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U danasnje vrijeme orasasti plodovi zauzimaju vazno mjesto u prehrani zbog mnogobrojnih
prednosti. Bogat su izvor prehrambenih vlakana, nezasi¢enih masnih kiselina, mikrohranjivih

sastojaka i fitokemikalija te imaju raznu primjenu u prehrambenoj industriji.

Orasi (lat. Juglans regia) su voéna vrsta biljaka koja je vrlo rasprostranjena u svijetu i od velike
je gospodarske vaznosti. Plodovi oraha su jestivi i vrlo su popularni te cijenjeni u prehrambenoj

industriji zbog svojih nutritivnih, senzorskih i zdravstvenih vrijednosti (Martinez i sur., 2010).

Jezgra oraha (Slika 1) bogata je hranjivim tvarima, osobito masnim kiselinama (omega-3 i
omega-6 masnim kiselinama), visoko probavljivim proteinima (udio oko 20%), esencijalnim
aminokiselinama, vitaminima (vitamin K, vitamini B-kompleksa, tokoferol, tiamin, riboflavin,
niacin), topivim i netopivim vlaknima te mineralima (magnezij, bakar, selen, kalij) (Santos i

sur., 2018).

Svakoj industriji je, kao i prehrambenoj, u cilju proizvesti sto bolji i kvalitetniji proizvod, a da
je pri tome koli¢éina otpada minimalna. Nusproizvodi prehrambene industrije mogu
predstavljati potencijalnu opasnost za onecis¢enje okolisa, ali takoder veliki dio nusproizvoda
prehrambene industrije predstavlja bogati izvor hranjivih sastojaka i biolosko aktivnih
komponenti koje se mogu koristit u razli¢ite svrhe. U novije vrijeme porastao je interes za
promoviranje zdravlja konzumirajuéi funkcionalnu hranu pa je i samim time povecana
potraznja za prirodnim bioaktivnim komponentama hrane kao i istraZivanja za novim izvorima
ovih vrijednih sastojaka (Abhipriya i sur., 2022). Veliki problem predstavlja nestabilnost
bioaktivnih spojeva u prehrambenim proizvodima tijekom pripreme i prerade, slaba topljivost

u vodi te mala bioraspolozivost zbog ¢ega je upotreba ogranic¢ena.
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Nakon prerade oraha, zaostaje nekoliko nusproizvoda, a to su: unutarnje pregrade oraha,
ljuska te liS¢e koji predstavljaju jeftinu sirovinu za ekstrakciju vrlo vainih bioaktivnih
komponenata. PreSanjem jezgre dobiva se jestivo ulje, a kao nusproizvod zaostaje pogaca koju
je moguée samljeti u brasno te primjenjivati u pekarskoj i konditorskoj industriji. S druge
strane ljuska, lis¢e i unutarnje pregrade sadrze prirodne fitokemikalije s antioksidacijskim i
antimikrobnim svojstvima koje se separiraju iz nusproizvoda te koriste za stabiliziranje
animalnih masti te biljnih ulja. Osim toga, koriste se kao zamjena za sintetske antioksidanse.
(Mingzheng i sur., 2021). Slika 2 prikazuje potencijalne nusproizvode prerade oraha, ljusku i

pregradu.

JEZGRA ORAHA

PREGRADA

T ORAHA
N

NUSPROIZVODI

STABLO ORAHA
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2.1. UNUTARNJE PREGRADE ORAHA

Pregrada oraha je opna koja dijeli dvije polovice orahove jezgre i bogata je polifenolnim
spojevima. Dok se ljuske oraha uglavnom koriste u svrhu procis¢avanja i obrade otpadnih voda
zbog svoje cvrste strukture, pregrade oraha nemaju Siroku primjenu. Tradicionalno su se
koristile kao lijek protiv prehlade ili za suzbijanje kaslja, a u novije vrijeme porastao je interes
za proizvodnju ekstrakata od unutarnjih pregrada oraha zbog velikog bioloSkog potencijala i
visokog antioksidacijskog kapaciteta. Ovaj nusproizvod moZe se koristiti u kozmetickoj
industriji za dobivanje proizvoda za lije€enje hiperpigmentacije koze kao i za proizvodnju

krema protiv bora (Rusu i sur., 2020). Slika 3 prikazuje unutarnju pregradu oraha.

£

o
e . -
SUNUTARNIAR =

Slika 3 Unutarnja pregrada oraha (lzvor: autor)

Unutarnje pregrade oraha, vrlo bogate polifenolnim spojevima, pokazale su hipoglikemijski
ucinak i u€inak protiv starenja koze, antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje te potencijal za
stimulaciju procesa hematopoeze (stvaranje krvnih stani¢énih komponenti) kako u in vitro
istrazivanjima, tako i u in vivo istraZivanjima. Rezultat eksperimenta pokazao je znacajan
ucinak ekstrakta (otapalo 50%-tna vodena otopina acetona) unutarnjih pregrada oraha sto bi
moglo biti posljedica zastitnog i protuupalnog ucinka na stanice putem stimulacije

antioksidansa enzimskog sustava i smanjene koncentracije interleukina 6 (IL-6) i kemokinskog
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receptora tipa 1 (CXC-R1) u pluénom tkivu Stakora kojima se oralno davao ekstrakt od
unutarnjih pregrada oraha. Pri tome je uoceno povecanje otpornosti stani¢cnih membrana i
eritrocita (crvenih krvnih stanica) tijekom izlaganja aerosolima limunske kiseline. Ekstrakt nije
pokazao subakutne ili akutne toksi¢ne ucinke na organizme Stakora pri dozama od 1000 mg/kg
tjelesne tezine. Ekstrakt unutarnjih pregrada oraha se smatra bioaktivnim izvorom koji bi se

mogao koristiti u lijeCenju respiratornih bolesti (Fizasan i sur., 2021).

Zhou i sur. (2022) dobili su rezultate koji pokazuju da su unutarnje pregrade oraha bolji
prekursori za dobivanje aktivnog ugljena u odnosu na druge izvore ugljika iz biomase. Takoder,
dokazali su da ucinkovito pojacavaju elektrokemijska svojstva superkondenzatora stoga imaju

potencijal da budu vrhunski materijal za elektrode u proizvodniji istih.

Takoder, unutarnje pregrade oraha bi se mogle koristiti za proizvodnju briketa za gorivo, a
primjenu nalaze i kao sastojak koji se dodaje za bojanje domacih, smedih alkoholnih pica. Jo$
jedna od vaznih uloga unutarnjih pregrada oraha je zastita jezgre od smanjena senzorskih

svojstava (gorak okus i tamna boja) za koje su zasluzni oksidirani polifenoli (Sandu i sur., 2021).

Ekstrakcija je glavni separacijski postupak za brojne prehrambene industrije, a podrazumijeva
izdvajanje pojedinih komponenti iz smjese krutih i tekuéih ili samo tekudih ili samo krutih tvari
na osnovi razli¢ite topivosti u nekom otapalu. Tvar koja se izdvaja ima bolju topljivost od
ostalih sastojaka smjese. Kako bi doslo do ekstrakcije, potrebna je razlika u koncentraciji tvari
u grani¢énom sloju i u glavnoj masi otapala prilikom ¢ega dolazi do izjednacavanja koncentracija

otopljenih tvari, odnosno do uspostavljanja ravnoteze (Aladi¢ i sur., 2014; Joki¢ i sur., 2014).

Ekstrakcija superkriticnim fluidima (engl. Supercritical fluid extraction, SFE) je dobra
alternativa u odnosu na ekstrakciju s organskim otapalima gdje se toksi¢na organska otapala
zamjenjuju ugljikovim dioksidom (CO>) koji nije toksi¢an i nije opasan za okolis, a po zavrSetku

ekstrakcije ne nastaju sekundarni, ekoloski neprihvatljivi produkti (Joki¢, 2011).

Zagrijavanjem plinova iznad kriticne tocke ili komprimiranjem iznad kritiénog tlaka, plinovi se
prevode u superkriticno stanje gdje imaju svojstva i plina i tekuéine ¢ime postaju izuzetno
dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva. Slika 4 prikazuje fazni dijagram

temperatura-tlak (Aladi¢, 2015).



Tlak =——s=

kruto

tekuce

superkriticno

KT

plinovito

Temperatura ——m

Slika 4 Fazni dijagram temperatura-tlak (Aladi¢, 2015)
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Iz dijagrama je vidljivo da tvar nikada nece prijeéi u superkriticno stanje ukoliko joj je

temperatura niza od kriticne temperature neovisno o stalnom povecanju tlaka. U Tablici 1

prikazana su fizikalno-kemijska svojstva pojedinih fluida.

Tablica 1 Fizikalno-kemijska svojstva pojedinih fluida (Joki¢, 2011)

191
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507

508
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647

4,06
7,38
3,05
4,70
8,09

22,00
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0,468
0,23
0,287
0,272
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Prednost ekstrakcije superkriticnim fluidima je u tome Sto plinovi kao takvi bolje prodiru u

materijal, otapanje se vrsi uz bolju difuziju, nizu viskoznosti te manju povrsinsku napetost

(Tablica 2).

STANIJE FLUIDA PLIN TEKUCINA SUPERKRITICNI
FLUID
Gustoca (kg/m?3) 1 300-900 1000
Koeflcuenzt difuzije 101 103-10 10°
(cm?/s)
Viskoznost (Pa*s) 10 10* 103

Osim toga, ovu metodu separacije karakterizira visoka selektivnost, jednostavnije uklanjanje
otapala koja su jeftina, koja nisu otrovna i koja su neopasna za okolis, a ekstrahiranje je
mogucde na sustavima razliCitih kapaciteta. Separacija je jednostavna i brza zbog moguénosti
kontrole topivosti komponenata promjenom tlaka i temperaturama jer je kriticna
temperatura ugljikovog dioksida relativno niska ¢ime se omoguduje separacija termolabilnih i
izrazito hlapivih substanci niske relativne molekulske mase i visokog tlaka pare. Neki od
nedostataka ekstrakcije superkriticnim fluidima su: sloZzenost procesa, skupoéa procesne
opreme, veliki utrosak energije za komprimiranje plinova, rad pri visokim tlakovima te

kompleksna regeneracija otapala (Aladi¢, 2015; Bruner, 2005; Senjkovi¢ i Stani¢, 1994).

Ekstrakcija superkritiénim fluidima odvija se kroz pet uzastopnih faza. U prvoj fazi, superkriti¢ni
fluid difuzijom prolazi kroz film fluida do povrsine Cestice. U drugoj fazi, superkriti¢ni fluid
prolazi i difundira kroz vanjski sloj omotaca krutog materijala nakon ¢ega slijedi tre¢a faza u
kojoj dolazi do kontakta fluida i otopljene tvari nakon ¢ega slijedi ekstrakcija otopljene tvari
koja zatim difundira u superkriticnom fluidu kroz vanjski sloj krutog materijala na vanjsku
povrsinu Cestice (Cetvrta faza). U petoj fazi, dolazi do difuzije otopljenih tvari u superkriticnom

fluidu kroz film superkriticnog fluida koji okruzuje cesticu u glavnoj struji fluida.
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Slika 5 prikazuje faze ekstrakcije (Joki¢, 2011).

difuzija superkriti¢nog fluida do povrsine Cestice kroz film fluida koji je
okruzuje;

prodiranje i difuzija superkriticnog fluida kroz vanjski sloj sfernog
omotaca, krutog, inertnog materijala;

kontakt superkriticnog fluida s otopljenom tvari na povrsini
neizreagirane jezgre i ekstrakcija otopljene tvari;

difuzija otopljene tvari (ulja) u superkriticnom fluidu kroz sloj vanjskog
sfernog omotaca krutog inertnog materijala na vanjsku povrsinu
Cestice;

difuzija otopljene tvari (ulja) u superkriticnom fluidu kroz film
superkriti¢nog fluida koji okruzuje ¢esticu u glavnu struju fluida.

Selektivnost pri procesu osigurava se povecanjem tlaka pri ¢emu dolazi do velike promjene
gustocde plina. Nakon §to je faza otapanja zavrsena, fluid se iz superkriticnog stanja prevodi u
stanje tlaka nizeg od superkritiénog te gubi moé otapanja (Wakao i Kaguei, 1982). Primjenom
ekstrakcije superkritiénim fludima, posebno upotrebom superkritiénog ugljikovog dioksida,
omoguceno je da se iz biljnog materijala dobiju zacini, biljna i eteri¢na ulja, aromati¢ne

komponente te komponente s antioksidacijskim i antibakterijskim djelovanjem (Aladi¢, 2015).

Superkriti¢ni ugljikov dioksid (CO.) je najpozeljnije otapalo za proces ekstrakcije superkriti¢nim
fludima jer zadovoljava sve uvjete za izbor otapala, a to su: nije otrovan, nema niti mirisa niti
okusa, ekoloski je prihvatljiv, nije zapaljiv, dostupan je i u velikim koli¢cinama, nije skup i ima
nisku kritiénu temperaturu koja iznosi 31,1°C $to omogucava ekstrakciju termolabilnih
sastojaka (Buci¢-Koji¢ i sur., 2013). Slika 6 prikazuje fazni dijagram temperatura-tlak za

ugljikov dioksid (Joki¢, 2011).
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FilFa)

Superkriticno
- 387

Tekuce
Kruto

GELT Plinovito

0,101

_TBS -56.7 31 TeO

Slika 7 prikazuje prijelaz CO; u superkriticno stanje. Ispod kriti¢nih vrijednosti tlaka i
temperature, CO; postoji u tekucoj i plinovitoj fazi. Povec¢anjem temperature gustoéa plinovite
faze i gustoca tekuce faze postaju sve slicnije, prilikom ¢ega se vidljivost granice faza smanjuje.
Kada se postigne kriticna temperatura od 31,1°Ci kriti¢ni tlak od 7,4 MPa, faze formiraju novu
homogenu fazu odnosno superkritiéno otapalo, a razlika izmedu tekuée i plinovite faze postaje

uocljiva (Joki¢, 2011).
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Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound assisted extraction - UAE) je
nekonvencionalna, novija tehnika koja se sve ceS¢e primjenjuje u ekstrakciji bioaktivnih
komponenata zbog visoke ucinkovitosti, jednostavnosti i niske cijene u odnosu na
konvencionalne metode ekstrakcije, ekstrakcije mikrovalovima te ekstrakcije superkriti¢nim
fluidom (Buci¢-Koji¢, 2013). Kod ove metode, prolaskom ultrazvucnih valova kroz otapalo
dolazi do poboljSanja prijenosa mase S$to uzrokuje nastajanje kavitacije. Djelovanjem
ultrazvuka dolazi do nastajanja longitudinalnih valova koji uzrokuju nagle promjene tlaka i
nastajanje velikog broja mikroskopskih mjehuriéa koji rastu i nakon odredenog vremena
pucaju Sto dovodi do pucanja stanicnih stijenki biljnog materijala te kao rezultat toga dolazi

do brZeg prijenosa mase i smanjenja potrosnje otapala (Vinatoru, 2001).

Prednosti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom su: jednostavno rukovanje, koristenje nizih
temperatura, koristenje manjih koli¢ina otapala, smanjenje potrosnje energije, veéi prinos
ekstrakcije te niske cijene opreme. S druge strane postoje i odredeni nedostaci kao $to su
nastajanje slobodnih radikala i degradacijskih produkata zbog stvaranja mikrookruzenja s
visokim tlakom i visokom temperaturom kao posljedica implozije kavitacijskih mjehuric¢a.
Optimizacijom procesnih uvjeta ekstrakcije kao Sto su frekvencija, snaga, vrijeme,
temperatura, vrsta otapala, omjer otapala i biljnog materijala, moguée je poboljsati
iskoriStenje ekstrakcije, kinetiku ekstrakcije te poboljsati selektivnost ekstrakcije. U odnosu na
uobicajene metode ekstrakcije, UAE traje krace i provodi se na relativno niskim
temperaturama (do 70 °C). Dokazano je da najveéi utjecaj na selektivnost i efikasnost

ekstrakcije ima odabir otapala (Banozi¢, 2022).

Metoda odzivnih povrsina (engl. Response Surface Metodology - RSM) je jedan od najcesce
koristenih eksperimentalnih planova koji se koristi za optimizaciju, a cija je svrha pronalazak
optimalnih uvjeta za dobivanje optimalnog odziva. Takoder, ova metoda daje mogucénost

procjene ucinka viSe C¢imbenika i interakcije istih na jednu ili vise varijabli odaziva.
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Za odredivanje i istovremeno rjeSavanje multivarijantne jednadzbe se koriste kvantitativni
podaci iz odgovarajucih eksperimentalnih dizajna. Ove jednadZbe se mogu graficki prikazati

kao povrsine odziva, a mogu se koristiti na sljedece nacine:

1. Za opisivanje utjecaja testnih varijabli na odgovor,
2. Za odredivanje medusobnog odnosa medu testnim varijablama te
3. Za opisivanje kombiniranog ucinka svih testnih varijabli na odgovor (Radojkovicisur., 2012).

Eksperimentalni dizajn ili plan pokusa je set eksperimenata koji je odreden matricom, a daje
podatke o razli¢itim kombinacijama nezavisnih varijabli. RSM je multivarijantna statisticka
tehnika koja se vrlo Cesto koristi kako bi se procijenio utjecaj nezavisnih varijabli na zavisne.
Nezavisne varijable predstavljaju parametre koji utjecu na proces, dok se zavisne varijable
nazivaju odzivi. Dva najce$ée koriStena eksperimentalna dizajna koji se koriste u RSM metodi

Su:

1. Behnkenov plan pokusa (engl. Box-Behnken design - BBD) koji je i koristen u ovom radu
i

2. Centralno-kompozitni dizajn (engl. Central composite rotable design - CCD).

RSM metoda zahtjeva manji broj eksperimenata i manje vremena u odnosu na druge

statisticke tehnike za opisivanje modelnog sustava. Provodenje metode se odvija u tri koraka:

1. Korak- preliminarna faza: odredivanje nezavisnih parametara i njihove razine,
2. Korak- odabir eksperimentalnog dizajna te formiranje i verificiranje modela koji opisuje
odnos izmedu nezavisnih i zavisnih varijabli na osnovi eksperimentalnih podataka,
3. Korak- aproksimacija rezultata funkcijama prvog ili drugog reda ovisno o sloZenosti
procesa, ali i o odabiru i razini nezavisnih varijabli.
U modelima u kojima eksperimentalni podaci ne tvore krivulju, interakcije nezavisnih varijabli
ne utje€u na odziv. Tada se podaci mogu aproksimirati linearnom funkcijom, a dobivena

aproksimacija modela prvog reda glasi (1):

Y=p0+pB1x1+ B2x2 + --- Bixi + ¢ (D

gdje Y predstavlja zavisnu varijablu, x nezavisne varijable, f koeficijente modela, a £ pogresku

koja se javlja u odzivu.

12



TEORISKI DIO

Ako se eksperimentalni podaci ne mogu aproksimirati linearnom funkcijom, koristi se polinom

drugog reda (2):

Y=p0+3 Bjkj=1Xj+3 Bjjkj=1Xj2+3 }i (2)

Y — promatrani odziv

B0 — konstanta jednadzbe odzivnog polinoma;

Bj — koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
Bjj — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
Bij — koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma;

Xi i Xj — kodirane nezavisne varijable (tlak i temperatura) (Banozi¢, 2022).
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Cilj ovog rada je:

<9

Provesti ekstrakciju masnih kiselina iz unutarnjih pregrada oraha primjenom

ekstrakcije superkritiénim CO2 (SC-CO,),

Analizirati sastav masnih kiselina pomocu plinske kromatografije s plameno-

ionizacijskim detektorom (GC-FID),
Ekstrahirati fenolne spojeve iz odmaséene pogace unutarnjih pregrada oraha nakon
CO; ekstrakcije primjenom ultrazvuka, koristenjem ultrazvucne sonde pri razli¢itim

procesnim uvjetima (otapalo, amplituda, impuls),

Odrediti antioksidacijsku aktivnhost te udio ukupnih fenola u ekstraktima

spektrofotometrijskim metodama,

Optimizirati proces ekstrakcije primjenom metode odzivnih povrSina koristenjem

programa Design Expert®,

U dobivenim ekstraktima identificirati i kvantificirati pojedine fenole primjenom

tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom niza dioda (HPLC-DAD).
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3.2. MATERIJALI

3.2.1. UNUTARNJE PREGRADE ORAHA

Osusene pregrade oraha (J.regia) dobivene su od OPG-a Lidija Burilo (Pakovo, Hrvatska) 2022.
godine (Slika 8A). Biljni materijal je samljeven pomocu laboratorijskog mlina neposredno prije

samih ekstrakcija (Slika 8B).

Slika 8 Osusene pregrade oraha (A); usitnjene pregrade oraha prije ekstrakcije (B)

3.2.2. UREDAJI

e Analiticka vaga Crystal - 200 CAL CE (Gibertini Elettronica, Italija),

e Uredaj za usitnjavanje uzorka SM-4500C (mrc Sample mill, Njemacka),

e Ekstraktor sa superkriticnim CO; (ru€no izraden uredaj, Prehrambeno-tehnoloski
fakultet Osijek, Hrvatska),

e HPLC sustav Agilent 1260 Infinity O Il (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija,
SAD),

e Uredaj za plinsku kromatografiju (GC/FID) Agilent, GC 7890A (Agilent Technologies,
Lake Forest, SAD)

e Spektrofotometar UV/VIS LLG-uniSPEC 2 (LLG Labware, Wilmington, Delaware, SAD)

e SuSionik Heratherm (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD),

16
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e Ultrazvucna sonda UP400St (Hielscher Ultrasonics GmbH),
e Vakuum upariva¢ SpeedVac SPD1030 (TermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD).

e Ultracista Millipore voda,

e 95%tni etanol Gram Mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska),

e 50%tna vodena otopina etanola (vodene otopine reagensa pripremljene s ultracistom
Milli-Q vodom, Millipore/Simplicity 185 sustav),

e 1,1-difenil-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma Aldrich (Steiheim, Njemacka),

e Metanol, HPLC &istoce (J. T. Baker, Poljska),

e Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, Njemacka),

e Galna kiselina, ¢istoée 97,5 %, Sigma-Aldrich (Steiheim, Njemacka),

e NayCOs (Gram-mol d.o.o., Hrvatska).

Prije ekstrakcije, 100 g uzorka je usitnjeno u uredaju za usitnjavanje uzorka SM-4500C (mrc
Sample mill, Njemacka) prikazanom na Slici 9 u trajanju od 1 minute na 4000 rpm kako bi se
povecala povrsSina uzorka i samim time ubrzao i poboljSao postupak ekstrakcije. Nakon

usitnjavanja, uzorak je podvrgnut postupku ekstrakcije sa CO; u superkritiécnom stanju.
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Ekstrakcija ulja iz usitnjenih pregrada oraha superkriticnim CO», Cisto¢e 99,95% (v/v),

proizvodaca Messer (Ruse, Slovenija), provedena je pri sljedeéim procesnim uvjetima:

e tlak u ekstraktoru: 300 bar,
e temperatura ekstrakcije: 40 °C,

e protok fluida: 1,4 kg/h.

Ekstrakcija je trajala 60 minuta, a procesna shema ekstraktora dana je na Slici 10.

1. Kompresor; 2. CO, spremnik; 3. Izmjenjivac topline od nehrdajuéeg celika; 4. Rashladna kupelj; 5.
Zrakom pogonjena hidrauli¢cna pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor; 9.
Separator; 10. Vodena kupelj; 11. Centralizirani sistem grijaca od staklenih vlakana; 12. Mjerac

protoka

Po zavrSetku ekstrakcije, dobivena je odmaséena pogaca koje se dalje koristila kao polazni
materijal u postupku ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, a u dobivenom CO; ekstraktu
odredio se sastav masnih kiselina koristenjem plinskog kromatografa GC 7890A (Agilent

Technologies, Lake Forest, SAD).
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3.3.3. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM (UAE)

Nakon CO; ekstrakcije, odvagano je 1,5 g odmaséene pogace te pomijesano sa 30 mL otapala

u falkon epruvete od 50 mL. Kao otapalo koristila se 48%-tna vodena otopina etanola, 96%-tni

etanol te destilirana voda prema BBD. Za ultrazvuénu ekstrakciju koristila se ultrazvué¢na sonda

UP400St (Hielscher Utrasonics GmbH) (Slika 11) minimalne snage 400 W, frekvencije

minimalno 24 kHz, radne amplitude 20-100% te impulsa podesivog od 20-100%, a vrijeme

ekstrakcije bilo je 60 sekundi. Radni uvjeti za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom su

prikazani u Tablici 3.

Tablica 3 Radni uvjeti za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom (prema BBD)

0
48
48
96
48
48
0
96
0
96
0
96
48
48
48
48
48

60
60
20
60
60
100
60
60
20
20
100
100
60
20
100
60
60

100
60
20
20
60

100
20

100
60
60
60
60
60

100
20
60
60

(O=destilirana voda, 48% = 48%-tna vodena otopina etanola, 96= 96%-tni etanol)
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Slika 11 Ultrazvucna sonda UP400St (lzvor: autor)

Slika 12 Tekuci ekstrakti dobiveni primjenom ultrazvuka nakon filtracije (lzvor: autor)

Nakon ultrazvu¢ne ekstrakcije, uzorci su profiltrirani preko filter papira, a potom je
odpipetirano 8 mL filtrata i prebaceno u izvagane falkon epruvete od 15 mL koje su uparene
na SpeedVac SPD1030 uredaju (Slika 13). Nakon uparavanja, dobiven je suhi ekstrakt koji je

koriSten za daljnju analizu.
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Slika 13 SpeedVac SPD1030 (lzvor: autor)

3.3.4. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

Odredivanje ukupnih fenola vrsilo se prema modificiranoj spektrofotometrijskoj metodi
(Jakobek i sur., 2007) prilikom koje se kao kalibracijski standard koristio Folin-Ciocalte reagens
i galna kiselina. Prvo su pripremljene otopine za mjerenje na nacin da je 20 uL uzorka
koncentracije 1 mg/mL razrijedeno sa 1580 L destilirane vode. Potom je otopinama dodano
100 pL nerazrijedenog Folin-Ciocalte reagensa te nakon 3 minute 200 g/L otopine Na,COs koja
se dodala kako bi se reakcija zaustavila. Otopina natrijeva karbonata pripremljena je na nacin
da se 200 g bezvodnog natrijeva karbonata kuhalo u 1 L vode. Takvi pripremljeni uzorci su
potom termostatirani kroz 30 minuta na temperaturi od 40°C, a potom mjereni. Mjerenje
apsorbancije je provedeno pri 765 nm kroz tri paralele na UV/VIS Spektrofotometru (LLG-
uniSPEC 2). Dobiveni rezultati su izraZeni kao % ekvivalenta galne kiseline (GAE) po masi suhog
ekstrakta, izraCunati prema kalibracijskoj krivulji koja je konstruirana za razli¢ite koncentracije
galne kiseline (5-5000 pg/mL). Slika 14 prikazuje uzorke nastale tijekom odredivanja ukupnih

fenola u dobivenim ekstraktima.

Slika 14 Uzorci nastali tijekom odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima od pregrada oraha
(Izvor: autor)
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3.3.5. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata je odredena DPPH metodom koja se zasniva na redukciji
slobodnog radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) u prisutnosti antioksidansa (Bisby i sur.,

2008). Ova reakcija je pracena promjenom boje iz ljubic¢aste u Zutu (Slika 15).

Slika 15 Promjena boje uzorka nakon dodatka DPPH otopine (lzvor: autor)

Otopine za mjerenje su dobivene na nacin da se u 1,2 mL ekstrakta, koncentracije 0,25 mg/mL,
dodavalo 0,5 mL svjeZe pripremljene DPPH otopine. Nakon 30 minuta stajanja uzorka u mraku,
izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 517 nm na spektrofotometru UV/VIS LLG

Labware (model: LLG-uniSPEC). Rezultati su izra¢unati prema jednadzbi (3):

0h DPPH = WpPPHYAR)4s \ 00 | (3)

AppPH

Gdje je:

Apppy- kontrola apsorbancije gdje je umjesto uzorka dodan metanol,
Ap- apsorbancija uzorka (umjesto DPPH je dodan metanol),

A,- apsrorbancija uzorka koji je pomjesan sa DPPH otopinom,

Rezultati su izraZeni kao postotak inhibicije DPPH radikala (%DPPH).
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Dobiveni ekstrakt ultrazvucne ekstrakcije (1:20) podvrgnut je analizi, a najprije se proveo
postupak filtracije kroz politetrafluoroetilen (PTFE) filtere s veli¢inom pora 0,45 um u vialu od
6 mL. Ovim postrupkom su uklonjene krute Cestice koje bi potencijalno mogle ostetiti cijeli

HPLC sustav.

Koristenjem HPLC sustava Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornija, SAD) analizirali su se fenoli u dobivenim ekstraktima. HPLC sustav je opremljen
kvarternom pumpom (G7111B), grijaem kolone (G7116A), temperaturnog raspona od 10 do
85 °C, DAD detektora (G7115A), autosamplerom (automatskog uzorkivada) (G7129A)
kapaciteta od 36 viala od 6 mL sakupljaca frakcija (G1364E). Pomocu ra¢unalnog programa

ChemStation vrsila se obrada podataka i upravljanje sustavom.

Navedeni sustav koristen je za odvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenola iz ekstrakata
unutarnjih pregrada oraha. Kromatografsko razdvajanje postignuto je koristenjem kolone
InfinityLab Inertsil ODS-3V, duljine 250 mm, s unutarnjim promjerom od 4,6 mm i veli¢inom

Cestica 5 um.

Odvajanje analiziranih spojeva provedeno je gradijentnim eluiranjem pri brzini protoka od 1
mL/min tijekom 65 minuta, pri cemu je kao faza A koristena 0,1% mravlja kiselina u miliQ vodi
(Millipore Simplicity 185, Darmstadt, Njemacka), a kao faza B 0,1% mravlja kiselina u
metanolu. Gradijent je postavljen kako slijedi: 0,00-8,00 min 90% A; 8,00-16,00 min 75% A;
16,00-28,00 min 55% A: 28,00-55,00 min 20% A; od 55,00-65,00 min 10% A nakon cega je
uslijedilo period od 15 min gdje su se uvjeti analize vratili na poc¢etnu vrijednost. Volumen
injektiranja bio je 10 uL, valna duljina UV detekcije bila je 240, 250, 260, 270, 280, 330 i 360

nm, a analiza je provedena na 50 °C.

Slika 16 prikazuje visoko djelotvoran tekudinski kromatograf s detektorom s nizom dioda
(Agilent Technologies 1260 Infinity, SAD) koji je koristen za razdvajanje, identifikaciju i

kvantifikaciju fenola iz ekstrakata unutarnjih pregrada oraha.
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Identifikacija fenolnih spojeva provedena je usporedbom vremena zadrZavanja i spektara
izdvojenih pikova s dostupnim standardima, dok je kvantifikacija izvrSena pomocéu metode
vanjskog standarda preko kalibracijskih krivulja. Vrijeme zadrzavanja pojedinog fenolnog spoja

dano je u Tablici 4.
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Tablica 4 Vrijeme zadrzavanja pojedinog fenolnog spoja

6,724 0,99904
10,646 1,00000
12,406 0,99505
12,613 0,99997
12,952 0,99997
13,418 0,99995
13,780 0,99997
15,612 0,99167
16,420 0,99999
17,673 0,99983
17,773 0,99736
19,840 0,99995
22,590 0,99760
24,436 0,99998
24,962 0,99992
25,130 0,99996
25,309 0,99999
27,076 0,99998
27,522 0,99986
29,833 0,99997
30,574 0,99999
30,664 0,99984
30,878 0,99999
31,503 0,99939
31,708 0,95516
32,345 0,99993
33,402 0,98601
34,035 0,99777
38,707 0,99996
38,918 0,99997
40,103 1,00000
42,200 0,99990
47,644 0,99774
47,962 0,99988
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Vrijeme zadrZavanja za galnu kiselinu bilo je 6,724 min, za protokatehui¢nu kiselinu 10,646
min, za epigalokatehin 12,406 min, za neoklorogensku kiselinu 12,613 min, za katehin 12,952
min, za pelargonin 3 glukozid 13,418 min, za procijanidin B2 13,780 min, peonidin 3 arabinozid
15,612 min, za klorogensku kiselinu 16,420 min, za kafeinsku kiselinu 17,673 min, za
epikatehin 17,773 min, za siringi¢nu kiselinu 19,840 min, za 2,3,dihidroksi benzojevu kiselinu
22,592 min, za 7-hidroksi kumarin 24,436 min, za p-kumarinsku kiselinu 24,962 min, za
procijanidin A2 25,130 min, za skopoletin 25,309 min, za trans feruli¢nu kiselinu 27,076 min,
za sinapi¢nu kiselinu 27,522 min, za benzojevu kiselinu 29,833 min, za narginin 30,574 min,
za rutin 30,664 min, za kvercetin 3-B-D-glukozid 30,878 min, za resveratrol 31,503 min, za
elagi¢nu kiselinu 31,708 min, za floridzin dihidrat 32,345 min, za miricetin 33,402 min, za
herniarin 34,035 min, za kvercetin 38,707 min, za naringenin 38,918 min, za hesperetin 40,103

min, za apigenin 42,200 min, za krisin 47,644 min i za flavon 47,962 min.

Standardne kalibracijske krivulja za sve standarde fenola pripremljene su u rasponu od 1,00-
50,0 pg/mL. Linearnost kalibracijske krivulje potvrdena je s R? = 0,99904 za galnu kiselinu,
R?=1,00000 za protokatehui¢nu kiselinu, R?=0,99505 za epigalokatehin, R?=0,99997 za
neoklorogensku kiselinu, R?=0,99997 za katehin, R?=0,99995 za pelargonin 3 glukozid,
R?=0,99997 za procijanidin B2, R?=0,99167 za peonidin 3 arabinozid, R?=0,99999 za
klorogensku kiselinu, R>=0,99983 za kafeinsku kiselinu, R?=0,99736 za epikatehin, R?=0,99995
za siringiénu kiselinu, R?=0,99760 za 2,3, dihidroksi benzojevu kiselinu, R?=0,99998 za
7-hidroksi kumarin, R?=0,99992 za p-kumarinsku kiselinu, R?=0,99996 za procijanidin A2,
R?=0,99999 za skopoletin, R?=0,99998 za trans feruli¢nu kiselinu, R?=0,99986 za sinapi¢nu
kiselinu, R?=0,99997 za benzojevu kiselinu, R?=0,99999 za narginin, R?=0,99984 za rutin,
R?=0,99999 za kvercetin 3-B-D-glukozid, R>=0,99939 za resveratrol, R?=0,95516 za elagi¢nu
kiselinu, R?=0,99993 za floridzin dihidrat, R2=0,98601 za miricetin, R =0,99777 za herniarin,
R?=0,99996 za kvercetin, R?=1,00000 za hesperetin, R?=0,99990 za apigenin, R>=0,99774 za
krisin i R2=0,99988 za flavon.
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Priprema metilnih estera masnih kiselina provedena je prema normi HRN EN ISO 12966-2.
Prvo je odvagano 100 mg ekstrahiranog uzorka CO; ekstrakta unutarnjih pregrada, potom
dodano 10 mL heksana i muckano u tresilici (HS260 control, IKA Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Njemacka) dok se nije otopila sva mast. Za pripremu metilnih estera masnih kiselina,
dodano je 200 pL 2M metanolne otopine kalij hidroksida (bazno katalizirana
transesterifikacija). Uzorci su muckani 30 s, a potom centrifugirani 15 min na 3000 rpm i

temperaturi od 15°C.

Nakon toga, 200 uL uzorka je filtrirano kroz PTFE filter prije injektiranja u plinski kromatograf.
Pripravljeni metilni esteri masnih kiselina analizirani su plinskom kromatografijom prema
normi HRN EN ISO 12966-4, a koristen je plinski kromatograf 7890B (Agilent Technologies,

Lake Forest, SAD) po temperaturnom programu prikazanom u Tablici 5.

Kapilarna kolona HP88 100 x 0,25 mm x 0,20

a(elieh fat pum (Agilent Technologies, Lake Forest, SAD)
DETEKTOR: FID detektor
AUTOINJEKTOR: Agilent 7683 A
TEMPERATURA INJEKTORA: 250 °C
VOLUMEN INJEKTIRANIJA: 1puL
SPLIT/ SOITLESS MOD: Split 1:50
PLIN NOSAC | PROTOK: Helij 5.0; 2 mL/min
120°C, 1 min; 10°C/min do 175°C zadrzavanje
TEMPERATURNI PROGRAM: 10 min; 5°C / min do 210°C zadrzavanje 5 min;

5°C/min do 230°C zadrZavanje 5 min

Helij 40 mL/min; Zrak 450 mL/min; Dusik 30
mL/min

FID PARAMETRI:

VRIJEME URAVNOTEZENJA KOLONE

IZMEDU ANALIZA: 2 minute na 120°C

Metilni esteri masnih kiselina identificirani su usporedbom s vremenima zadrzavanja (engl.
retention time) 37 metil estera masnih kiselina standardne smjese analizirane pri istim
uvjetima. Pri svakoj analizi, uz uzorke i standard, koriSten je i certificirani referentni materijal
koji je pripremljen i analiziran na isti nacin kao i uzorci. Rezultat je izraZzen kao postotak (%)

pojedine masne kiseline u odnosu na ukupno odredene masne kiseline. Granica detekcije
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metode je bila 0,1%. Vrijednosti utvrdene u validacijskom postupku za parametar istinitosti su
usporedivane s kriterijem definiranim Pravilnikom o provodenju analitickih metoda i
tumacdenju rezultata (NN 2/2005), koji za dokazivanje istinitosti pri udjelu mase >10 pg/kg

moze odstupati od -20% do +10% u odnosu na certificiranu vrijednost (Aladi¢, 2015).
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Sve vece potrebe za iskoriStenje nusproizvoda prehrambene industrije su rezultirale
usavrSavanjem vec postojecih tehnologija prerade te zanimanje za nove tehnologije kako bi
sam proces bio sto ucinkovitiji Cime se pocinju koristiti i razne inovativne tehnike ekstrakcije
za separiranje bioaktivnih komponenti iz nusproizvoda. Unutarnje pregrade oraha su bogat
izvor fenolnih spojeva kao $to su polifenoli, flavonoidi i tanini, ali literatura o njihovom sastavu
jo$ uvijek je oskudna. Stoga je primarni cilj rada bio istraZiti moguénost iskoriStenja ovog
vrijednog nusproizvoda koji nastaje tijekom prerade oraha, primjenom inovativnih tehnika
ekstrakcije te naglasiti mogucnosti iskoristenja otpada prehrambene industrije kao bogatog
izvora visokovrijednih bioaktivnih spojeva s potencijalnom primjenom u prehrambenim i

farmaceutskim proizvodima.

Prvi korak istraZivanja ukljucivao je ekstrakciju masnih kiselina iz unutarnjih pregrada oraha
primjenom ekstrakcije superkriticnim CO; (SC-CO>) pri tlaku od 300 bar i temperaturi 40°C.
Sastav masnih kiselina analiziran je pomocu plinske kromatografije s plameno-ionizacijskim

detektorom (GC-FID), a dobiveni kromatogram je prikazan na Slici 17.

Response_ Signal: orahpregrada.D\FID1B.ch
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Sastav detektiranih masnih kiselina nalazi se u Tablici 6.

MASNA KISELINA (%)
C15:0 0,147
C16:0 8,753
Cl6:1 0,285
C17:0 0,216
C17:1 0,206

C18:1n9t + C18:1n9c 18,376

C18:2n6¢ 61,951
C18:3n3 9,339
C20:1 0,217
C22:0 0,222
C23:0 0,108

Iz Tablice 6 je uocljivo da najveci udio u SC-CO; ekstraktu unutarnjih pregrada oraha ima
linolna kiselina (C18:2n6¢c) 61,951%, potom oleinska kiselina (C18:1n9t+C18:1n9¢) 18,376%,
a-linoleinska kiselina (C18:3n3) 9,339%, palmitinska kiselina (C16:0) 8,753%, a potom u
manjim udjelima slijede palmitooleinska kiselina (C16:1) 0,285%, behenska kiselina (C22:0)
0,222%, cis-11-eikozenska kiselina (C20:1) 0,217%, heptadekanska kiselina (C17:0) 0,216%, cis-
10-heptadekanska kiselina (C17:1) 0,206%, pentadekanska kiselina (C15:0) 0,147% te

trikazanoi¢na masna kiselina (C23:0) 0,108%.

U istrazivanju Hu Q. i sur. (2020) na unutarnjim pregradama oraha udio detektiranih zasi¢enih
masnih kiselina je iznosio 1099,10 mg/kg s.tv., s najve¢im udjelom palmitinske kiseline (C16:0)
koja se cesto koristi za proizvodnju kozmetike te kao emulgator u prehrambenoj industriji.
Takoder, palmitinska kiselina ima sposobnost smanjenja kolesterola te se koristi u terapeutske
i preventivne svrhe kod bolesti poput ateloskleroze. Od nezasi¢enih masnih kiselina, linolna i
oleinska, koje su ujedno i esencijalne s dobrom oksidacijskom stabilno$éu, su bile

najzastupljenije Sto se slaze sa eksperimentalnim podacima dobivenim u ovome radu.
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Nakon SC-CO; ekstrakcije zaostaje materijal bogat fenolnim spojevima koji su se iz unutarnjih
pregrada oraha u daljnjem eksperimentu ekstrahirali primjenom ultrazvuka koriStenjem
ultrazvuéne sonde pri razli¢itim procesnim uvjetima (otapalo, amplituda, impuls). Udio
ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost u ekstraktima odredila se spektrofotometrijskim
metodama. Za odredivanje ukupnih fenola koriStena je metoda po Folin-Ciocalteu. Kod ove
metode, nakon dodatka Folin-Ciocalteu reagensa, nastaje obojeni produkt plave boje zbog
oksidacije fenolnih grupa iz uzorka dok je ostatak nereduciranog reagensa zute boje (Bogadi,
2021). Tablica 7 prikazuje udio ukupnih fenola u SC-CO; ekstraktu unutarnjih pregrada oraha
(mg/L) u ovisnosti od procesnih uvjeta ultrazvuc¢ne ekstrakcije (otapalo, amplituda, impuls)
prema BBD iz koje je uocljivo da je najveda koncentracija ukupnih fenola zabiljezena
koristenjem 96%-tnog etanola kao otapala, amplitude 100% i impulsa 60% (1444,67 mg/L),
dok je najmanje ukupnih fenola zabiljeZzeno u ekstraktu u kojem se kao otapalo koristila voda
s amplitudom 60% i impulsom 20% (126,00 mg/L). Stoga je za ekstrakciju bioloski aktivnih
spojeva iz biljaka vrlo bitan pravilan izbor otapala, a odabire se ono otapalo koje ima sli¢nu

polarnost kao tvar koja se Zeli ekstrahirati (Altemimi i sur., 2017).

Lapornik i sur. (2005) proveli su istrazivanje utjecaja vode i vodenih otopina metanola i etanola
na ekstrakciju fenolnih spojeva iz nusproizvoda grozda te crnog i crvenog ribizla. Rezultati su
pokazali da je prinos fenolnih spojeva primjenom ekstrakcije vodenim otopinama metanola i
etanola bolji, nego kod primjene ekstrakcije ¢istom vodom. Rezultat se pripisuje manjoj
polarnost vodenih otopina sto je u skladu s eksperimentalnim podacima dobivenim u ovom

radu.
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Eksp. OTAPALO AMPLITUDA IMPULS l:g::gtlll
% % % GAE mg/L
1 0 60 100 148,00
2 48 60 60 707,33
3 48 20 20 757,33
4 96 60 20 1381,33
5 48 60 60 805,33
6 48 100 100 777,33
7 0 60 20 126,00
8 96 60 100 1166,67
9 0 20 60 140,00
10 96 20 60 1166,00
11 0 100 60 149,33
12 96 100 60 1444,67
13 48 60 60 942,67
14 48 20 100 886,00
15 48 100 20 795,33
16 48 60 60 888,00
17 48 60 60 801,33

Rusu i sur. (2018) su istrazivali fitokemijski sastav ekstrakata unutarnjih pregrada oraha u cilju

optimizacije metode ekstrakcije kojom bi se dobio ekstrakt s visokim sadriajem aktivnih

spojeva iz biljnog materijala. Takoder, u cilju im je bila analiza fitokemijskog profila ekstrakta

unutarnjih pregrada oraha uz primjenu tekuéinske kromatografije visoke ucinkovitosti-

tandemna spektometrija (LC-MS/MS). Ekstraktu unutarnjih pregrada koji je sadrzavao najveci

udio polifenola, ispitana je antioksidacijska aktivnost (DPPH metodom i metodama inhibicije

tirozinaze te FRAP metodom engl. ferric reducing antioxidant power). Rezultati istraZivanja su

pokazali da su primjenom Ultera-Turrax i acetonske ekstrakcijske metode dobiveni ekstrakti s

najveéim udjelom bioloski aktivnih spojeva iz ¢ega se moZe zakljuciti da na udio fenola u

ekstraktu uvelike utjeCe i sam postupak ekstrakcije.
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Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta pregrada oraha koristila se DPPH metoda
koja se temelji na redukciji DPPH iona. Antioksidacijska tvar ima moguénost doniranja atoma
vodika ili prijenos elektrona na DPPHe molekulu koja time prelazi u stabilni reducirani oblik
DPPH-H prilikom ¢ega dolazi do promjene boje iz ljubicaste u Zutu. S obzirom da svjetlo izravno
ometa reakciju DPPHe radikala s tvari, ubrzavajuci smanjenje apsorpcije i mijenjajuéi konacne
rezultate, ovu metodu je potrebno provoditi u mraku. Mjerenjem apsorbancije prati se
promjena intenziteta boje pri valnoj duljini od 517 nm (Mishra i sur., 2012). U Tablici 8 je
prikazana antioksidacijska aktivnost (%) SC-CO. ekstrakata unutarnjih pregrada oraha u

ovisnosti od procesnih uvjeta ultrazvuéne ekstrakcije prema (BBD).

Eksp.  OTAPALO  AMPLITUDA  IMpuls /" NTIOKSIDATIVNA

AKTIVNOST
% % % %
1 0 60 100 95,557
2 48 60 60 97,263
3 48 20 20 98,274
4 96 60 20 99,246
5 48 60 60 97,679
6 48 100 100 99,207
7 0 60 20 94,830
8 96 60 100 97,858
9 0 20 60 95,294
10 96 20 60 99,821
11 0 100 60 96,608
12 96 100 60 99,187
13 48 60 60 98,473
14 48 20 100 99,048
15 48 100 20 99,306
16 48 60 60 98,552
17 48 60 60 98,909
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Iz Tablice 8 je vidljivo da je antioksidacijska aktivnost u svim uzorcima slicna neovisno o
promjeni procesnih parametara (otapalo, amplituda, impuls). Ipak, najbolje rezultate pokazuje
ekstrakt koji je pripremljen sa 96%-tnim etanolom, uz amplitudu 20% te impuls 60%
(99,821%). Najslabija antioksidacijska aktivnost je dobivena primjenom vode kao otapala pri
amplitudi od 60% i impulsu od 20% (94,830%). S obzirom na dobivene vrijednosti za ukupne
fenole i antioksidacijsku aktivnost, vidljivo je da je primjena 96%-tnog etanola kao otapala
rezultirala najveéim vrijednostima te ako se pogledaju dobivene vrijednosti moze se zakljuciti

da su ukupni fenoli i antioksidacijska aktivnost u medusobnoj koleraciji.

Nekoliko je autora istrazivalo antioksidacijsku aktivnost unutarnjih pregrada oraha. Chen i sur.
(2022) su procjenjivali antioksidacijski ucinak ekstrakta unutarnjih pregrada oraha na
rafinirano sojino ulje tijekom postupka dubokog przenja. Ekstrakt je uspjeSno odgodio
toplinsku oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina i inhibirao potencijalno stvaranje toksi¢nih
komponenti kao Sto su toksi¢ni aldehidi ili polimeri triglicerida. Ovi rezultati mogu biti

posljedica antioksidacijskih i sinergisti¢kih sposobnosti.

Zhang i sur. (2020) su dokazali da se antioksidacijski kapacitet unutarnjih pregrada oraha
povecava u ovisnosti o koncentraciji fenola. Takoder, na antioksidacijsku aktivnost je utjecala i
primijenjena metoda ekstrakcije. Rezultati su pokazali da su ekstrakti unutarnjih pregrada
oraha dobiveni ekstrakcijom metanolnom kondenzacijom uz refluks bili aktivniji u usporedbi s

ekstraktima dobivenim ekstrakcijom potpomognutom enzimima i ultrazvu¢nim valovima.

Hu i sur. (2021) su analizirali antioksidacijsko djelovanje dva razliCita ekstrakta. Prvi ekstrakt je
bio pripravljen vruéom vodom (temperature 80°C, 1:20 w/v), a drugi 70%-tnom vodenom
otopinom etanola (sobna temperatura). Oba ekstrakta pokazala su visoko antioksidacijsko
djelovanje i sposobnost zastite HepG2 stanica. Takoder, navedeni ekstrakti su pokazali

ucinkovito djelovanje u uklanjanju DPPH iona i ABTS (C1gH18N4O¢Sa4).

Provedena je i optimizacija procesa ultrazvucne ekstrakcije primjenom metode odzivnih
povrsina koristenjem programa Design Expert®. Svrha optimizacije bila je pronalazak

optimalnih uvjeta u odnosu na ukupne fenole i antioksidacijsku aktivnost. Ova metoda se ¢esto
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koristi u prehrambenoj industriji za poboljSanje procesa i iskorisStenja, a da pri tome ne dode
do povecanja troskova i vremena. Tablica 9 prikazuje statisticku analizu (ANOVA) prikladnosti
aproksimacije eksperimentalno dobivenih vrijednosti za ukupne fenole pri ekstrakciji

potpomognutoj ultrazvukom polinomnim modelom primjenom visestruke regresije.

IZVOR
SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
VARLABILNOSTI
Model 2,731E+06 9 3,034E+05 35,17 < 0,0001
X:-Otapalo 2,640E+0,6 1 2,640E+06 305,95 < 0,0001
Xz-Amplituda 5904,04 1 5904,04 0,6843 0,4354
Xz-lmpuls 840,30 1 840,30 0,0974 0,7641
XXz 18136,01 1 18136,01 2,10 0,1904
X1X3 14001,99 1 14001,99 1,62 0,2433
XoX3 5378,02 1 5378,02 0,6234 0,4557
) 43134,42 1 43134,42 5,00 0,0604
X7 31,09 1 31,09 0,0036 0,9538
X 2078,34 1 2078,34 0,2409 0,6386
Ostatak 60393,12 7 8627,59
Nedostatak 27861,79 3 9287,26 1,14 0,4335
modela
Pogreska 32531,33 4 8132,83
Ukupno 2,791E+06 16
R? 0,9784

Iz Tablice 9 je vidljivo da regresijski model za ispitivani odziv pokazuje statistic¢ki znacajni
utjecaj s obzirom na promatranu p-vrijednost (<0,0001) uz vrijednost R? 0,9784. Nedostatak
modela nije bio statistic¢ki znacajan (p<0,05) za promatrani odzivi Sto potvrduje adekvatnost
dobivenih polinoma jednadzbi drugog i tre¢eg reda. Kada se promatra utjecaj pojedinacnih
parametara na udio fenola, jedino otapalo ima statisticki zna¢ajan utjecaj na udio ukupnih
fenola u ekstraktu unutarnjih pregrada oraha (p<0,05). Slika 18 prikazuje trodimenzionalan

dijagram odzivnih povrSina za ukupne fenole u ovisnosti otapalo-amplituda, a Slika 19
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trodimenzionalan dijagram odzivnih povrsina za ukupne fenole u ovisnost otapalo-impuls pri

ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom.

Amplituda (%) Ctapalo (%)

Slika 18 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina za ukupne fenole u ovisnosti otapalo-
amplituda pri ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom
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Slika 19 Trodimenzionalni dijagram odzivnih povrsina za ukupne fenole u ovisnosti otapalo-
amplituda pri ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom

37



REZULTATIIRASPRAVA | =

Iz trodimenzionalnih dijagrama (3D) za ukupne fenole, vidljivo je da vrijednosti istih rastu
povecanjem vrijednosti amplitude i udjela (%) etanola. Takoder, poveéanje vrijednosti impulsa

i otapala poveéava udio ukupnih fenola u ekstraktu.

Kalogiour i sur. (2021) su analiziranjem pojedinacnim flavonoida sa ANOVA-om dokazali da na

sadrzaj flavonoida u pregradama oraha znacajan utjecaj ima sorta.

Tablica 10 StatistiCka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno dobivenih

vrijednosti za antioksidacijsku aktivnost

35,74 9 3,97 13,10 0,0013
23,88 1 23,88 78,78 <0,0001
0,4376 1 0,4376 1,44 0,2687
0,0000 1 0,0000 0,0001 0,9931
0,9487 1 0,9487 3,13 0,1202
1,12 1 1,12 3,69 0,0962
0,1905 1 0,1905 0,6285 0,4539
6,76 1 6,76 22,29 0,0022
2,83 1 2,83 9,32 0,0185
0,0053 1 0,0053 0,0176 0,8982
2,12 7 0,3032
0,2747 3 0,0916 0,1982 0,8926
1,85 4 0,4619
37,87 16
0,9440

Iz Tablice 10 je vidljivo da je regresijski model za ispitivani odziv statisticki znacajan s obzirom
na promatranu p-vrijednost (0,0013) sa R? vrijednosti 0,9440. Nedostatak modela nije
znacajan za promatrani odzivi Sto potvrduje adekvatnost dobivenih polinoma jednadZbi

drugog i treceg reda.
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Kada se promatra utjecaj pojedinacnih parametara na vrijednosti antioksidacijske aktivnosti,
otapalo ima statisti¢ki znacajan utjecaj na odziv (<0,0001). Kvadratni ¢lan otapala (Xi?) i

kvadratni ¢lan amplitude (X2?) takoder imaju statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na promatrani odziv.

Slika 20 prikazuje trodimenzionalan dijagram odzivnih povrsina za antioksidacijsku aktivnost
u ovisnosti otapalo-amplituda. 1z 3D dijagrama je uocljivo da povecanjem postotka etanola u
vodenoj otopini dolazi do znacajnog rasta DPPH (%) u odnosu na udio DPPH u Ccistoj vodi.

Povecanjem vrijednosti amplitude takoder dolazi do blagog porasta antioksidacijske

aktivnosti.

DPPH (%)
Lo
[ag] =]

Amplituda (%) Otapalo (%)

Slika 21 prikazuje trodimenzionalan dijagram odzivnih povrsina za antioksidacijsku ovisnost

otapalo-impuls pri ekstrakciji potpomognutoj ultrazvukom za unutarnje pregrade oraha.
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Iz trodimenzionalnih dijagrama (3D) za antioksidacijsku aktivnost vidljivo je da otapalo
najznacajnije utjee na vrijednosti antioksidacijske aktivnosti, sto je veéi udio etanola, veée su

i vrijednosti DPPH (%). Takoder, poveéanjem impulsa i amplitude povecava se udio DPPH u

ekstraktu unutarnjih pregrada oraha.

Identifikacija fenolnih spojeva provedena je usporedbom vremena zadrZavanja i spektara
izdvojenih pikova sa dostupnim standardima, dok je kvantifikacija izvrSena pomoéu metode
vanjskog standarda preko kalibracijskih krivulja. Rezultati identifikacije i kvantifikacije

pojedinih fenola, primjenom HPLC-DAD uredaja, su prikazani u Tablici 11.
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Rezultati mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L  mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L

RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN RUN

RT SPOJ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
6,724 Galna kiselina 2,06 7,18 10,51 - 7,09 3,87 - - - - - - 5,29 7,56 9,02 6,27 6,70

10,646 | Protokatehuicna kiselina 1,18 4,36 4,11 0,86 4,37 4,99 2,42 1,45 3,42 1,01 4,04 1,06 0,63 0,77 0,62 0,74 0,59

12,406 Epigalokatehin 27,71 - 9,93 - - - - - - - - - 7,83 18,49 - - 14,52
12,613 Neoklorogenska kiselina 0,32 1,64 1,15 0,44 1,06 1,63 0,97 = 0,37 0,36 0,23 0,54 1,39 0,25 0,22 1,78 1,91
12,952 Katehin 5,25 25,60 21,22 10,18 25,97 30,34 3,22 16,44 3,35 11,47 0,63 10,97 26,77 24,91 21,60 25,84 26,53
13,418 Pelargonin 3 glukozid = 2,24 1,17 0,57 2,27 2,94 = 1,04 = 0,62 = 0,63 2,13 1,83 1,61 1,97 2,12
13,780 Procijanidin B2 4,94 5,69 4,70 0,93 5,69 5,11 4,49 - 4,84 - - - 7,67 3,60 3,24 3,58 4,32
15,612 Peonidin 3 arabinozid = 9,94 539 10,17 9,62 12,01 431 11,05 3,20 7,98 = 10,61 11,48 56,61 45,97 64,72 73,57

16,420 Klorogenska kiselina - - - - - - - - - - - - - - - - -

17,673 Kafeinska kiselina 1,06 0,1 0,11 - 0,11 0,20 1,11 - 1,16 - - - 0,09 0,11 0,09 0,13 0,14
17,773 Epikatehin 6,94 7,06 7,57 - 4,75 4,44 7,78 - 10,44 - - - 2,33 2,21 1,98 2,48 2,69
19,840 Siringicna kiselina 2,78 0,63 0,51 - 0,57 0,62 2,29 - 2,23 - - - 1,68 0,80 0,67 0,73 0,70
2,3 dihidroksi benzojeva 6,24 5,24 4,91 0,47 5,39 5,90 0,00 1,20 0,00 0,64 4,55 0,73 5,58 5,68 4,67 5,67 5,61
22,590 kiselina
24,436 7-hidroksni kumarin 0,45 - - 0,35 - - 0,49 0,84 0,48 0,58 - 0,32 0,35 0,50 0,35 - -
24,962 p- kumarinska kiselina - 0,63 - - - - - - - - - - 0,86 0,25 0,32 - -
25,130 Procyanidin A2 1,85 0,67 2,81 - 1,91 0,71 1,43 - 1,30 - - - 1,23 0,53 0,48 0,71 0,66
25,309 Skopoletin - - - - - - - - - - - - - - - - -
27,076 Trans feruli¢na kiselina - 0,37 0,47 0,14 0,37 0,42 - 0,16 0,21 0,13 - 0,16 0,39 0,37 0,49 0,39 0,41
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2,01 2,93 2,55 1,14 2,93 4,65 1,37 1,39 1,12 1,24 0,88 0,57 3,85 2,99 2,95 3,79 3,51

= 1,35 1,81 = 1,97 1,29 = 0,63 = = = = 2,77 4,37 3,62 5,34 5,97
- 0,71 1,07 - 0,80 0,79 - - - - - - 1,44 1,27 2,07 2,24 2,29
= 1,26 1,72 = 1,64 1,23 = = = = = = 3,48 2,75 2,18 1,35 0,60
1,30 2,31 2,39 0,61 2,16 2,81 1,08 0,64 1,31 0,39 1,22 0,56 1,24 2,11 3,18 3,63 3,82
7,78 73,96 76,17 15,10 77,60 81,12 1,94 23,52 3,12 14,95 - 17,59 92,87 86,32 88,45 92,06 95,95
= 0,95 0,03 = = 2,12 = = = = = = = 1,76 = 1,69 =
- 3,78 3,78 - 3,78 3,80 - - - - - - 3,75 3,78 3,78 3,80 3,80
= 10,71 9,81 3,36 10,72 12,00 = 4,63 = = = = 11,76 10,46 9,13 1,93 11,27
0,34 0,56 0,62 0,28 0,58 0,41 0,26 0,32 0,25 0,29 - 0,30 0,60 0,65 0,63 0,74 0,83
= 0,01 0,1 0,08 0,12 0,14 = = = = = = 0,75 0,20 = 0,34 0,56
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Identifikacijom i kvantifikacijom pojedinacnih fenola na HPLC-DAD uredaju utvrdena je
prisutnost 27 fenolnih spojeva, a najveci rezultat pokazala je elagi¢na kiselina (95,95 mg/L) i
to u UAE ekstraktu koji je pripravljen 50%-tnim etanolom, amplitudom 60% te impulsom 60%.
Potom su nadene velike koli¢ine peonidina 3 arabinozida (73,57 mg/L; otapalo 50%-tni etanol,
amplituda 60%, impuls 60%), katehina (30,34 mg/L; otapalo 50%-tni etanol, amplituda 100%,
impuls 100%), epigalokatehina (27,71 mg/L; otapalo voda, amplituda 60%, impuls 100%),
herniarina (12,00 mg/L otapalo 50%-tni etanol, amplituda 100%, impuls 100%), galne kiseline
(10,51 mg/L; otapalo 50%-tni etanol, amplituda 20%, impuls 20%), epikatehina (7,78 mg/L;
otapalo voda, amplituda 60%, impuls 20%), procijanidina B2 (7,67 mg/L; otapalo 50%-tni
etanol, amplituda 60%, impuls 60%), 2,3, dihidroksi benzojeve kiseline (6,24 mg/L; otapalo
voda, amplituda 60%, impuls 100%), benzojeve kiseline (5,97 mg/L otapalo 50%-tni etanol,
amplituda 60%, impuls 60%), protokatehuicne kiseline (4,99 mg/L; otapalo 50%-tni etanol,
amplituda 100, impuls 100%), sinapi¢ne kiseline (4,65 mg/L otapalo 50%-tni etanol, amplituda
100%, impuls 100%) i miricetina (3,80 mg/L otapalo 50%-tni etanol, amplituda 100%, impuls
100%; otapalo 50%-tni etanol, amplituda 60%, impuls 60%).

Ostali identificirani fenolni spojevi (neoklorogenska kiselina, pelargonin 3 glukozid, kafeinska
kiselina, siringi¢na kiseline, 7-hidroksi kumarin, p-kumarinska kiselina, procijanidin A2, trans
feruli¢na kiselina, narginin, rutin, kvarcetina 3-B-D- glukozid, florodizin dihidrat, kvarcetin,
apigenin) nadeni su nesto nizim koncentracijama. Iz dobivenih rezultata (Tablica 11) je vidljivo

da procesni uvjeti UAE imaju znacajan utjecaj na pojedinacne fenole.

Slika 22 prikazuje kromatogram ukupnih fenola dobivenih HPLC analizom na visoko
djelotvornom tekucinkom kromatografu s detektorom s nizom dioda (Agilent Tehnologies

1260 Infinity, SAD).

DADT F, Sig=330 4 Ref=off (POLIFENOLI...Ifencl uzorel 2023-04-11 12-05-261001-P1-A1-Pregrada oraha 1.0}
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Zhan i sur. (2023) detaljno su opisali razli¢ite tipove ekstrakcija (voda, etanol, metanol) gdje
svako od ispitivanih otapala ima razli¢ite ekstrakcijske afinitete prema bioaktivnim spojevima
razli¢itih bioloskih aktivnosti. Rezultati su pokazali da i vodeni i etanolni ekstrakti pokazuju
slicne rezultate medu kojim su najznacajniji udjeli elagicne kiseline, galne kiseline,
protokatehuiéne kiseline, kvercetina, katehina, niringenina iz skupine fenolnih kiselina i

epigalokatehina iz skupine flavonoida, a sli¢ni rezultati su dobiveni i u ovom radu.

Takoder, autori su naveli da su u etanolnom ekstraktu unutarnjih pregrada oraha,
ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom (materijal:otapalo omjer 1:40 g/mL, s
koncentracijom etanola od 30%, trajanjem ekstrakcije 15 min, pri temperaturi od 50°C ), dobili

ukupnu koli¢inu fenola u vrijednosti 56,46 mg GAE/g.

Lui i sur. (2019) su istrazivali profil unutarnjih pregrada oraha, a rezultati su potvrdili 75
pojedinacnih fenolnih spojeva u koje spadaju flavonoidi, tanini i fenolne kiseline. Takoder, u
etanolnom ekstraktu unutarnjih pregrada oraha ukupan sadrzaj polifenola je iznosio 122,78 +

2,55 GAE.

Takoder, Chen i sur. (2022) su u ekstraktu oraha identificirali 31 fenolni spoj od kojih su u
najve¢em udjelu bili katehin, kvercitrin, taksifolin, kvercetin 3-B-d-glukozid, epikatehin, galna

kiselina i 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina.
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ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata u ovome istrazivanju izvode se sljedeci zakljucci:

e SC-CO; ekstrakcija provedena pri tlaku 300 bar i temperaturi 40°C pokazala je visoku
selektivnost prema nepolarnim spojevima (masne kiseline).

e Najveci udio u SC-CO; ekstraktu unutarnjih pregrada oraha dobiven GC-FID analizom
ima linolna masna kiselina.

e Nakon SC-CO; ekstrakcije zaostala je pogaca bogata fenolnim spojevima koji su se
ekstrahirali primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (UAE).

e 96%-tni etanol kao otapalo, uz uvjete amplitude 100% i impulsa 60% prilikom UAE
rezultirali su najve¢im udjelom ukupnih fenola.

e Procesni uvjeti pri kojima je dobivena najveca antioksidacijska aktivnost su sljededi:
96%-tni etanola kao otapalo, amplituda 20% i impuls 60%.

e Prema statistickoj znacajnosti (ANOVA) utjecaja razli¢itih procesnih uvjeta na
ekstrakciju ukupnih fenola iz UAE ekstrakata unutarnjih pregrada oraha, vidljivo je da
je otapalo imalo najvedi utjecaj na ukupne fenole, dok amplituda i impuls nisu pokazali
statisti¢ki znacajan utjecaj na udio fenola.

e Analiza varijance (ANOVA) je pokazala da otapalo ima statisticki znacajan utjecaj na
antioksidacijsku aktivnost u ekstraktu unutarnjih pregrada oraha dok amplituda i
impuls nisu pokazali statisti¢ki znacajan utjecaj na antioksidacijsku vrijednost.

e |dentificiranjem i kvantificiranjem pojedinacnih fenola primjenom HLPC-a dokazano je
da najvedi udio u ekstraktu dobivenom primjenom ultrazvuka ima elagi¢na kiselina.

e Pregrade oraha mogu se smatrati novim vrijednim izvorima bioaktivnih spojeva, sto

moze biti jedna od osnova njihove primjene u prehrambenoj industriji.
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