanij (Pizzichemi, 2009).
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Slika 4 Primjer komora za obradu, glavni parametri obrade i oblici pulseva koji se koriste za

tretiranje hrane PEP-om (Roselld-Soto i sur. (2015a) i Puértolas i sur. (2016))

Uz spomenuto elektriéno polje, trajanje pulsa i frekvenciju ostali vazni parametri koji definiraju
PEP su:

e primijenjeno vrijeme tretiranja (broj primijenjenih pulsa pomnozeno sa njegovom

Sirinom odnosno trajanjem),

e oblik pulsa (kvadratni ili eksponencijalni raspad, unipolarni ili bipolarni),

e specifi¢ni unos energije tretmanom (kJ/kg) (Slika 4) (Puértolas i sur., 2012).
Ukupna specificna energija koja se koristi u procesu poboljSanja ekstrakcije PEP-om u mekim
tkivima, kao npr. vo¢na kasa krece se izmedu 1i 15 kJ/kg (Puértolas i sur., 2012). To je znatno
manje u odnosu na standardne metode poput mehanicke, enzimske i toplinske obrade gdje je

potrebno od 20— 100 kJ/kg ukupne specificne energije za tu vrstu tkiva (Toepfl, 2006; Vorobiev
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i Lebovka, 2011a). U tvrdim tkivima, poput sjemenki, ukupna specifi¢cna energija je u rasponu
od 50 do 400 kl/kg, negdje cak naraste i do 800 kJ/kg (Boussetta i Vorobiev, 2014; Boussetta i
sur., 2014). Jacina elektriénog polja ispod 1 kV/cm smatra se umjerenim elektri¢nim poljem,
dok se elektri¢na polja jaCine iznad 1 kV/cm oznacavaju kao elektri¢na polja visokog intenziteta
(Asavasantiisur., 2010). Primijenjeno elektri¢no polje uravnotezeno je sa Sirinom impulsa, sto
znaci da ¢esto umjerena elektri¢na polja imaju dugo trajanje (reda milisekundi), dok elektri¢na

polja visokog intenziteta su krada (reda mikrosekundi) (Weaver i sur., 2012).
Prednosti metode:

e UniStavanje vegetativnih bakterija, plijesni i kvasaca,

e Kratko vrijeme obrade (< 1 s),

e Ocuvanje organoleptickih svojstva i nutrijenata,

e Dobra energetska ucinkovitost — PEP tehnologiju karakterizira mala potrosnja i

dobra iskoristivost energije.

Nedostaci metode:

e Slabo djelovanje na enzime i spore m.o.,

e Utjecaj produkata elektrolize na kvalitetu namirnice,

e Mogu se obradivati samo tekuée i polutekuce namirnice,

e Maniji uc¢inak djelovanja na materijale sa veéom elektricnom vodljivosti,

2.6. Ultrazvuk (UZ)

Ljudsko uho ne moze cuti ultrazvuéne valove, iako su slicni zvuénim valovima, ali imaju
frekvencije vise od 16 kHz. U prehrambenoj industriji upotrebljavaju se UZ valovi niskog
intenziteta (manje od 1 W/cm?) frekvencije 5 do 10 MHz i UZ valovi visokog intenziteta (10 do
1000 W/cm?) frekvencija visih od 2,5 MHz. Ultrazvuc¢ni valovi visokog intenziteta dovode do
fizickog ostecéenja tkiva zbog velike snage kojom djeluju na uzorak. To su i osnove ove tehnike
u razli¢itim procesima prerade i konzerviranja hrane. Za razliku od njih ultrazvucni valovi
niskog intenziteta koriste se za analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili viskoznosti

hrane, jer ne dovode do fizickog osteéenja uzorka (Lelas, 2006).
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Zvucni valovi se mogu podijeliti s obzirom na frekvenciju u vise podrucja koja odreduju njihovu

potencijalnu primjenu (Slika 5).

infrazvuk zvuk ultrazvuk hyperzvuk
I
20 Hz 20 kHz 1 GHz
Ivitata megicina diagnosblka
o chimmee @ deslrukcs a nedasiruktivnd posouzent
-
20 kHz 2 MHz 200 MHz 1 GHz

Slika 5 Podrucje podjele zvuka prema frekvencijama (web 6)

U prehrambenoj industriji najvaznije frenkvencije ultrazvuka su vise od 20 kHz. Zvu¢ni val
odreden je svojom amplitudom [A], frekvencijom [f], te valnom duljinom [I] i koeficijentom
prigusenja [a]. Promjene amplitude ultrazvu¢nog vala u odredenom polozaju u materijalu, i
vremenu prikazane su na Slici 5. Udaljenost izmedu susjednih maksimuma vala mijenja se
sinosuidno s vremenom, kod fiksnih poloZaja u materijalu. Amplituda [A] se smanjuje s
porastom udaljenosti zbog prigusenja, dok je koeficijent prigusenja [a] mjera smanjenja
amplitude ultrazvuénog vala nakon njegova prolaska kroz materijal. Koeficijent prigusenja [a]

materijala definira se prema formuli (10):

A=Ag-eox (10)

gdje je, Ao pocetna amplituda zvuénog vala, a x je prijedena udaljenost. Adsorpcija i
rasprsivanje su glavni uzroci prigusenja. Rasprsivanje se javlja u heterogenim materijalima, kao
Sto su emulzije, pjene i suspenzije, dok je uzrok adsorpcije fizikalni mehanizam koji pretvara
elektricnu eneriju u toplinu. Energija uslijed rasprsivanja joS uvijek je spremljena u obliku
ultrazvuéne energije, za razliku od adsorpcije, ali su njezin smjer i faza prenosenja

promijenjeni, pa se ne registrira.
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Slika 6 Promjene amplitude ultrazvuka u odredenim polozajima u materijalu (lijevo), te u
odredenom vremenu (desno), gdje je T udaljenost izmedu susjednih maksimuma vala, A je

valna duljina i a je koeficijent atenuacije (Rezek Jambrek, 2008 i web 7).

Kod veéine materijala ultrazvuc¢na brzina vala je nelinearna funkcija temperature. Brzina vala
kod vode koji je glavni sastojak hrane mijenja se za otprilike 3 m/s po stupnju Celzijusa na

sobnoj temperaturi. Upotrebom preciznijih uredaja moze se preciznije odrediti brzina vala.

Izvor ultrazvuka su ultrazvuéni generatori u kojima se elektricna energija pretvara u
ultrazvuénu. UZ generatori mogu imati destruktivno djelovanje, te stoga moraju generirati
samo UZ dozvoljenih fekvencija. U prehrambenoj industriji, ultrazvuéna kavitacija se moze
koristiti samo za tekuc¢e namirnice, radilo se 0 homogenim teku¢inama, homogenim sustavima
Cvrsto-tekuco ili o sustavima tekuée-tekuée. Kombinacija UZ s drugim metodama
konzerviranja daje jos bolji u¢inak. Letalni u¢inak na mikroorganizame je 6 do 30 puta vedi kod
kombinacije zagrijavanja, UZ i visokog tlaka nego kod toplinskog tretmana pri istoj
temperatura. Samo upotreba UZ se koristi za uniStavanje vegetativnih stanica, dok je
termosonikacija kombinacija UZ sa zagrijavanjem i uniStava vegetativne stanice i spore.
Manosonikacija je kombinacija UZ s tlakom. Kombinacija sva tri ucinka naziva se
manotermosonikacija i uniStava vegetativne stanice, spore, ali i enzime.

UZ se viSe koristi za za usitnjavanje, emulgiranje, homogenizaciju, bistrenje i sterilizaciju
opreme, medutim pronasao je primjenu i u ekstrakciji bioaktivnih tvari, ubrzavanju procesa
zamrzavanja i kristalizaciji u proizvodnji masti i Secera. Koristi se u preradi i sterilizaciji voénih
sokova, mlijeka, marmelada, jaja i ¢okolade, a sve viSe i u ve¢im komadima i u cvrstim
namirnicama. Osteéenjem stanicne stjenke ultrazvukom uslijed nastalih kavitacija omogucuje
ulazak otapala u stanice Sto se pokazalo da znacajno pospjesuje proces ekstrakcije. Primjenom

ultrazvuka kod emulgiranja dovodi do toga da je stabilnost emulzije bolja u odnosu na
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standardne metode, jer je vrijeme tretiranja krace, a kod suSenja se koristi za skracivanje

vremena potrebnog za susenje mnogih prehrambenih proizvoda.

Osnovne prednosti primjene ultrazvuka u prehrambenoj industriji su:

Djeluje u potpuno opticki neprozirnim sustavima,

Inaktivira enzime,

UniStava vegetativne oblike mikroorganizama,

Manotermosonikacijom unistava i spore,

Skrac¢uje vrijeme potrebno za homogenizaciju, ekstrakciju, filtraciju, susenje,
zamrzavanje i emulgiranje,

MozZe se upotrebljavati za intenzifikaciju i/ili poboljsavanje i drugih specifi¢nih
operacija kao $to su pakiranje, rezanje, procis¢avanje otpadnih voda, te grijanje i
CiSc¢enje (i sterilizaciju) procesnih povrsina,

Pospjesuje prijenos topline, pa se koristi u procesima pasterizacije i sterilizacije,
Koristi se i kao analiticka metoda u dobivanju podataka o fizikalno-kemijskim
svojstvima namirnice,

Primjena u ekstrakciji razli¢ith spojeva u hrani i u reaktorskom inZenjerstvu za

ubrzavanje kemijskih reakcija i modifikaciju enzimske aktivnosti.

Nedostaci su:

Moguci nastanak slobodnih radikala, koji su Stetni za ljude,

NeZeljene promjene u strukturi i teksturi namirnice,

Potpuni ucinak se postiZe tek uz primjenu i drugih metoda, kao $to su visoki tlak i
grijanje,

Ultrasoni¢na obrada hrane jo$ uvijek je nedovoljno istrazena, posebice u Hrvatskoj, i

zahtjeva opseZna buducda istrazivanja kako bi se razvila tehnologija u industrijskom

mjerilu te da bi se razjasnio utjecaj ultrazvuka na svojstva hrane.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je prikazati dosadasnje spoznaje o inovativnim tehnikama za ekstrakciju
polifenolnih spojeva iz biljnih materijala na osnovi dostupne literature. Nadalje,
eksperimentalno provesti istrazivanje o ucinkovitosti ekstrakcije polifenolnih spojeva iz
komine borovnice primjenom pulsirajuceg elektri¢cnog polja, visokonaponskim elektri¢nim

praznjenjem i ultrazvuka ovisno o otapalu na bazi metanola odnosno etanola.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijali

U ovom istraZzivanju koriStena je komina borovnice dobivena nakon proizvodnje soka
postupkom hladnog presanja. Borovnice su dobivene na poklon s plantaze u Mikleusu (Bogadi
d.o.o., Hrvatska). Komina je prije ekstrakcija osusena postupkom liofilizacija (Alpha LSCplus,
Christ, Njemacka) do udjela suhe tvari od 98 %. SuSenje je provedeno u temperaturnom
rasponu od -80 °C do 25 °C i tlakom do 0,180 mbar. Temperatura izotermalne desorpcije bila
je 25 °C, a tlak 0,060 mbar. Nakon susenja, komina je usitnjena i skladistena u zatamnjenim

bocama pri sobnoj temperaturi.

3.2.2. Kemikalije i uredaji

Kemikalije
e Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, SAD),
e 20 %-tna otopina Na,COs (J.T.Baker, SAD),
e Metanol (Chemie S.A., Barcelona, Spanjolska),
e Etanol (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska),
e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, SAD),
e Standardi polifenola (minimalne cisto¢e 96,63 %) — Sigma—Aldrich (Chemie GmbH
Steinheim, Njemacka),
e Mravlja kiselina (Merck, Darmstadt, Njemacka).
Uredaji
e Tehnicka vaga (Kern, Njemacka),
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e Magnetska mijesalica (Unistirer 7 LLG Labware, Njemacka),

e Centrifuga Heareus Multifuge 3 L-R Centrifuge (Hanau, Njemacka),

e Spektrofotometar (Jenway 6300, Bibby Scientific, UK),

e Uredaj za visokonaponsko elektri¢no praznjenje (Osijek, Hrvatska),

e Uredaj za tretiranje hrane pulsiraju¢im elektri¢cnim poljem (Osijek, Hrvatska),
e Ultrazvuéna kupelj, Sonorex Super RK 100 H, Bandelin (Berlin, Njemacka)

e HPLC (JASCO International Co., Ltd., Tokyo, Japan),

e LC-MS/MS Thermo Scientific system (San Jose, CA, SAD).

3.2.3. Metode

U ovom istraZzivanju ispitan je utjecaj novih tehnologija poput visokonaponskog praznjenja,
pulsirajuceg elektricnog polja i ultrazvuka na ekstrakciju polifenola iz komine borovnice. Za
ekstrakciju su koriStene dvije vrste otapala, na bazi etanola (50 % etanol i 1 % klorovodic¢ne

kiseline) odnosno metanola (50 % metanol i 1 % klorovodicne kiseline).

3.3. Ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim praznjenjem (HVED)

Pripremljene su suspenzije komine borovnice u omjeru tekucée-kruto (50:1). Suspenzije su
homogenizirane na magnetskoj mijesalici, a potom tretirane visokonaponskim elektri¢nim
praznjenjem pri 20, 50, 100 Hz u trajanju od 5, 10 i 15 min. Tretman visokonaponskim
elektriécnim praznjenjem odnosno postupak ekstrakcije potpomognute visokonaponskim
elektriécnim praznjenjem proveden je uz pomoé uredaja za visokonaponsko elektriéno
praznjenje (Slika 7) koji je, u suradnji s firmom Inganiare CPTS1, konstruiran na Prehrambeno-

tehnoloskom fakultetu Osijek.

Uredaj za HVED sastoji se od:
e Visokonaponskog generatora koji je izvor visokog istosmjernog napona od 30 kV te
maksimalne snage od 120 W i maksimalnog iznosa struje od 10 mA,
e Spremnika energije/kondenzatora u kojem se energija skladisti, a potom prazni u
obliku izboja unutar komore,
e Visokonaponske sklopke koja osigurava praznjenje spremnika u odredenom intervalu

Cija frekvencija moze iznositi od 10 — 100 Hz,
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e Komore za ,pin-to-plate” tretiranje uzorka, unutar koje se nalazi magnetska mijesalica
na koju se stavlja staklena posuda s uzorkom i u koju su uronjene elektrode na
konstantom razmaku od 1 cm, upravljackog sklopa za automatsko upravljanje te
upravljaéa pomodéu kojega moiemo upravljati uredajem sa sigurne udaljenosti, a
sastoji se od tipki za pokretanje i zaustavljanje te tipki za podeSavanje frekvencije i

vremena trajanja tretmana (ekstrakcije).

TFEFFRECINFa nan oy

Slika 7 Uredaj za visokonaponsko elektri¢no praznjenje

3.4. Ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEP)

Pripremljene su suspenzije komine borovnice u omjeru tekuée-kruto (50:1). Suspenzije su
homogenizirane na magnetskoj mijesalici, a potom tretirane pulsiraju¢im elektri¢énim poljem
pri jakosti polja od 10, 15 i 20 kV/cm, broja impulsa 10, 50 i 100 te vremena trajanja impulsa
od 2 us. Tretman pulsiraju¢im elektricnim poljem odnosno postupak ekstrakcije
potpomognute pulsirajuéim elektricnim poljem proveden je uz pomo¢ uredaja za tretiranje
hrane pulsiraju¢im elektri¢cnim poljem (GROM) (Slika 8) koji je, u suradnji s Fakultetom
elektrotehnike, raCunarstva i informacijskih tehnologija Osijek, konstruiran na Prehrambeno-

tehnoloskom fakultetu Osijek.

Uredaj za PEP sastoji se od:
e Visokonaponskog generatora koji je izvor visokog istosmjernog napona od 30 kV te
maksimalne snage od 120 W i maksimalnog iznosa struje od 10 maA,
e Spremnika energije/kondenzatora u kojem se energija skladisti, a potom prazni u

obliku pulsa unutar komore,
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e Visokonaponske sklopke koja osigurava praznjenje spremnika u odredenom intervalu,
e Komore za tretiranje s paralelnim plo¢ama od nehrdajucéeg celika s razmakom od 1 cm,
upravljackog sklopa za automatsko upravljanje te upravlja¢a pomocu kojega mozemo
upravljati uredajem sa sigurne udaljenosti, a sastoji se od tipki za pokretanje i

zaustavljanje te tipki za podeSavanje jakosti, trajanja i broja pulseva.

Slika 8 Uredaj za tretiranje hrane pulsirajuc¢im elektri¢nim poljem (GROM)

Specifi¢ni input energije za HVED i PEP je racunat prema slijedecoj formuli (11):

Epr Xn
w ==t (11)
m

Gdje je W input energije (kJ/kg), Ep energija jednog pulsa (kJ), m masa suspenzije (kg). Energija

jednog pulsa je dobivena iz formule (12):

t
Epszxdet (12)
0

Gdje je U napon (V) i | jakost elektri¢ne struje (A).

Intenzitet elektricnog polja (Envep i Eper) je dobiven iz formule (13):

23



3. Eksperimentalni dio

E=— (13)

Gdje je E intenzitet elektricnog polja (kV/cm); V napon (kV); d udaljenost izmedu elektroda

(cm).

3.5. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UZ)

Pripremljene su suspenzije komine borovnice u omjeru tekuce-kruto (50:1). Suspenzije su
homogenizirane na magnetskoj mijesalici, a potom tretirane ultrazvukom pri 35 kHz u trajanju
od 5, 10 i 15 min i pri razli¢itim temperaturama 20, 40 i 80 °C. Postupak ekstrakcije
potpomognute ultrazukom proveden je uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji Sonorex Super RK 100

H, Bandelin (Berlin, Njemacka).

3.6. Odredivanje ukupnih fenola

Princip metode: Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Pinelo i sur.,

2005).

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u potpoglavljima (3.3. — 3.5.) Za
potrebe odredivanja ukupnih fenola ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti ekstrakcijskim
otapalom, 50 % etanol i 1 % klorovodic¢ne kiseline odnosno 50 % metanol i 1 % klorovodi¢ne

kiseline u omjeru 1:5.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu odpipetira se redom 500 uL ekstrakta (koji je
prethodno razrijeden 5x), 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (koji je prethodno 10x razrijeden)
te nakon nekoliko minuta 2 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata. Nakon toga mijeri se
apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto
ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju (50 % etanol i 1 % klorovodic¢ne kiseline) odnosno 50 %
metanol i 1 % klorovodicne kiseline). Rezultati su izraCunati prema kalibracijskim krivuljama (1

— 20 mg/mL, R?=0,9929) masenog udjela galne kiseline i ukupnih fenola, te izrazeni kao mg
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ekvivalenata galne kiseline (GAE) po mililitru ekstrakta. Mjerenja su u svakom uzorku izvrSena

tri puta.

3.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Princip metode: Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koristena je DPPH metoda koja se
temelji na odredivanju reducirajuce sposobnosti antioksidanasa (polifenola) prema DPPH
radikalu. DPPH testom, uklanjanje DPPH radikala je praéeno smanjenjem absorbancije pri 515
nm, do koje dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa ili reakcije s radikalima (Brand-

Williams i sur., 1995).

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao Sto je opisano u potpoglavljima (3.3. —3.5.) Za
potrebe odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti
ekstrakcijskim otapalom, 50 % etanol i 1 % klorovodi¢ne kiseline odnosno 50 % metanol i1 %

klorovodi¢ne kiseline u omjeru 1:5.

Postupak: odpipetira se 0,2 mL uzorka, 2 mL metanola i 1 mL otopine DPPH, dobro promijesa
i reakcijska smjesa se ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 517 nm.
Za slijepu probu umjesto uzorka dodan je metanol. Rezultat se preracuna iz kalibracijske
krivulje Trolox” (0,1 — 1,5 mmol TE/g, R?=0,9937). Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja i
rezultati su izrazeni u ekvivalentima Trolox® po gramu osusene komine borovnice (mmol TE/

g s.tv.).

3.8. Odredivanje polifenolnog profila teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC)

Pojedinacni polifenoli: katehin, procijanidin B1 i B2, kava kiselina klorogenska kiselina,
epikatehin, 4-hidroksicimetna kiselina, mirecetin, kvercetin, kampferol, delfinidin-3-glukozid,
delfinidin-3-arabinozid, petunidin-3-glukozid, cijanidin-3-arabinozid, peonidin-3-glukozid,
peoidin-3-arabinozid, malvidin-3-glukozid odredeni su teku¢inskom kromatografijom visoke

djelotvornosti (HPLC).
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Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti izvedena je s uredajem Jasco LC Net Il
opremljenim autosamplerom AS4150, pumpom PU 4180 i PDA detektorom MD-4010. Sustav
je upravljan s programom JASCO ChromNAV verzije 2.01.00 (JASCO International Co., Ltd.,
Tokyo, Japan). Eksperimenti su izvedeni na koloni C18 Kinetex (150 x 4,5 mm, 2,6 um,
Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Mobilna faza se sastoji od A (voda koja sadrzi 1 % mravlje
kiseline) i B (metanol koji sadrzi 1 % mravlje kiseline). Gradijentski program bio je od 95 % A
do 80 % u 10 min, od 80 do 70 % u 5 min, od 70 do 50 % u 5 min, od 50 do 0 % u 5 min, a zatim
izokratski 10 minuta pri protoku od 1 mL/min. 5 pL uzorka ubrizgano je u duplikatima na

kolonu koja je temperirana na 50 °C.

UV-Vis spektri zabiljezeni su u rasponu od 190 do 600 nm. Polifenoli su detektirani pri 280,
320, 360 i 520 nm i identificirani su usporedbom njihovih retencijskih vremena i UV-Vis
spektrom standarda. Kvantifikacija je provedena vanjskom standardnom kalibracijom. Koli¢ina
polifenola izrazena je u mg/100 g s.tv. Neki su pikovi identificirani pomo¢u podataka iz

literature (Bamba i sur., 2018; You i sur., 2011; Barnes i sur., 2009).

3.9. Identifikacija polifenola tekucdinskom kromatografijom s masenim
detektorom (LC—MS/MS)

Identifikacija glavnih polifenola provedena je na LC— MS/MS, u Thermo Scientific sustavu (San
Jose, CA, USA). Sustav se sastojao od Finnigan Surveyor™ HPLC Thermo Fisher Scientific
(Madrid, Spanjolska) i TSQ Quantum Discovery, trostrukim kvadropolom Thermo Fisher
Scientific (Madrid, Spanjolska) opremljen grijanim ionizacijskim izvorom (HESI) i Thermo
Scientific Hypersil Gold aQ (1,9 pm, 100 x 2,1 mm) kolonom. Mobilna faza se sastojala od (A)
0,1 % mravlje kiseline/vode i (B) 0,1 % mravlje kiseline/metanola, ¢iji je gradijentni program
bio 0 — 20 min 5 % B do 20 % B i 20 — 25 min 100 % B s brzinom protoka od 1,0 mL/min i
temperaturom kolone 50 °C. Eluacija u koloni je pracena odabranim reakcijama pracéenja

(SRM). Otkriveni su polifenoli u negativnom modu (ESI-NI), stvarajuéi uglavnom [M-H]-

pseudomolekularne ione.
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4, Rezultati

4.1. Utjecaj HVED-a na polifenole i antioksidacijsku aktivnost

Slika 9 Utjecaj HVED-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri 20, 50 i 100 Hz na ekstrakciju
polifenola komine borovnice uz upotrebu otapala metanola

Slika 10 Utjecaj HVED-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri 20, 50 i 100 Hz na ekstrakciju
polifenola komine borovnice uz upotrebu otapala etanola
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Slika 11 Utjecaj HVED-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri 20, 50 i 100 Hz na antioksidacijsku
aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala metanola

Slika 12 Utjecaj HVED-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri 20, 50 i 100 Hz na antioksidacijsku
aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala etanola
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Tablica 4 Udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene HVED-a

Metanol Fenolne kiseline
HVED (Hz) Vrijeme (min) Klorogenska kiselina  Kava kiselina  4-hidroksi cinematna kiselina UKUPNO
20 5,00 168,27 £ 5,04 2,81 £ 0,06 23,79 £0,59 194,87
20 10,00 190,52 + 11,7 2,68 +0,14 23,91 10,23 217,11
20 15,00 210,23 £ 9,57 2,63+0,16 26,02 £0,97 238,88
50 5,00 166,81 + 2,19 2,68 £0,10 26,93+1,70 196,42
50 10,00 197,98 + 14,93 2,67 £0,16 27,74 £ 0,92 228,39
50 15,00 209,00+ 7,29 2,67 £0,17 27,89 +0,61 239,56
100 5,00 142,83 +2,73 2,46 £ 0,09 21,62 £0,32 166,91
100 10,00 173,46 + 8,48 2,37+0,14 25,11 £ 0,80 200,94
100 15,00 179,62 + 6,80 2,27 +0,17 25,59 + 0,64 207,48
Etanol
20 5,00 224,30+7,73 2,52+ 0,06 16,82 +0,76 243,64
20 10,00 282,73 £5,57 2,91+0,11 21,20+£0,21 306,84
20 15,00 322,65+7,94 3,18 +0,12 23,29+ 0,69 349,12
50 5,00 302,03 £5,67 2,98 £ 0,08 20,27 £0,37 325,28
50 10,00 373,83+7,18 3,57+0,10 24,59 +0,42 401,99
50 15,00 425,42 + 14,87 1,63+0,05 15,85+0,31 442,90
100 5,00 256,38+ 8,84 2,78 £ 0,07 18,53+0,57 277,69
100 10,00 334,03 +11,74 3,32+0,11 23,93+0,48 361,28
100 15,00 378,60 + 12,13 3,63+0,10 26,67 + 0,90 408,90
Tablica 5 Polifenolni prikaz flavanola nakon primjene HVED-a
Metanol Flavanoli
HVED (Hz)  Vrijeme (min) Katehin Procijanidin B1  Procijanidin B2  Epikatehin UKUPNO
20 5 26,31 +0,25 8,45+0,19 64,38+ 1,86 53,91+0,83 153,05
20 10 28,43 +0,43 7,12 £ 0,65 62,25+1,47 55,09+0,70 152,89
20 15 30,96+ 1,28 6,13 £ 0,55 68,87 +£4,43 59,55+ 2,82 165,51
50 5 32,48 +1,91 6,29 £ 0,46 73,07 £4,55 64,02 £ 3,79 175,86
50 10 33,12+0,94 6,24+ 0,40 76,06 + 2,75 64,94 +1,45 180,36
50 15 34,02 +0,97 6,23 +0,56 76,34 +2,31 65,88+1,58 182,47
100 5 25,48 +0,19 6,42+ 0,38 53,89 +1,08 49,55+1,22 135,34
100 10 29,62 +1,10 5,49+0,31 64,01 + 3,05 58,00+2,02 157,12
100 15 30,57 £ 0,83 5,53+0,35 66,73 + 2,08 59,11+1,59 161,94
Etanol
20 5 18,77 +1,09 5,21+0,16 44,13+ 0,67 31,13+0,70 99,24
20 10 21,63 £0,90 5,40+ 0,26 54,50+ 0,75 35,22+2,10 116,75
20 15 26,19 £ 0,85 5,56+0,20 61,00+ 2,03 42,37 £ 1,64 135,12
50 5 23,38+ 0,76 5,37 £0,07 56,75+ 0,77 35,61+1,33 121,11
50 10 27,38 £0,51 5,69+0,15 68,75+ 1,30 44,52 + 0,87 146,34
50 15 20,00 £ 0,70 7,20+ 0,18 37,71+1,08 30,91+0,77 95,82
100 5 21,70+ 0,42 5,27 £ 0,05 49,59 + 1,97 35,65+0,91 112,21
100 10 28,16 + 0,24 5,67+0,10 64,23 +2,17 48,65+0,79 146,71
100 15 30,39+0,74 5,91+0,13 72,98 +2,49 53,95+1,18 163,23
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4, Rezultati

Tablica 6 Udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene HVED-a

Metanol Flavonoli

HVED (Hz)  Vrijeme (min) Mirecetin Kvercetin derivati Kvercetin Kampferol UKUPNO

20 5 38,36 +1,12 11,63+0,17 8,71+0,13 16,17 £ 0,35 74,87
20 10 38,24 £0,31 11,28 +0,43 8,82 £ 0,06 16,10+ 0,33 74,44
20 15 42,76 £ 2,67 9,90 £ 0,46 8,68 £ 0,29 16,52 £ 0,79 77,86
50 5 45,80 + 3,40 10,80+ 0,57 9,18 0,43 17,51+1,08 83,29
50 10 47,69 2,46 11,31+0,42 9,44 £0,23 18,21 + 0,65 86,65
50 15 48,53 +1,85 11,07 £ 0,35 9,47 £0,29 18,56 £+ 0,61 87,63
100 5 34,71 +0,61 9,86 £ 0,30 8,34+0,12 14,46 £ 0,24 67,37
100 10 40,67 £ 1,52 9,09 £0,52 8,32+0,30 15,53+0,67 73,61
100 15 43,01+1,59 9,39+0,51 8,47+0,28 16,23 +0,48 77,10
Etanol
20 5 39,08 + 0,88 9,66+ 0,20 8,57+0,14 13,30+0,33 70,61
20 10 49,10+0,61 10,54 + 0,40 9,54+0,24 15,95+0,20 85,13
20 15 55,08 £1,52 10,78 £ 0,27 9,75+0,26 17,12 +0,38 92,73
50 5 48,18 £+ 1,16 10,66 + 0,26 9,50+0,20 15,44+0,27 83,78
50 10 59,87 +1,34 12,31+0,23 10,72+0,17 17,88+0,30 100,78
50 15 26,89 +0,77 9,22 +0,16 9,41+0,17 12,38+0,28 57,90
100 5 42,90 1,30 10,29 £ 0,20 9,05+0,15 14,18 £ 0,27 76,42
100 10 56,06 + 1,96 12,10+ 0,27 10,39+0,24 17,30+0,51 95,85
100 15 63,97 £2,25 13,05+ 0,28 11,18 +0,23 19,15+0,50 107,35

4.2. Utjecaj PEP-a na polifenole i antioksidacijsku aktivnost

10KV 10
pulseva

50
15KV pulseva

20kV

Slika 13 Utjecaj PEP-a (broj impulsa 10, 50 i 100) pri 10, 15 i 20 Kv na polifenole komine
borovnice uz upotrebu otapala metanola
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4, Rezultati

Slika 14 Utjecaj PEP-a (broj impulsa 10, 50 i 100) pri 10, 15 i 20 Kv na polifenole komine
borovnice uz upotrebu otapala etanola

Slika 15 Utjecaj PEP-a (broj impulsa 10, 50 i 100) pri 10, 15 i 20 Kv na antioksidacijsku
aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala metanola
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4, Rezultati

Slika 16 Utjecaj PEP-a (broj impulsa 10, 50 i 100) pri 10, 15 i 20 Kv na antioksidacijsku
aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala etanola
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4, Rezultati
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4, Rezultati

Tablica 8 Udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene PEP-a

Metanol Fenolne ksieline
PEP (kV/cm) Br. Pulseva Klorogenska kiselina  Kava kiselina  4-hidroksicinematna kiselina UKUPNO
10 10 130,87 £ 6,51 2,78 £ 0,20 26,88 £ 0,57 160,53
10 50 116,84 + 10,36 3,37+£0,21 29,47 £2,23 149,68
10 100 85,53 £ 2,56 2,90+0,11 30,78 £1,05 119,21
15 10 97,50+ 4,74 3,55+£0,29 28,42 +1,44 129,47
15 50 126,95 + 3,15 3,51+£0,24 32,55+2,12 163,01
15 100 133,41 +5,44 3,95+0,27 36,27 +2,71 173,63
20 10 97,88 £ 6,61 4,06 £0,14 32,43+1,43 134,37
20 50 157,15 + 14,03 4,30+0,42 40,30 £ 2,97 201,75
20 100 551,29 + 5,08 4,93+0,21 44,57 +1,43 600,79
Etanol
10 10 297,91 + 10,07 3,39+0,08 30,43+1,23 331,73
10 50 216,55+ 5,45 3,70+0,14 32,55+ 1,06 252,80
10 100 279,64 £ 8,22 3,47+0,12 33,43+1,37 316,54
15 10 197,80+ 10,44 3,46+0,16 28,74+ 0,81 230,00
15 50 188,52 +4,82 3,66+0,11 29,89 £ 0,67 222,07
15 100 253,91+11,81 4,99 +0,17 35,49+1,73 294,39
20 10 270,83 £ 3,46 3,80+0,24 33,90+1,13 308,53
20 50 372,75+ 15,78 4,36+0,11 37,52+1,29 414,63
20 100 568,86 + 4,83 6,86 + 0,19 49,75+ 1,51 625,47

Tablica 9 Udio pojedinacnih flavanola u ekstraktu nakon primjene PEP-a

Metanol Flavanoli
PEP (kV/cm)  Br. Pulseva Katehin Procijanidin B1  Procijanidin B2 Epikatehin UKUPNO
10 10 33,63+1,64 7,68 £0,36 68,18 + 3,76 56,48 + 3,01 165,97
10 50 44,86 + 2,38 8,74+ 0,67 86,01 £5,61 60,54 + 4,57 200,15
10 100 45,21 +0,34 8,04+ 0,32 89,39+2,71 63,01+1,46 205,65
15 10 44,53 +1,98 8,63+0,84 86,5 + 3,69 65,15+ 2,35 204,81
15 50 50,42 £ 2,96 9,47 £ 0,64 94,44 £ 6,92 70,83 £5,47 225,16
15 100 57,35+2,54 10,00 + 0,26 110,84 + 7,62 75,88 + 5,03 254,07
20 10 49,49 + 2,08 8,52+0,33 92,4 +5,37 70,75 £ 5,65 221,16
20 50 60,57 + 3,81 10,74 £ 0,09 119,25 +8,51 85,50 +7,39 276,06
20 100 59,27 +1,40 12,11 +0,44 130,3+4,81 96,18 + 3,39 297,86
Etanol
10 10 39,56+ 0,81 5,98+0,11 80,32 £ 3,30 54,43 +12,67 180,29
10 50 46,09 £ 0,38 5,83+0,21 85,74 +£1,13 45,54 +1,62 183,20
10 100 46,02 £ 0,88 5,99+0,32 90,81 +3,21 50,74 £ 2,92 193,56
15 10 37,74 £ 0,90 5,69 £ 0,27 72,01 + 3,69 44,35 +0,88 159,79
15 50 43,14+ 1,86 5,90 £ 0,08 80,86 + 3,37 40,47 £ 4,31 170,37
15 100 57,46 +1,76 6,28 £ 0,13 111,91+5,26  47,91+1,99 223,56
20 10 45,03+ 1,86 6,14 +£0,19 86,20 £ 3,91 47,86 £ 0,43 185,23
20 50 49,84 + 1,45 6,43 £0,15 94,64 £ 2,93 51,20+1,55 202,11
20 100 59,34+ 2,54 7,65+0,17 123,16 + 4,58 74,72 £1,55 264,87
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4, Rezultati

Tablica 10 Udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene PEP-a

Metanol Flavonoli
PEP (kV/cm)  Br. Pulseva Mirecetin Kvercetin derivati Kvercetin Kampferol UKUPNO
10 10 43,27 £2,33 11,72 +0,42 12,33+0,42 20,74+1,08 88,06
10 50 52,92 +£4,42 13,45+ 0,67 13,48+1,05 25,11+1,67 104,96
10 100 54,94 £+ 1,32 14,12 £+ 0,42 13,23+0,22 25,9310,61 108,22
15 10 52,30+ 2,56 13,13+0,34 14,15+0,27 24,54+1,35 104,12
15 50 61,18 £4,42 14,73 £ 0,83 14,93+0,61 27,93+1,21 118,77
15 100 66,01 £ 3,94 14,55+ 0,79 15,13+0,99 29,05+1,81 124,74
20 10 57,90 £ 3,30 12,64 + 0,50 15,01+0,87 25,09+1,19 110,64
20 50 72,78 £ 6,29 15,83 +1,09 16,29+0,75 32,13+2,45 137,03
20 100 83,21+3,17 15,48 + 0,65 18,45+0,58 33,26+1,23 150,40
Etanol
10 10 54,30+ 1,89 14,00 + 0,26 14,75+0,36 25,61+0,70 108,66
10 50 59,51+1,86 13,87 £ 0,54 14,93+0,33 26,18+ 1,02 114,49
10 100 62,48 + 2,06 15,14 £+ 0,41 15,59+0,40 28,37+0,95 121,58
15 10 51,94 + 3,06 12,46 £ 0,47 14,24 +0,63 22,64+1,20 101,28
15 50 58,82 +1,76 13,52 + 0,56 14,76 £ 0,50 25,50%0,76 112,60
15 100 72,40 £ 3,52 16,47 £ 0,52 16,95+0,57 32,21+1,55 138,03
20 10 61,91 +3,42 13,91+0,37 15,96 +0,58 26,32+1,18 118,10
20 50 67,86 2,32 15,25+ 0,30 16,91+0,39 30,32+0,85 130,34
20 100 84,90 + 3,56 17,39+ 0,55 20,17+0,70 3508+1,24 157,54

4.3. Utjecaj UZ-a na polifenole i antioksidacijsku aktivnost

20°C

80°C

5 min

10 min

T

15 min

Slika 17 Utjecaj UZ-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri temperaturama od 20, 40 i 80°C na
ekstrakciju polifenola komine borovnice uz upotrebu otapala metanola
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4, Rezultati

Slika 18 Utjecaj UZ-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri temperaturama od 20, 40i 80°C na
ekstrakciju polifenola komine borovnice uz upotrebu otapala etanola

Slika 19 Utjecaj UZ-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri temperaturama od 20, 40i 80 °C na
antioksidacijsku aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala metanola
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4, Rezultati

Slika 20 Utjecaj UZ-a (u trajanju od 5, 10 i 15 min) pri temperaturama od 20, 40i 80°C na
antioksidacijsku aktivnost komine borovnice uz upotrebu otapala etanola
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4, Rezultati

87’696 89V F 68911 T€0F6C9 98'6 F ¥S‘v9¢ 9ETFLEEY I6°'LFIT'VCT 89V ¥ GL'TET ST'9F€€C8T ST 08
05708 95T ¥09'86 0T'0F 08V vS'v ¥ 29Tt G9°0 ¥ £5°9¢ 60 ¥ T8€8T ST'TF¥6°L0T 8T'€ F9E9VT (0] 08
6769 S6°T ¥ 9€'98 IT0OFET'Y ¥6v ¥ 8510¢ 880 ¥ L6'6C 96°€ ¥ GE'GST 9T'TF19C6 6S‘CFV6VCT S 08
76859 60CF10°LL €T'0¥80°'S 6S°0T ¥ 08181 6€'8F06'CE YT'TT ¥ LSEST 6TCF90°88 ¥8‘C ¥ 05'0¢T ST ov
63'c0v 19CF¢S'LY 90‘0 ¥ 06°T 8'G ¥08'S0T 850 F8€'LT 86V ¥ /8'¢€6 LSTFTI8S 9T‘e F0€'6L ot ov
0L9T€ SY'cF0T'LE YO0 F IV'T S/.'vV¥88°C8 9’0 F SP'ET LTUEFET'EL (8T F¥oV LT'TF6CT9 S (017
LT'€ES 86'C F06°€9 8T0F ¢TIV SL'LF8LT S8‘0 Fvi'ee €C9F 8V TLT E6'EFT VYL €56 ¥ 10001 ST 0¢
YTV S0‘CF €6l 900 ¥8C'C 68'€ FOTVIT 190 ¥65'8T TO'E FTO'V6 9/‘T F1¥'9S €C'cF9g9L ot 0¢
€1S8¢ S6‘0 ¥ SL'EE 2007 OV'T SY'C¥.0°08 9Z'0F 0OV'CT CUTF9€Y9 SO‘T ¥ 08°0F [8°0FG6'CS S 0¢
|ouei]
16'€€6 L9V FCT'ETT L0'0F9TC €V'0T ¥ €£2SC v¥'T F8C'Sh 66'L T €T9TC L0'S 7 06'8CT €L F65'GLT ST 08
87918 ¥6'S F75'L6 ToFoOrT SET F 6V V1T ¥9'CTF L9TY TL°0T ¥6506T 0v'9 ¥ 0EVTIT G8'8 F TE€'9GT ot 08
95'G95 9/‘€ F0O¥'L9 60°0 ¥ 680 L8 F6UBYT TIT2¥00'8¢ €9'9FGT'TET 9%‘€ F96'6L 85V ¥ £8°80T S 08
0v'z0L 08‘S F61°S8 T'0¥82T L6CT F6TT6T S8'T ¥ 79'ce SY'TT ¥ GEVIT 209 78916 €9'8 7 60°CET ST oy
6679 Y9‘€ ¥ 19°SL 900F ¢T'T L€'L 09691 6C'TF€6'6C LSOF IV'SPT SS‘E T 6118 TG FE€89TT (0)% (017
69°0SS YETFE0L9 2007 00T 90 ¥90°CST 180 F791°9¢ CTEFLIGLT I8'TFE0VL E'TF L0t S (017
LT'€ES 86'C F06'€9 8T0F ¢TIV SL'LF8LT S8‘0 Fvi'ee €C9F 8V TLT E6'EFT VYL €56 ¥10°00T ST 0¢
YTTTY S0‘CFeesy 90‘0¥82'C 68'€ FOTVIT T19°0 76581 T0'€FI0'v6 9L'TF1¥'9S €C'CcF9og9L (0)8 0¢
v6‘TOV LETFVR6Y ¥0‘0 7990 GE'GFI6VIT 98‘0 ¥ 65'8T CT'vF€€°06 97T F96°€S LT'EF09'EL S 0¢
pizoupid pizouigeJe pizoupd pizouigese pizoupd pizouigese pizoupd (urw) (2. 1)
ONdMIN -E-UIpIA[BIN -g€-ulpiuocad -€-ulpluocad -g-uipiuefin -g€-ulpiuniad -g-ulpiuyyj=a -g-ulpiuyy|sa WA ZNn
1uefpojuy |jouedIN|

e-zN aualwiad uoxeu npjeJIsyd n euelpolue yiueuipalod oipn TT edljqel

40



4, Rezultati

Tablica 12 Udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene UZ-a

Metanol Fenolne kiseline
uz Vrijeme (min)  Klorogenska kiselina Kava kiselina 4-hidroksicinematna kiselina  UKUPNO
(T°C)
20 5 220,06 + 15,75 1,31+0,11 12,10+ 0,42 233,47
20 10 342,73 £6,23 1,61 +£0,05 13,22 +0,29 357,56
20 15 439,57 £ 29,82 1,77 £0,15 16,69+ 0,21 458,03
40 5 425,42 + 14,87 1,63 £0,05 15,85+0,31 442,90
40 10 461,50 + 14,64 1,77 £0,07 17,76 £ 0,74 481,03
40 15 539,92 + 20,67 1,93+0,08 19,41 +1,10 561,26
80 5 227,08 +11,94 1,79 £ 0,06 16,86 £ 0,69 245,73
80 10 332,86 £ 20,71 2,19+0,10 22,58 +1,35 357,63
80 15 372,99 + 14,32 2,32 +0,07 26,24 + 0,86 401,55
Etanol
20 5 170,20 + 5,84 1,37 +£0,04 10,13 +0,10 181,70
20 10 197,97 £ 21,29 1,61 +0,05 13,22 +0,29 212,80
20 15 250,41 + 4,87 1,77 £ 0,15 16,69 £ 0,21 268,87
40 5 143,46 £ 2,92 1,44 + 0,05 10,66 + 0,54 155,56
40 10 184,11 £ 9,56 1,66 + 0,06 12,61+0,29 198,38
40 15 442,98 + 13,05 2,13 +£0,06 18,40+ 0,47 463,51
80 5 350,38 + 33,72 2,25+0,04 18,85+ 0,38 371,48
80 10 451,21 +11,93 2,57+0,34 19,35+0,28 473,13
80 15 471,95+2,17 2,691+0,1 20,24 £ 0,85 494,88

Tablica 13 Udio pojedinacnih flavanola u ekstraktu nakon primjene UZ-a

Metanol Flavanoli
UZ (T °C) Vrijeme Katehin Procijanidin Procijanidin Epikatehin UKUPNO
(min) B1 B2
20 5 18,11 + 0,89 6,11+0,71 32,79+2,84 22,46 £1,42 79,47
20 10 15,98 + 0,38 5,21+0,10 30,32+1,07 18,87 £ 0,39 70,38
20 15 18,19+1,84 5,36 £0,39 36,73 +2,99 23,48 +1,25 83,76
40 5 20,00+ 0,70 7,20+0,18 37,71 +£1,08 30,91+0,77 95,82
40 10 21,77 +£0,84 7,94 +£0,23 41,79 +1,83 35,62+1,44 107,12
40 15 23,30+ 1,30 8,42 +0,29 45,58 + 2,83 39,64 £2,51 116,94
80 5 19,58 + 0,82 7,62+0,11 37,86 +1,93 33,08+ 1,36 98,14
80 10 25,65 + 1,30 9,13+0,33 52,00+2,74 46,51+ 3,05 133,29
80 15 30,98 + 1,06 9,66 0,31 63,05+ 2,38 52,35 +2,08 156,04
Etanol
20 5 14,30 £ 0,30 4,75+0,16 26,02 £ 1,60 14,08 + 0,42 59,15
20 10 15,98 + 0,38 5,21+0,10 30,32 £ 1,07 18,87+ 0,39 70,38
20 15 18,19+ 1,84 5,36 +0,39 36,73 +£2,99 23,48 +£1,25 83,76
40 5 12,41 +0,32 4,97 £0,13 22,21+0,83 13,75+1,02 53,34
40 10 15,09 £ 0,35 5,26+0,11 26,99 +0,83 17,99 £ 0,88 65,33
40 15 22,79+0,73 590+0,14 45,30+ 1,50 26,55+1,57 100,54
80 5 25,67 £0,87 6,08 £0,13 54,39+1,10 26,30+ 1,66 112,44
80 10 28,04 +1,70 5,79+0,10 57,73 +2,48 29,48 +2,53 121,04
80 15 30,34 +1,66 5,70+ 0,25 63,08 + 1,68 34,84 +2,37 133,96
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Tablica 14 Udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene UZ-a

Metanol Flavonoli
UZ(T°C) Vrijeme (min) Mirecetin Kvercetin derivati Kvercetin Kampferol UKUPNO
20 5 21,42 +1,00 8,20+0,19 8,35+0,22 10,89 + 0,33 48,86
20 10 24,31 +£0,89 8,50+0,16 8,84+0,17 11,390,322 53,04
20 15 29,22 +1,74 9,52+0,31 10,09+0,39 13,23+0,60 62,06
40 5 26,89 £ 0,77 9,22+0,16 9,41+0,17 12,38+0,28 57,90
40 10 29,81+1,44 9,73+0,28 10,05+0,27 13,2910,48 62,88
40 15 33,20+ 2,15 10,42 + 0,39 10,75+0,44 14,5310,70 68,90
80 5 27,98 £1,38 9,15+0,26 9,53+0,30 12,11+0,45 58,77
80 10 38,78 +2,40 10,89+ 0,38 11,76 £ 0,50 15,04 +£0,73 76,47
80 15 46,11+ 1,82 12,114 0,29 13,18+0,39 17,23+0,51 88,63
Etanol
20 5 20,00+ 0,84 7,74 £ 0,16 7,98+0,14 10,08 +0,28 45,80
20 10 24,31+0,89 8,50+ 0,16 8,84+0,17 11,39+0,32 53,04
20 15 29,22 +1,74 9,52 +0,31 10,09+0,39 13,23+0,60 62,06
40 5 19,38 +1,00 7,54+0,24 8,04 0,25 9,57+0,31 44,53
40 10 22,76 £1,09 8,14 +0,22 8,72+0,19 10,67 £ 0,40 50,29
40 15 34,76 £ 0,98 10,34 +0,17 11,19+0,22 14,74+0,31 71,03
80 5 40,36 £ 0,90 11,15+0,15 11,87+0,18 16,11+0,28 79,49
80 10 43,50+ 1,07 11,16 £ 0,19 12,59+0,24 16,74+0,37 83,99
80 15 49,87 +1,94 11,38+ 0,39 13,94+0,45 18,11+0,60 93,30
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5. Rasprava

U ovom radu provedeno je istrazivanje o ucinkovitosti ekstrakcije polifenolnih spojeva iz
komine borovnice primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja, pulsirajuceg

elektricnog polja i ultrazvuka uz upotrebu otapala na bazi metanola odnosno etanola.

Na Slikama 9 i 10 je prikazan utjecaj HVED-a na ekstrakciju ukupnih polifenola iz komine
borovnice. Na slikama se moZe vidjeti da je najveci udio polifenola ekstrahiran pri uvjetima za
ekstrakciju: frekvencija od 50 Hz u vremenskom trajanju od 15 min, uz upotrebu otapala na
bazi metanola. Najmanji udio ukupnih polifenolnih spojeva postignut je ekstrakcijom pri
frekvenciji od 20 Hz, vremenskom trajanju od 5 min, uz upotrebu otapala etanola, dok se na
Slikama 11 i 12 moZe se vidjeti da je utjecajem HVED-a najveca antioksidacijska aktivnost
ekstrakta postignuta pri uvjetima za ekstrakciju: frekvenciji od 100 Hz u vremenskom trajanju
od 15 min, uz upotrebu otapala na bazi etanola, dok je ekstrak dobiven pri uvjetima:
frekvencija od 20 Hz u vremenskom trajanju od 5 min, takoder uz upotrebu otapala na bazi
etanola imao najmanju antioksidacijsku aktivnost. Ovi rezultati su samo nesto vedi
usporedujudi ostale uvjete ekstrakcije, Sto znaci da povecanjem frekvencije te vremenskog
trajanja tretmana nije dovelo do znatno boljih rezultata. U istrazivanjima upotreba HVED-a
pokazala se zadovoljavajuéom metodom za ekstraciju polifenola iz komine grozda (Bousseta i
sur. 2009; Bousseta i sur. 2011) te iz sjemenki grozda (Liu i sur., 2011). Takoder, u drugim
istrazivanjima pokazalo se da je upotreba HVED-a bila ucinkovitija metoda od upotrebe PEP-a
za ekstrakciju polifenola iz kozZice grozda (Bousseta i sur., 2009), komine grozda (Barba i sur.,
2015) te kore manga (Parniakov i sur., 2016). U ovom istraZzivanju nije zabiljezen takav slucaj
te se upotreba PEP-a pokazala kao najbolja metoda za ekstrakciju polifenola iz komine
borovnice.

Na Slikama 13 i 14 je prikazan utjecaj PEP-a na ekstrakciju ukupnih polifenola iz komine
borovnice. Na slikama se moze vidjeti da je najveci udio polifenola ekstrahiran pri uvjetima za
ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu otapala na bazi
etanola. Najmanji udio ukupnih polifenolnih spojeva postignut je ekstrakcijom pri jakosti polja
od 10 kV/cm, s brojem impulsa 10 uz upotrebu otapala na bazi metanola, sto je takoder najvise
i u odnosu na druge provedene metode (HVED i UZ). Na Slikama 15 i 16 moZze se vidjeti da je
utjecajem PEP-a najveca antioksidacijska aktivnost ekstrakta postignuta pri uvjetima za
ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu otapala na bazi

etanola, dok je ekstrakt dobiven pri uvjetima: jakost polja od 5 kV/cm, s brojem impulsa 20
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takoder uz upotrebu otapala na bazi etanola imao najmanju antioksidacijsku aktivnost. Ovi
rezultati su se dosta razlikovali ako se usporede uvjeti ekstracije, Sto znaci da povecanjem
jacine pulsa te povecanje vremenskog trajanja tretmana je dovelo do znatno boljih rezultata.
U istraZivanjima upotreba PEP-a kao i u ovom radu pokazala se dobrom metodom za ekstraciju
polifenola iz kore narance (Luengo i sur., 2013), antocijana iz komine borovnice (Zhou i sur.,
2015) te polifenola, odnosno antocijana iz komine kupine (Lamanauskas i sur., 2016). U
drugom istraZzivanju upotreba PEP-a pokazala se dobrom metodom za ekstraciju antocijana iz
koZice grozda, ali se nije pokazala bas ucinkovitom kod ekstrakcije antocijana iz koZice Sljive

(Medina-Meza i Brabarosa-Canovas, 2015).

Na Slikama 17 i 18 je prikazan utjecaj UZ-a na ekstrakciju ukupnih polifenola iz komine
borovnice. Na slikama se moze vidjeti da je najveci udio polifenola ekstrahiran pri uvjetima za
ekstrakciju: temperatura od 80 °C u vremenskom trajanju od 15 min uz upotrebu otapala na
bazi etanola. Najmanji udio ukupnih polifenolnih spojeva postignut je ekstrakcijom pri
temperaturi od 20 °C u vremenskom trajanju od 5 min takoder uz upotrebu otapala na bazi
etanola. Na Slikama 19 i 20 mozZe se vidjeti da je utjecajem UZ-a najveca antioksidacijska
aktivnost ekstrakta postignuta pri uvjetima za ekstrakciju: temperatura od 80 °C u
vremenskom trajanju od 15 min, uz upotrebu otapala na bazi metanola, dok je ekstrakt
dobiven pri temperaturi od 40 °C u vremenskom trajanju od 5 min, uz upotrebu otapala na
bazi etanola imao najmanju antioksidacijsku aktivnost. Ovi rezultati su se takoder dosta
razlikovali ako se usporede uvjeti ekstrakcije, sto znaci da poveéanjem temperature te

poveéanjem vremenskog trajanja tretmana je dovelo do znatno boljih rezultata.

Na Slikama 15 i 16 moZe se vidjeti da su najvecu antioksidativnu aktivnost imali ekstrakti
dobiveni upotrebom PEP-a, u odnosu na ekstrakte dobivene upotrebom HVED-a prikazane na
Slikama 11 12 i ekstrakte dobivene primjenom UZ-a prikazane na Slikama 19 i 20. Na Slici 16
moze se vidjeti da je najveca antioksidacijska aktivnost ekstrakata dobivena uz pomo¢ PEP-a
pri uvjetima za ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu
otapala na bazi etanola. U vezi s tim, neka istrazivnja koja su procijenjivala potencijal primjene
PEP-a i HVED-a za ekstrakciju vrijednih bioaktivnih spojeva iz otpada nastalog preradom vo(a,
kao na primjer iz kore i siemenki papaje i manga, su pokazala obecéavajuce rezultate (Parniakov
i sur., 2014a, 2015a, 2015b). Autori su procjenjivali ucinak PEP-a u kombinaciji s

konvencionalnom vodenom ekstrakcijom na 50 °C. Otkrili su da je ova dvostupanjska ekstrakcija
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znacajno povedala iskoristenje antioksidativnih spojeva u vodenom mediju, ¢ak i pri neutralnom
pH, izbjegavaju¢i na taj nacin upotrebu toksi¢nih otapala, smanjujuci vrijeme ekstrakcije,
temperaturu i upotrebu kiseline u usporedbi s uobic¢ajenim tretmanima. lako se ne radi o istom
promatranom uzorku, moZe se povudéi paralela o u¢inkovitosti PEP-a na antioksidacijsku aktivnost

u odnosu na HVED i UZ.

Tablica 3 prikazuje udio pojedinacnih antocijana u ekstraktu nakon primjene HVED-a.
Najzastupljeniji polifenoli iz skupine antocijana, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom HVED-om, su peonidin-3-pirinozid i petunidin-3-pirinozid, a najvise
antocijana ekstrahirano je pri uvjetima za ekstrakciju: frekvencija od 50 Hz u vremenskom

trajanju od 15 min uz upotrebu otapala na bazi metanola.

Tablica 4 prikazuje udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene HVED-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine fenolnih kiselina, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom HVED-om, je klorogena kiselina, a najviSe fenolnih kiselina ekstrahirano je
pri uvjetima za ekstrakciju: frekvencija od 50 Hz u vremenskom trajanju od 15 min uz upotrebu

otapala na bazi etanola.

Tablica 5 prikazuje polifenolni prikaz flavanola nakon primjene HVED-a. Najzastupljeniji
polifenol iz skupine flavanola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom potpomugnotom HVED-
om, je procijanidin B2, a najviSe flavanola ekstrahirano je pri uvjetima za ekstrakciju:

frekvencija od 50 Hz u vremenskom trajanju od 15 min uz upotrebu otapala na bazi metanola.

Tablica 6 prikazuje udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene HVED-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine flavonola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom HVED-om, je mirecetin, a najvise flavonola ekstrahirano je pri uvjetima za
ekstrakciju: frekvencija od 100 Hz u vremenskom trajanju od 15 min uz upotrebu otapala na

bazi etanola.

Tablica 7 prikazuje udio pojedina¢nih antocijana u ekstraktu nakon primjene PEP-a.
Najzastupljeniji polifenoli iz skupine antocijana, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom PEP-om, su peonidin-3-pirinozid i petunidin-3-pirinozid, a najvise antocijana
ekstrahirano je pri uvjetima za ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz
upotrebu otapala na bazi metanola.

Tablica 8 prikazuje udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene PEP-a.

Najzastupljeniji polifenol iz skupine fenolnih kiselina, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
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potpomugnotom PEP-om, je klorogenska kiselina, a najvise fenolnih kiselina ekstrahirano je
pri uvjetima za ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu
otapala na bazi etanola.

Tablica 9 prikazuje udio pojedinaénih flavanola u ekstraktu nakon primjene PEP-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine flavanola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom PEP-om, je procijanidin B2, a najviSe flavanola ekstrahirano je pri uvjetima
za ekstrakciju od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu otapala na bazi metanola.
Tablica 10 prikazuje udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene PEP-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine flavonola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom PEP-om, je mirecetin, a najviSe flavonola ekstrahirano je pri uvjetima za
ekstrakciju od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu otapala na bazi etanola.

Tablica 11 prikazuje udio pojedinacnih antocijana u ekstraktu nakon primjene UZ-a.
Najzastupljeniji polifenoli iz skupine antocijana, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom UZ-om, su peonidin-3-pirinozid i petunidin-3-pirinozid, a najvise antocijana
je ekstrahirano pri temperaturi od 80 °C u vremenskom trajanju od 15 minuta uz upotrebu
otapala na bazi etanola.

Tablica 12 prikazuje udio pojedinacnih fenolnih kiselina u ekstraktu nakon primjene UZ-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine fenolnih kiselina, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom UZ-om, je klorogena kiselina, a najvise fenolnih kiselina ekstrahirano je pri
temperaturi od 40 °C u vremenskom trajanju od 15 minuta uz upotrebu otapala na bazi
metanola.

Tablica 13 prikazuje udio pojedina¢nih flavanola u ekstraktu nakon primjene UZ-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine flavanola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomugnotom UZ-om, je procijanidin B2, a najviSe flavanola ekstrahirano je pri temperaturi
od 80 °C u vremenskom trajanju od 15 minuta uz upotrebu otapala na bazi metanola.

Tablica 14 prikazuje udio pojedinacnih flavonola u ekstraktu nakon primjene UZ-a.
Najzastupljeniji polifenol iz skupine flavonola, u ekstraktu dobivenom ekstrakcijom
potpomognutom UZ-om, je mirecetin, a najvise flavonola ekstrahirano je pri temperaturi od
80 °C u vremenskom trajanju od 15 minuta uz upotrebu otapala na bazi etanola.

Iz Tablica 3-11 mozZe se vidjeti da najveci udio ekstrahiranih komponenti ukupnih polifenola

otpada na antocijane. Tablica 3 pokazuje da je najvise antocijana ekstrahirano metodom
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potpomognutom PEP-om pri uvjetima za ekstrakciju: jakost polja od 20 kV/cm, s brojem impulsa
100, te nesto malo vise uz upotrebu otapala metanola u odnosu na etanol. Slicno su potvrdili i
znanstvenici u istrazivanju u kojem je procijenjen ucinak PEP-a i ultrazvuka na ekstrakciju
antocijana iz nusproizvoda prerade borovnice (Zhou i sur., 2015). U istraZivanju je ustanovljeno da
su najbolji uvjeti koji omoguéavaju optimalnu ekstrakciju antocijanina upotrebom PEP-a sljedeéi:
jakost polja od 20 kV/cm koristenjem otapala na bazi etanola (60 %, zakiseljenog klorovodicnom
kiselinom pri 0,1 % v/v) i omjer tekuce:tekuce (1:6 (mL/mL)). Pod tim uvjetima, iskoriStenje
antocijanina bilo je 223,13 mg/L. Takoder je uoceno da se primjenom PEP-a smanjuje temperatura

i vrijeme ekstrakcije u usporedbi s ekstrakcijom potpomognutom UZ-om.
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6. Zakljucci

Na osnovu provedenog eksperimentalnog istrazivanja o ucinkovitosti ekstrakcije polifenolnih

spojeva iz komine borovnice primjenom visokonaponskog elektricnog praznjenja, pulsirajucéeg

elektri¢nog polja i ultrazvuka uz upotrebu otapala na bazi metanola odnosno etanola izvedeni

su sljededi zakljucci:

Najvise ukupnih polifenola dobilo se ekstrakcijom potpomognutom pulsiraju¢im
elektri¢nim poljem, pri sljedeéim uvjetima: jakost polja 20 kV/cm s brojem impulsa 100
uz upotrebu otapala na bazi etanola, dok je najmanje ukupnih polifenola dobiveno
ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom pri temperaturi od 20°C, u vremenskom
trajanju od 5 min uz upotrebu otapala na bazi etanola.

Najvec¢u antioksidativnu aktivnost imao je ekstrakt dobiven ekstrakcijom
potpomognutom pulsiraju¢im elektri¢nim poljem, pri sljede¢im uvjetima: jakost polja
od 20 kV/cm, s brojem impulsa 100 uz upotrebu otapala na bazi etanola, dok je
najmanju  antioksidativnu aktivnost imao ekstrakt dobiven ekstrakcijom
potpomognutom ultrazvukom pri temperaturi od 40 °C u vremenskom trajanju od 5
min i uz upotrebu otapala na bazi etanola.

Najbolja metoda za ekstrakciju antocijana pokazala se ekstrakcija potpomognuta
pulsiraju¢im elektri¢cnim poljem pri sljede¢im uvjetima: jakost polja od 20 kV/cm, s
brojem impulsa 100 i uz upotrebu otapala na bazi metanola.

Najbolja metoda za ekstrakciju fenolnih kiselina pokazala se ekstrakcija potpomognuta
pulsiraju¢im elektri¢nim poljem pri sljedeéim uvjetima: jakost polja 20 kV/cm, s brojem
impulsa 100 i uz upotrebu otapala na bazi etanola.

Najbolja metoda za ekstrakciju flavonola pokazala se ekstrakcija potpomognuta
pulsiraju¢im elekrti¢nim poljem pri sljede¢im uvjetima: jakost polja od 20 kV/cm, s

brojem impulsa 100 i uz upotrebu otapala na bazi metanola.
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