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Sazetak

Diplomskog rada studentice Margarete Bumbir, naslova

POTENCIJAL LJUSKE LJESNJAKA KAO BOGATOG IZVORA POLIFENOLA

LieSnjak je jedna od najpopularnijih vrsta jezgrastih plodova koji se mogu konzumirati kao svjezi
ili preradeni, najéeS¢e peceni / tostirani. Osim spomenutog, popularna je proizvodnja i
razli¢itih proizvoda od ljeSnjaka poput slatkih namaza, ulja i brasna. lzazov prilikom
proizvodnje, odnosno prerade ljeSnjaka predstavlja grada ploda, a s obzirom da na ljusku
otpada ¢ak 50 % ukupne mase ploda, $to u konacnici moZe predstavljati znac¢ajan problem
prilikom zbrinjavanja iste. Naime, ljuska ploda ljeSnjaka koja zaostaje nakon prerade je
nusproizvod koji se tretira kao kategorija biootpada. Istovremeno, s obzirom na ¢injenicu kako
je i ljuska vrlo bogata sadrzajem specifi¢nih fitokemikalija, posebno polifenolnih spojeva,
brojne su moguénosti iskorisStenja njenog punog potencijala. Stoga je i cilj ovog rada bio
valorizirati nutritivni potencijal ljuske i jezgre dviju sorti ljeSnjaka te utvrditi moguénosti
oporabe ljuske ljesSnjaka ultrazvukom visokog intenziteta za izdvajanje polifenola. U istraZivanju
je analiziran sadrzaj polifenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet ljuske i jezgre svjezih
plodova ljeSnjaka dviju sorti, 'Rimski' i 'Istarski', a nakon ¢ega je ljuska ploda za svaku sortu
odvojena rucno i laboratorijskim mlinom usitnjena u prah koji je koristen za testiranje tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta (UZV). Za potrebe ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije
koristen je sustav sonde, a varirana je koncentracija otapala, etilnog alkohola 50 i 80 % (v/v),
amplituda uredaja (40 i 60 %) i vrijeme tretmana (10, 15 i 25 min). Kontrolni uzorak
predstavljao je klasi¢ni tretman maceracijom u trajanju od 24 sata 50 i 80 %-im etanolom.
Usporedujudi rezultate ukupnih fenola, flavonoida, neflavonoida i antioksidacijskog kapaciteta
izmedu ljuske i jezgre obje sorte ljeSnjaka, najviSe vrijednosti svih navedenih parametara
utvrdene su za ljusku ploda. Usporedbom nacina ekstrakcije, klasi¢no i UZV potpomognuto,
znacajno vise vrijednosti ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida zabiljeZzene su u ekstraktima
ljuske obje istrazivane sorte ljeSnjaka tretiranim UZV u usporedbi s uzorcima tretiranim
klasi¢cno. Takoder, sukladno visokim vrijednostima polifenolnih spojeva, znacdajno visi
antioksidacijski kapacitet utvrden je za ekstrakte ljuske tretirane UZV u usporedbi s klasi¢nim
nacinom ekstrakcije. Prilikom testiranja parametara ekstrakcije, svi varirani faktori utjecali su
na sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet. Koncentracija otapala (alkohola
etanola) znacajno je utjecala na prinos polifenolnih spojeva, tako je koncentracija etanola od
80 % (v/v) dala vece prinose u usporedbi s 50 % etanolom. Kod ultrazvuc¢ne ekstrakcije varirane
su amplituda i vrijeme tretmana, prilikom ¢ega su duZe vrijeme tretmana (25 minuta) te visa
amplituda (60 %) pozitivno utjecali na ukupni sadrzaj fenola, flavonoida, neflavonoida i
antioksidacijskog kapaciteta. Za kraj valja istaknuti kako je ljuska obje analizirane sorte
lieSnjaka vrlo bogat izvor polifenolnih spojeva te se stoga moZe smatrati nutritivno visoko



vrijednim nusproizvodom s brojim potencijalnim funkcionalnim svojstvima i mogucnostima
upotrebe u zamjenu za njezino zbrinjavanje kao biootpada. Ultrazvuk visokog intenziteta
pokazao se izuzetno ucinkovitim u izolaciji polifenolnih spojeva iz ljuske ljeSnjaka ¢ime se ta

procesna tehnologija moZe smatrati potencijalnom za daljnju oporabu nusproizvoda
proizvodnje ljeSnjaka.

Kljucne rijeci: ljeSnjak, ljuska, nusproizvod, polifenolni spojevi, antioksidacijski kapacitet,
ultrazvuk visokog intenziteta



Summary

Of the master's thesis — student Margareta Bumbir, entitled

THE POTENTIAL OF HAZELNUT SHELLS AS A RICH SOURCE OF POLYPHENOLS

Hazelnuts are one of the most popular types of nuts, which can be eaten fresh or processed,
usually baked/roasted. In addition, the production of various hazelnut products such as sweet
spreads, oil and flour is also very popular. The challenge in producing and processing hazelnuts
is the structure of the fruit, considering that the shell accounts for up to 50% of the total mass
of the fruit, this can ultimately pose a significant problem when it comes to disposal. The shell
of the hazelnut fruit that remains after processing is a by-product that is treated as bio-waste.
Considering that the shell is also very rich in phytochemicals, particularly polyphenolic
compounds, there are numerous opportunities to exploit its full potential. The aim of this work
was therefore to evaluate the nutritional potential of the shell and kernel of two hazelnut
varieties and to determine the possibilities of extracting polyphenols from the hazelnut shell
using high-intensity ultrasound. As part of the study, the content of polyphenolic compounds
and antioxidant capacity in the shell and kernel of fresh hazelnut fruits of two varieties,
'Rimski' and 'Istarski', was analyzed. The shell of each variety was then separated by hand and
ground into a powder using a laboratory mill, which was used to test the treatment with high-
intensity ultrasound (UAE). A probe system was used for the ultrasound-assisted extraction,
and the concentration of the solvent, ethyl alcohol 50 and 80% (v/v), the amplitude of the
device (40 and 60%) and the treatment time (10, 15 and 25 min) were varied. The control
sample represented the classical maceration treatment over 24 hours with 80 and % ethanol.
When comparing the results of total phenols, flavonoids, non-flavonoids and antioxidant
capacity between the shell and the kernel of the two hazelnut varieties, the highest values of
all mentioned parameters were obtained for the shell of the fruit. When comparing the
extraction methods, conventional and UAE-assisted, significantly higher values for total
phenols, flavonoids and non-flavonoids were found in the extracts of the shell of both hazelnut
varieties treated with UAE compared to the classically treated samples. In agreement with the
high levels of polyphenolic compounds, a significantly higher antioxidant capacity was also
found for extracts of the shell treated with UAE compared to the classical extraction method.
When testing the extraction parameters, all varied factors had an effect on the content of
total polyphenols and the antioxidant capacity. The concentration of the solvent (ethanol-
alcohol) significantly influenced the yield of polyphenolic compounds, so that an ethanol
concentration of 80% (v/v) resulted in higher yields compared to 50% ethanol. In ultrasonic
extraction, the amplitude and treatment time were varied, with a longer treatment time (25
min) and higher amplitude (60%) having a positive effect on the total content of phenols,
flavonoids, non-flavonoids and antioxidant capacity. In conclusion, the shell of the two



hazelnut varieties studied is a very rich source of polyphenolic compounds and can therefore
be considered a nutritionally valuable by-product with many potential functional properties
and uses in exchange for disposal as bio-waste. High-intensity ultrasound proved to be highly
effective in isolating polyphenolic compounds from the shell of hazelnuts, which means that
this process technology can be considered as a potential for further utilization of the by-
products of hazelnut production.

Key words: hazelnut, hazelnut shell, by-product, polyphenols, antioxidant capacity, high-
intensity ultrasound



1. Uvod

LieSnjak je plod lijeske (Corilus avellana L.) graden od jezgre i ljuske. Potjece iz
Anatolije i Grcke, a u 19. stoljecu se proizvodnja prosirila po vecem dijelu Europe (Cruz-Lopez
i sur., 2012.). Proizvodnja ploda ljeSnjaka, danas je Siroko rasprostranjena, a prema podacima
FAOSTAT-a iz 2022. godine u svijetu je proizvedeno 1195732,16 tona ljeSnjaka u ljusci. Najvedi
proizvodac je Turska sa 60 - 70 % nasada svjetske proizvodnje. Osim proizvodnje, konzumacija
ove vrste jezgrastog voca iz dana u dan sve viSe raste, a prvenstveno zbog bogatog nutritivnog
sastava ploda lijeske, posebice zbog visokog sadrzaja ulja (Stévigny i sur., 2007. ). Jezgra ploda
sadrzi i visok udio proteina, vitamina, vlakana i minerala. Vazan su izvor esencijalnih elemenata
te sadrZe antioksidanse, a zbog Cega ispoljavaju i brojne pozitivne funkcije za ljudsko zdravlje
(Fuso i sur., 2021.). Prema istrazivackim studijama ljuska ljeSnjaka kao i list lijeske sadrze
taksane koji mogu sprijeciti proliferaciju stanica raka (Di Michele i sur., 2021.).

Plod lijeske Siroko se koristi u konditorskoj i pekarskoj industriji, a vazno je napomenuti
kako je ljeSnjak jedna od rijetkih poljoprivrednih kultura koja pokazuje visoku iskoristivost cijele
biljke. Naime, drvo lijeske koristi se u drvno-preradivackoj industriji za proizvodnju namjestaja
i raznih predmeta za ku¢nu upotrebu te u industriji boja za proizvodnju furfurala (Di Michele i
sur.,, 2021.). Jezgra ljeSnjaka se nakon odvajanja od ljuske dalje preraduje za potrebe
konditorske, farmaceutske i kemijske industrije. Zeleni lisnati pokrov i list se mogu koristiti kao
organsko gnojivo, odnosno kao sirovina za proizvodnju komposta. Ljuska, s druge strane
zaostaje kao nusproizvod klasificiran kao biootpad zbog ¢ega zahtjeva adekvatno zbrinjavanje,
iako predstavlja vrlo korisnu biomasu. U zadnjih nekoliko godina stavlja se naglasak na vaznost
i potrebu iskoristenja nusproizvoda od proizvodnje ljeSnjaka. Lignocelulozna biomasa je jedan
od najpotencijalnijih obnovljivih izvora energije s obzirom na dostupne koli¢ine i na ¢injenicu
da nema kompeticije za hranu. Preko 65 % celuloze i hemiceluloze, odnosno lignoceluloznih
materijala moze biti hidrolizirano u jednostavne Secere i zatim transformirano u biogorivo
druge generacije. Od ljuske se razli¢itim procesima prerade moZe dobiti vrijedna sirovina za
proizvodnju goriva, kemikalija i bio materijala. Ljuska se moZe preraditi i u bio-ulje
termokemijskim metodama poput rasplinjavanja, ukapljivanja i pirolize (Uyan i sur., 2020.).

Plod lijeske bogat je i raznim fitokemikalijama, prilikom ¢ega se u sastavu i sadrzaju
izdvaja kategorija polifenolnih spojeva od posebno znacajnog interesa, a zbog svoje visoke
bioloSke aktivnosti i funkcionalnih svojstava. Fenolni spojevi su visoko zastupljeni kako u jezgri
tako i u nusproizvodima prerade. Od fenolnih spojeva vazno je istaknuti flavonoide, tanine i
proantocijanide. Sto ste ti¢e bioloske aktivnosti bitno je istaknuti antioksidacijsku aktivnost
ploda lijeske zbog mnogih drugih blagodati na ljudsko zdravlje (Bottone i sur., 2019.). Fenoli su
najzastupljeniji spojevi u prirodi, a pri tom su jaki antioksidansi. Previsoka razina slobodnih
radikala dovodi do oSteéenja stanica i tkiva Sto moZe uzrokovati razne bolesti i smetnje.
Bioaktivni spojevi poput vitamina, minerala, fenolnih spojeva i ostalih su izravno povezani s



antioksidativnim djelovanjem Sto dovodi do zakljucka da uzorci s viSim sadrzajem bioaktivnih
spojeva bi trebali imati i veée antioksidativno djelovanje (Brn¢i¢ i Sic Zlabur, 2019.). Temeljem
navedenog bogatog kemijskog sastava ne samo jezgre kao dijela ploda lijeske namijenjenog
konzumaciji i ljuska ploda izdvaja se visokim nutritivnim sastavom te se kao prioritet postavlja
oporaba takvog nusproizvoda nad zbrinjavanjem.

Zadnjih godina procesna tehnologija razvija postupke obrade i procesiranje koji omogucuju
maksimalnu ustedu energije, pozitivno utje¢u na kakvocu proizvoda te opcenito ostavljaju nizi
ekoloski otisak. Jedna od takvih metoda je i ultrazvuk visokog intenziteta koju karakterizira
visoka procesna ucinkovitost u razli¢éitim tehnoloskim procesima, tako i ekstrakciji.
Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija pokazuje brojne prednosti, ubraja se u kategoriju
neinvazivnih metoda, visoko je ucinkovita u izdvajanju fitokemikalija prilikom ¢ega se u kratkom
vremenu ostvaruju visoki prinosi kemijskih spojeva, kvaliteta proizvoda maksimalno je o¢uvana
uz znacajnu ustedu energije (Herceg i sur.).

1.1. Ciljrada

Valorizirati nutritivni potencijal ljuske i jezgre dviju sorti ljeSnjaka. Utvrditi moguénosti
oporabe ljuske ljesSnjaka ultrazvukom visokog intenziteta za izdvajanje polifenola.



2. Pregled literature

2.1. MorfoloSka i bioloSka svojstva lijeske

Corylus avellana L. europska ili obi¢na lijeska je vrlo stara voéna vrsta. Ce$ée je grmovita,
riede stablasica. Ima razvijen grm koji doseze visinu od 4 do 5 metara s velikim brojem grana i
grancica. Plodovi mogu biti razli¢itog oblika, okrugli, jajoliki s ravnim ili Siljastim vrhom (Slika
1). Plod lijeske je orah i smjesten je u ovoju/kupuli. Izrazito je stranooplodna biljka,
jednodomna je Sto znaci da su muski i Zenski cvjetovi na istom stablu, ali prostorno odvojeni.
Oprasuje se anemofilno, odnosno vjetrom. Lijeska je zanimljiva jer za razliku od drugih voénih
vrsta cvate zimi, od prosinca do oZujka. Muski cvjetovi se pocinju formirati u razdoblju od srpnja
do kolovoza na jednogodisnjim mladicama. Mikrosporogeneza, odnosno redukcijska dioba se
pocinje odvijati u rujnu. Muski cvjetovi sakupljeni su u cvatove pod nazivom rese i obi¢no se
nalaze u grupama, 2-5 resa. Potpuno se razviju u prosincu te pocinju rasijavati pelud. Zenski
cvjetovi su u jesen sasvim sitni, nalikuju na plosnati lisni pup. Kada je cvijet otvoren, iz njega
vire dva crvena izduZena Ziga. Kora je siva s bijelim i velikim mrljama, a listovi su listopadni,
zaobljeni, dugi 6-12 cm s dvostruko nazubljenim rubom i dlakavi s donje strane. Listovi su
rasporedeni u pravilnom i naizmjeni¢cnom redu na mladici tako da svaki Sesti list dolazi iznad
prvog lista prethodne serije. Uglavnom sluZi za asimilaciju, disanje i transpiraciju, ¢emu je sama
grada lista prilagodena. Randman jezgre je oko 50 %. Prosjecan Zivotni vijek lijeske je oko 80-
90 godina (Miljkovi¢, 2018.).

Slika 1. Mladica lijeske s listovima i plodovima



2.2. Sorta ljeSnjaka 'Istarski’

Sorta ljeSnjaka 'Istarski' ili 'Istarski duguljasti' (Slika 2) je stara, autohtona hrvatska sorta
istarskog porijekla, a najviSe se uzgaja na zapadnoj obali istarskog poluotoka i oko Bjelovara u
kontinentalnoj Hrvatskoj. Najrasirenija je sorta lijeske u Hrvatskoj, a zastupljena je na ¢ak 80 %
svih plantaza. Razvija bujne grmove s loptastom kroSnjom, dobro razgranatim skeletom i
velikom obrastaju¢om rodnom povrSinom. Ova hrvatska sorta bogato i redovito rodi te daje
plodove dobre kakvoce. Zbog svojih bioloskih i gospodarskih svojstava, vrlo je rasirena za uzgoj
u Hrvatskoj. Cvate srednje rano i samooplodna je sorta. Zbog postojanja veceg broja tipova
postoji moguénost uspjesne interpolinacije i meduoplodnje. List je velik, nepravilnog okruglog
oblika i bez izrazenog Siljka. Plod je omotan u omotac koji je dulji od ploda, nazubljenog vrha,
suzen i savijen. Omotac je sastavljen od dva lista. Plod je krupan i ovalnog duguljastog oblika.
U infrutescenci su naj¢esce 2-3 ploda, a mozZe ih biti maksimalno 8. Masa ploda je obi¢no oko
3,5 g, duljina 2,6 cm, a Sirina 2 cm. Ljuska ploda je tamno smeda s tamnijim prugama, a vrh
ploda je prekriven sivim dlaCicama. Debljina ljuske je oko 1,4 mm (Miljkovi¢, 2018.)

Slika 2. Sorta ljeSnjaka 'Istarski'



2.3. Sorta ljeSnjaka 'Rimski'

‘Rimski ukusni' ili 'Tonda Gentile Romana' sorta je lijeske talijanskog porijekla. Razvija
bujna stabla ili grmove koji rastu uspravno zbog ¢ega se mozZe uzgajati i kao stablasica na
vlastitom korijenu. Formira mnogo korijenovih izdanaka, a kro$nja je vrlo rodna, spljostenog
oblika. Cvate srednje rano, posebice Zenski cvjetovi, jos u studenom. Samosterilna je sorta, ali
je dobar oprasivac za polen sorte 'Halski div'. Ova sorta je obilne rodnosti zbog ¢ega rada
alternativno. List je velik, nepravilnog okruglog oblika i bez izrazenog Siljka. Plod je srednje
veli¢ine, okruglastog oblika i svijetlosmede boje s istaknutim tamnim linijama (Slika 3).
Infrutenscence sadrze prosjecno 3-4 ploda, maksimalno 8. Gornja trecina ploda je prekrivena
sitnim dlac¢icama. Masa ploda je u prosjeku 2,8 g. Jezgra je okruglastog do spljoStenog oblika s
prosjecnom masom oko 1,4 g. Ljuska je tanka. Randman jezgre je oko 45%. Jezgra sadrzi oko
64% masti, 17% bjelancevina i 5,7 mg% nezasic¢enih masnih kiselina (Miljkovi¢, 2018.).

Slika 3. Plod lijeske sorte 'Rimski'



2.4. Kemijski sastav

Ljuska ljeSnjaka je lighocelulozni materijal u ¢ijem sastavu dominira lignin (oko 30 %), zatim
celuloza (29 %) i hemiceluloza (11 %), a vaZzno je istaknuti i prisutnost tanina (18 %). Osim toga,
ljuska ljeSnjaka sadrzi i visok udio proteina Sto ju Cini jo$ pozeljnijim nusproizvodom i poveéava
njen potencijal. U osnovnom kemijskom sastavu osim lignoceluloznih molekula, 4 % Cini ukupni
pepeo, voda oko 4 %, proteini u prosjeku oko 7 %, dok ostatak tanini, celuloza i hemiceluloza
(Grafikon 1) (Demirbas, 2001.).
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Grafikon 1. Prikaz osnovnog kemijskog sastava ljuske ljeSnjaka (% na suhu tvar)

U analiziranom pepelu ljuske ljesSnjaka oko 5 % Cine slijedeéi elementi: Mg, K, Na i Ca
(Grafikon 2). Temeljem analize pepela utvrdeno je kako je pepeo ljuske ljesnjaka idealna
zamjena za feldspat ili glinenci. Glinenci su najrasirenija i najvaznija skupina silikatnih minerala
koji se koriste u staklarskoj i keramickoj industriji za smanjenje temperature taljenja (Cruz-
Lopes isur., 2012.).
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Grafikon 2. Prikaz mineralnog sastava pepela ljuske ljesnjaka

2.5. Zakon o gospodarenju otpadom

Clanak 7. stavak 1. Zakon o gospodarenju otpadom (NN, 84/21) propisuje red
prvenstva gospodarenja otpadom (Slika 4.). Kao prvo i najvaznije se istice sprjecavanje
nastanka otpada bilo koje vrste, zatim se naglasak stavlja na ponovnu uporabu recikliranjem ili
drugim postupcima oporabe. Kao najnepozeljnije opcije se istiCu zbrinjavanje ili odlaganje
otpada.



Slika 4. Red prvenstva gospodarenja otpadom od najpozeljnije do najnepozeljnije opcije
(lzvor: NN 61/19)

Kada dode do situacije da se pojedini otpad ne moZe reciklirati, ponovno koristiti ili
podvrgnuti nekom od postupaka oporabe potrebno ga je propisno zbrinuti na odlagalistima
koji su prevideni i legalni za tu vrstu otpada. Gospodarenje otpadom je potrebno provoditi na
nacin da se sprijeci svaki moguci rizik za ljudsko zdravlje i negativan utjecaj na okolis te
bioraznolikost (NN, 94/13).

Zakon o odrzivom gospodarenju otpadom (NN 84/21) biootpad klasificira kao bioloski
razgradiv otpad porijeklom iz vrtova i parkova, hrana i kuhinjski otpad iz ku¢anstava, restorana
i ugostiteljskih objekata te slicni otpad iz prehrambene industrije. Prema navedenom zakonu,
ljuska ljeSnjaka se klasificira kao biootpad.

Proizvodac biootpada duzan je predati biootpad odvojeno od drugih vrsta otpada osobi
ovlastenoj za gospodarenje otpadom ili reciklirati biootpad na mjestu nastanka. U Hrvatskoj
spaljivanje otpada je strogo zabranjeno i kaznjivo.

2.6. Moguénosti ponovne uporabe ljuske ljeSnjaka

Globalna energetska kriza, klimatske promjene te svijest o iscrpljivanju rezervi fosilnih
goriva dovode do sve vecih razmatranja i istraZivanja obnovljivih izvora energije te oporabe ve¢
postojeéih sirovina. Lignocelulozna biomasa je jedna od najvecih potencijalnih izvora za
obnovljivu energiju. Sirovina s preko 65 % sastava celuloze i hemiceluloze moze biti iskoristena



u proizvodniji biogoriva. Provedena su mnoga istrazivanja o mogucénostima iskoristenja ljuske
lieSnjaka u svrhu proizvodnje bioetanola. Dodatno, istrazivani su toplinski i kemijski
predtretmani biomase ljuske ljeSnjaka za proizvodnju Seéera koji mogu fermentirati, a koja su
izmedu ostalog dokazala da je prilikom obrade ljuske ljesnjaka nuzna intenzivna predobrada
zbog visokog sadrzaja lignina (Uyan i sur., 2020.). Jedan od optimalnih predtretmana ljuske
lieSnjaka u proizvodnji bioetanola je tretman vruéom vodom zbog visoke ucinkovitosti
degradacije lignocelulozne strukture. Predobrada vruéom vodom ne zahtijeva dodatne
katalizatore ili kemikalije, a vru¢a voda lako i brzo prodire u biomasu ¢ime uspjesno hidrolizira
celulozu te izdvaja hemicelulozu i dio lignina (Uyan i sur., 2020.).

Jos$ jedna od moguénosti upotrebe ljuske ljeSnjaka je u proizvodnji peleta. Naime, svjetska
potro$nja peleta intenzivno raste, a peleti se istovremeno smatraju poZeljnim izvorom energije
iz obnovljivih resursa s niskom emisijom staklenic¢kih plinova prilikom izgaranja. MijeSanjem
razli¢itih sirovina moze se dobiti izuzetno kvalitetna sirovina za proizvodnju peleta, uz sto se
nadopunjuju pozitivne gorive karakteristike pojedine sirovine. Jedna od izrazito kvalitetnih
sirovina koju je poZeljno mijeSati s drugom sirovinom u svrhu peletiranja je upravo ljuska
lieSnjaka. Kroz mnoga istrazivanja ljuska ljeSnjaka se istaknula svojim bogatim kemijskim
sastavom i sastavom pepela, mikro i makro elementima te energetskom vrijednosti, sto dovodi
do zakljucka da je potrebno pronaci sirovinu koja bi u sinergiji s ljuskom ljeSnjaka Cinila idealan
materijal za peletiranje (Solis i sur., 2023.).

Oporaba nusproizvoda u prehrambenoj industriji tijekom godina dobiva sve vise na
vaznosti te se teZi stvoriti nove proizvode s dodanom vrijednosti. Posljednjih nekoliko godina
svijet okruZuju pojmovi poput: zdrav nacin Zivota, zdrava prehrana, proteini, dijetalna vlakna i
bjelancevine. Upravo su dijetalna vlakna jedan od glavnih podrucja istrazivanja bududi da su
znanstvena istrazivanja dokazala njihove dobrobiti za ljudsko zdravlje (Fuso i sur., 2023. ). Stoga
je ponovna uporaba nusproizvoda voca i povréa za ekstrakciju i upotrebu njihovih vlakana u
funkcionalnoj hrani obeéavajuéi korak za okolis, prehrambenu industriju i zdravlje potrosaca.
nusproizvodi za ponovnu upotrebu vlakana. U proizvodnji lje$njaka, 50-55 % ukupne mase
ploda otpada na ljusku. Provedena su razli¢ita istraZivanja kojima je utvrdeno kako je iz ljuske
lieSnjaka mogude izdvajanje vlakana razli¢itog sastava i to topljivih u vrijednosti od 32,7 g/kg
suhe tvari i netopljivih u vrijednosti od 862,6 g/kg suhe tvari (Fuso i sur., 2023.).



2.7. Ultrazvucna ekstrakcija

Ekstrakcija je procesni postupak kojim se postize potpuno ili djelomi¢no odvajanje i
izdvajanje Zeljene tvari iz Cvrste ili tekuée smjese koristeci prikladno otapalo u kojem je ta
Zeljena tvar topljiva ili barem ima bolju topljivost od ostalih sastojaka. Razlikujemo dva tipa
ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje dviju faza u nekoj smjesi: tekuée-tekuée te évrsto-
tekuce. Vrijeme koje je potrebno za ekstrakciju ovisi o topljivosti tvari u otapalu, temperaturi
ekstrakcije, povrsini koja je izloZzena otapalu, volumnom protoku otapala te viskoznosti otapala.
Visa temperatura ubrzava proces ekstrakcije jer dolazi do povecanja brzine otapanja, no
previsoke temperature mogu imati negativni utjecaj na nutritivna svojstva ili na izdvajanje
nepozeljnih tvari. U ekstrakciji se kao otapala najcesée koriste voda, alkohol, biljna ulja i aceton
(Drmi¢ i ReZek Jambrak, 2010.; Sic Zlabur, 2015.).

Zadnjih nekoliko godina prehrambena tehnologija teZi razvoju postupaka koji omogucuju
minimalno procesiranje hrane, a koji bi mogli zamijeniti konvencionalne metode. Novi nacini
procesiranja hrane trebali bi u potpunosti ili djelomi¢no zamijeniti konvencionalne postupke i
pri tome pozitivno utjecati na kakvoéu proizvoda, ustedu energije i skraéenje vremena
procesiranja. Neki od takvih novih tehnoloskih postupaka u procesiranju su: visoki hidrostatski
tlak, ultrazvuk, oscilirajuée magnetsko polje, elektromagnetsko zracenje i pulsirajuce
elektri¢no polje. Zajednicka karakteristika svih navedenih postupaka je kratko trajanje procesa
(od 1 do 10 minuta), moguénost provodenja postupka pri sobnoj temperaturi te u konacnici
nizak negativan utjecaj kako na kvalitetu konacnog proizvoda okolis opcenito (Herceg i sur.,
2009.). Za procesiranje hrane ultrazvukom postoji veliki interes zbog toga Sto je transfer
energije do prehrambenog proizvoda trenutadan i Siri se kroz cijeli volumen proizvoda sto
dovodi do smanjenja vremena procesiranja i posljedicno tome manjoj potrosnji energije.
Ultrazvuk se kao metoda procesiranja Cesto koristi u laboratorijskim uvjetima, dok se u
industrijskim uvjetima koristi za ubrzavanje i pospjeSenje nekolicine postupaka poput:
emulgiranja, homogeniziranja, kristalizacije, inaktivacije mikroorganizama i enzima,
ubrzavanja reakcije te pospjeSivanju procesa ekstrakcije.

Ultrazvuk je zapravo zvucni val frekvencije vise od praga osjetljivosti ljudskog sluha (16-
18 kHz). Razlikujemo dijagnosticki ultrazvuk (niskog intenziteta — visoke frekvencije i niske
energije) te ultrazvuk visoke snage (visokog intenziteta — niska frekvencija i visoka energija).
Ultrazvuéni valovi visokog intenziteta / snage podrazumijeva frekvencije od 20-100 kHz te
visoke razine snage u rasponu od 10-1000 W/cm?, a koji prolaskom kroz materijal dovodi do
destrukcije stani¢nih struktura, a Sto je temeljni mehanizam ucinka ultrazvuka visokog
intenziteta (Herceg i sur., 2009.). Prolaskom ultrazvuka visokog intenziteta, visoke razine snage
kroz tekuc¢i medij, veli¢ina mjehuriéa plina koji se formira u tekucini prolaskom zvucnog vala
snazno oscilira. Formiranje i nastanak mjehuri¢a plina u tekucini poznat je kao fenomen
kavitacije.
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Dodirna povrsina mjehuriéa je sve veca tijekom uzastopnih ekspanzija i kompresija tijekom
svakog ciklusa prolaska ultrazvu¢nog vala visoke snage Sto posljedi¢no poboljsava difuziju
plina, ali istovremeno dovodi do pucanja mjehuri¢a plina i uzrokuje prijelaznu kavitaciju,
temeljni mehanizam djelovanja ultrazvuka visoke snage. Prijelazna kavitacija posljedi¢no
dovodi do pucanja stani¢ne stijenke Sto pomaZe oslobadanju topljivih sastojaka (tako i
fitokemikalija) iz uzorka u otapalo ¢ime se ubrzava ekstrakcija i poveéava njena ucinkovitost.
Najéeséa oprema koja se koristi za primjenu ultrazvuka je sustav ultrazvu¢ne sonde (Slika 5) i
ultrazvuéna kupelj (Herceg i sur., 2009.).

Slika 5. Ultrazvucna sonda
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali rada

Za ovo istraZzivanje koristeni su ljeSnjaci uzgojeni na OPG Bumbir. Nasad je podignut
2008. godine na obiteljskom poljoprivrednom zemljistu u blizini Siska. Nasad od 560 sadnica
se rasprostire na povrsini od 1 ha. Agrotehnicke mjere koje se redovito koriste su mehanicko
unistavanje korova, ruc¢na rezidba izbojaka te odrzavanje uzgojnog oblika u formi stabla. U
istrazivanju su koriStene dvije sorte: 'Istarski' i 'Rimski' ljesSnjak. Na spomenutom OPG-u
odvojena je ljuska od jezgre ploda pomocu stroja iz kuéne radinosti bez prethodne kalibracije
koji se sastoji od pogonskog motora, ¢elicnog bubnja unutar kojeg se pomocu centrifugalne
sile ljeSnjaci vrte te dolazi do loma ljuske. Odmah po odvajanju ljuske od jezgre, uzorci ljeSnjaka
dopremljeni su u Laboratorij za analizu kvalitete poljoprivrednih proizvoda biljnog porijekla pri
Zavodu za odrZive tehnologije i obnovljive izvore energije na Agronomskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu, a prilikom ¢ega je napravljena i kemijska analiza jezgre i ljuske za svaku
sortu.

Ljuska i jezgra svake sorte zasebno su izvagane na tehnic¢koj vagi za potrebe odredivanja
mehanickog sastava sirovine, a nakon c¢ega je ljuska za svaku sortu zasebno usitnjena pomodéu
mlina i laboratorijskog homogenizatora (Slika 6), te prosijana kako bi se dobio prah Sto
ujednacenije konzistencije.

Slika 6. Usitnjavanje ljuske ljeSnjaka i priprema praha
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Tako usitnjena ljuska korisStena je za pripremu ekstrakata, odnosno tretmana oporabe
ultrazvuéno potpomognutom ekstrakcijom i klasichom metodom. Za oba nacina ekstrakcije, u
laboratorijske ¢ase volumena od 100 mL odvagano je 4 g+0,01 praha ljuske te je dodan ukupni
volumen od 100 mL otapala. Za potrebe pokusa koristene su dvije koncentracije alkohola
etanola kao otapala: 50 i 80 % (v/v). Dio tako pripremljenih uzoraka ostavljen je na maceraciji
za potrebe provodenja postupka klasiéne ekstrakcije, a prilikom ¢ega su uzorci praha ljuske
nakon dodavanja etanola ostavljeni stajati 24 sata uz povremeno mijeSanje. Za potrebe
ultrazvu¢no potpomognute ekstrakcije koristen je sustav izravno uranjajuée sonde uredajem
Bandelin HD 2000.2 (Njemacka), nominalne snage od 200 W i frekvencije od 30 kHz. Pri
ultrazvuéno potpomognutoj ekstrakciji varirani su slijedeci parametri: vrijeme (10, 15 i 25 min)
i amplituda (40 i 60 %). Plan pokusa ekstrakcije ljuske ljeSnjaka klasic(nom metodom i
ultrazvu¢no potpomognutom ekstrakcijom prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Plan pokusa klasi¢ne i ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije ljuske ljesSnjaka sorti
'Istarski' i 'Rimski'

Nacin ekstrakcije Otapalo Volumen Vrijeme Amplituda Uzorak
EtOH (%) otapala (min) (%)
(mL)

KLASICNO 50 100 1440 / KL1
KLASICNO 80 100 1440 / KL2
UZV SONDA 50 100 10 40 S1
UZV SONDA 50 100 10 60 S2
UZV SONDA 50 100 15 40 S3
UZV SONDA 50 100 15 60 sS4
UZV SONDA 50 100 25 40 S5
UZV SONDA 50 100 25 60 S6
UZV SONDA 80 100 10 40 S7
UZV SONDA 80 100 10 60 S8
UZV SONDA 80 100 15 40 S9
UZV SONDA 80 100 15 60 S10
UZV SONDA 80 100 25 40 S11
UZV SONDA 80 100 25 60 S12

UZV SONDA — ultrazvucni tretman sondom, EtOH — etanolni alkohol

Tijekom ultrazvuénog tretmana sondom, mjerena je temperatura sustava svakih 60 sekundi
termometrom (M.EV. Feller termometar, Ujedinjeno Kraljevstvo) (Slika 7). Promjena
temperature (°C) prilikom ultrazvuéno potpomognute ekstrakcije alkoholnih ekstrakata ljuske
lieSnjaka za obje sorte prikazana je u Grafikonima 1i 2.
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Slika 7. Mjerenje temperature ekstrakta tijekom procesa ultrazvuéne sonde visokog
intenziteta
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N 0 W
o O O

vl

D
o

(%)
o

w
)
i &
e

N
=}
[ J

TEMPERATURA (°C)
N
o
(.o

=
o O

0 5 10 15 20 25 30
VRUEME (min)

®51 ®52 953 @54 @55 @56 @57 @58 @59 @510 @511 @512
Grafikon 1. Promjena temperature (°C) alkoholnih ekstrakata ljuske ljesSnjaka sorte 'Rimski'

tijekom ultrazvu¢nog tretmana sondom u razli¢itim vremenskim periodima tretiranja (10, 15 i
25 minuta)
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UZV SONDA - 'ISTARSKI'
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Grafikon 2. Promjena temperature (°C) alkoholnih ekstrakata ljuske 'Istarskog' ljeSnjaka
tijekom ultrazvu¢nog tretmana sondom u razli¢itim vremenskim periodima tretiranja (10, 15 i
25 minuta)

3.2. Odredivanje mehanickog sastava

Odredivanje mehanic¢kog sastava je osnovni uvjet kako bi se odredila ekonomska
isplativost proizvodnje bez obzira na vrstu proizvoda. Mehanicki sastav podrazumijeva tezinski
odnos pojedinih dijelova, tocnije dijelova koji se preraduju, te dijelova ploda koji nisu
namijenjeni preradi ve¢ predstavljaju otpad, a Sto najéesce Cine: kozica ili ljuska ploda, kostica
i dio sjemene lozZe, peteljke i slicno. U procesu prerade razlikuju se dva elementa kojima se
definira iskoristivost sirovine, to su upotrebljivi i neupotrebljivi dio, odnosno otpad. Otpadom
se smatra sve ono Sto se u odredenom tehnoloskom procesu ne koristi. Odnos upotrebljivog i
neupotrebljivog dijela se izraZava u postocima (%) te predstavlja randman. Kako bi ekonomska
isplativost odredene proizvodnje i prerade bila Sto veca, tezi se prema Sto veéem randmanu.

Aparatura i pribor:

e mlin

e laboratorijski homogenizator
e |aboratorijska ¢asa

e tehnicka vaga
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Postupak odredivanja:

Nakon odvajanja ljuske od jezgre zasebno su na tehnickoj vagi odvagani ljuska i jezgra za obje
sorte ljeSnjaka. |z odvaganih masa odvojenih dijelova ploda prema jednadzbama 1 i 2
izraCunata je iskoristivost i udio otpada

isti / lod
Iskoristivost (%) = m (jezgra ploda)

m (cijelog ploda) X100 (1)

Udio otpada (%) = m (otpada)

m (cijelog ploda) x 100 (2)

3.3. Odredivanje ukupnih fenola u jezgri i ljusci ljeSnjaka

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijski u etanolnom ekstraktu uzorka mjerenjem
nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 750 nm. Metoda se bazira na kolornoj reakciji
fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfowolframove i
fosfomolibden kiseline, a pri oksidaciji fenolnih spojeva ove kiseline reduciraju se u wolfram-
oksid i molibden-oksid koji su plavo obojeni (Ough i Amerine, 1988).

Aparatura i pribor:

° filter papir

. stakleni lijevci

° pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mLi 25 mL
° tikvice s okruglim dnom volumena 100 mL

° odmjerne tikvice volumena 50 mLi 100 mL
° kivete

° povratno hladilo

. spektrofotometar (1900i, Shimadzu, Japan)
Kemikalije:

° 96 %-ni etanol

. 80 %-ni etanol

° Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

° zasicena otopina natrijeva karbonata, Na,COs
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Priprema uzoraka:

Izvagano je 10+ 0,01 g uzorka i homogenizirano s 40 mL 80 %-og etanola. Homogena smjesa
kuhana je 10 minuta uz povratno hladilo. Dobiveni ekstrakt filtriran je u odmjernu tikvicu od
100 mL. Zaostali talog zajedno sa filter papirom prebacen je s 50 mL 80 %-og etanola u tikvicu
sa Slifom i dodatno kuhan uz povratno hladilo jos 10 min. Dobiveni ekstrakti spojeni su s
prethodno dobivenim ekstraktom te je odmjerna tikvica nadopunjena do oznake s 80 %-im
etanolom.

Postupak odredivanja:

U odmijernu tikvicu od 50 mL otpipetira se redom: 0,5 mL ekstrakta,30 mL destilirane vode, 2,5
mL F.C. reagensa i 7,5 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata. Sadrzaj tikvice se promijesa,
nadopuni destiliranom vodom do oznake te ostavi dva sata na sobnoj temperaturi. Nakon toga
mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

3.4. Odredivanje flavonoida i neflavonoida u jezgri i ljusci ljeSnjaka

Za taloZenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida.
Formaldehid reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuéi metilol
derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na C-6 ili C-8 poziciji. Pri
tome nastaju kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem. Ostatak neflavonoidnih
fenola odreduje se po metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988). Razlika ukupnih fenola
i neflavonoida daje koli¢inu flavonoida.

Aparatura i pribor:

° Filter papir

. Stakleni lijevci

. Erlenmeyer-ova tikvira sa Slifom i ¢epom volumena 25 mL
° Pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mLi 25 mL

° Analiticna vaga

. Staklene kivete

° Spektrofotometar (1900i, Shimadzu, Japan)

Kemikalije:

° Klorovodic¢na kiselina, HCI 1:4 (koncentrirana HCl razrijedi se vodom u omjeru 1:4)
° Formaldehid (35%)

° Dusik za propuhivanje uzorka
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° Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata
° Folin-Ciocalteu reagens
° 80 %-ni etanol

Priprema uzorka:

Ekstrakt ukupnih fenola (opisan u poglavlju 3.3.) koristi se i za odredivanje flavonoida i
neflavonoida.

Postupak odredivanja:

Za potrebe odredivanja neflavonoida otpipetira se 10 mL ekstrakta u tikvicu od 25 mLi doda 5
mL otopine HCI (1:4) te 5 mL formaldehida. Smjesa se propuse dusikom, zatvori i ostavi stajati
24 sata na sobnoj temperaturi u mraku. Slijedec¢i dan se profiltrira preko filter papira i slijedi
isti postupak kao za odredivanje ukupnih fenola.

Koncentracija neflavonoida izraCunava se na isti nacin kao i koncentracija ukupnih fenola
uzimajuéi u obzir i dodatna razrjedenja. Iz razlike ukupnih fenola i neflavonoida odredi se
sadrzaj ukupnih flavonoida.

3.5. Odredivanje ukupnih fenola u ekstraktima

Aparatura i pribor:

e odmijerna tikvica od 50 mL
e pipete volumenalmLi2 mL
e Spektrofotometar (1900i, Shimadzu, Japan)

Kemikalije:

e 1 mL Folin-Ciocalteu reagens (1:2)
e 3 mL zasi¢enog natrijevog karbonata, Na;COs
e destilirana voda

U odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetira se redom: 1 mL ekstrakta, 1 mL Folin-Ciocalteu
reagensa (1:2 destilirana voda) i 3 mL zasi¢enog natrijevog karbonata te se tikvica napuni do
oznake destiliranom vodom, ostavi stajati 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini 750 nm i destiliranoj vodi kao slijepoj probi.
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3.6. Odredivanje ukupnih flavonoida i neflavonoida u ekstraktima
Aparatura i pribor:

e odmijerna tikvica od 25 mL
e pipete volumenalmLi2 mL
e Spektrofotometar (1900i, Shimadzu, Japan)

Kemikalije:

e 2 mlL 20% klorovodicne kiseline, HCI
e 1 mL formaldehida
e dusik za propuhivanje uzoraka

Za potrebe odredivanja falovonoida u odmjernu tikvicu volumena 25 mL otpipetira se2 mL
ekstrakta, 1 mL 20 %-ne klorovodicne kiseline te 1 mL formaldehida. Uzorak se propuse
dusikom te ostavi stajati 24 h.

Nakon taloZenja, sadrzaj tikvice se profiltira i slijedi ista reakcija kao za odredivanje ukupnih
fenola. Sadrzaj ukupnih neflavonoida izrazava se matematicki iz razlike ukupnoih fenola i
flavonoida.

3.7. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta ABTS metodom

Metoda se temelji na gasSenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2 — azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS* radikal-kationa) koji se formira bilo kemijskom ili
enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a Ciji je karakteristiCan adsorpcijski maksimum pri valnoj
duljini od 734 nm. U prisutnosti antioksidansa ABTS* kation se reducira u ABTS, a reakcija se
ocituje obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS radikala koji ,,gase” razliciti
antioksidansi mjeri se pradenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa
smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur.,, 1993; Re i
sur., 1999).

Priprema reagensa:
1.dan

- 140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S,0s (0,1892 g K,S,0s izvaZze se i otopi u 5 mL
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL
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- 7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5 mL destilirane vode u
odmjernoj tikvici od 10 mL)

- Stabilna ABTS otopina (88 pL K2S,0s otopine (140 mM) prenese u tikvicu u kojoj se
nalazi 5 mL otopine ABTS-a. SadrZaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, obloZi aluminijskom
folijom i ostavi stajati 12-16 sati pri sobnoj temperaturi. Stajanjem intenzitet plavo-zelene boje
se pojacava.

2. dan

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1%-na otopina ABTS* (1 mL ABTS* otopine
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-tnim etanolom do oznake. Nakon
toga mjeri se apsorbanca 1%-tne otopine ABTS* pri 734 nm koja mora iznositi 0,70 £ 0,02. Ako
apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je potrebno namjestiti, odnosno ako je apsorbanca
premala u tikvicu od 100 ml pripremljene 1%-tne otopine ABTS* treba dodati jos par kapi
stalne ABTS* otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda treba razrijediti odnosno u tikvicu
(100 mL) dodati jos 96 %-og etanola.

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski):

Volumen od 160 pL uzorka (ekstrakta) pomijeSa s 2 mL 1%-tne otopine ABTS'+ te se nakon 1
min mjeri apsorbanca pri 734 nm. Za slijepu probu se koristi 96%-tni etanol. Konacne
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka izraCunavaju se iz jednadzbe bazdarnog pravca
otopine Troloxa izraZzene kao umolTE L-1. Za izradu bazdarnog pravca u ABTS metodi koristi se
Trolox (Sigma Aldrich, SAD) koji uzrokuje smanjenje boje ABTS '+ otopine. To¢ke odredene za
izradu bazdarnog pravca su sljedece: 0, 100, 200, 400, 1000, 2000 i 2500 pumol/L. Prvo se
pripremi ,stock” otopina i to tako da se u odmjernu tikvicu od 25 mL izvaZze 0,0156 Trolox-a, a
tikvica se 80%-im etanolom nadopuni do oznake. 1z ,stock” otopine pripremaju se ostala
razrjedenja. Nakon pripreme navedenih koncentracija otpipetira se 160 pL pojedine
razrijedene otopine Trolox-a i doda 2 mL 1 %-ne ABTS'+ otopine, te se mjeri apsorbanca pri
734 nm.

3.8. FRAP metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodom vrsSi se mjerenje
antioksidacijskog potencijala uzorka na principu redukcije Fe 3+ iona —TPTZ (Zeljezo (lIl)-2,4,6-
tripiridil-s-triazin) u Fe 2+ - TPTZ s antioksidansom putem SET mehanizma. Rezultat reakcije je
intenzivno plavo obojenje otopine s apsorbancijom na 550 nm (Moharram i Youssef, 2014.).
Za pripremu reagensa TPTZ (2,4,6- tripiridil-s-triazin) 10 mM potrebno je odvagati 0,0312 g
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TPTZ-a u tikvicu od 10 mL te potom do oznake nadopuniti 40 mM klorovodi¢énom kiselinom.
40 mM HCI dobiva se tako da se otpipetira 330 uL 37%-tna HCl u odmjernu tikvicu od 100 ml
i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Za pripremu Zeljezo (lll)-klorid heksahidrat (FeCls x
6H,0) 20 mM potrebno je odvagati 0,541 g Zeljezo (IIl)-klorida heksahidrata u odmjernu tikvicu
od 100 mL i nadopuniti destiliranom vodom do oznake. Za pripremu acetatnog pufera 0,3 M
potrebno je odvagati 3,1 g natrij-acetat trihidrata u tikvicu od 1 L. Potom se otpipetira 16 mL
glacijalne octene kiseline i nadopuniti destiliranom vodom do oznake. Nakon toga potrebno je
provjeriti pH pufera koji bi trebao iznositi 3,6. Postupak pripreme FRAP reagensa: u tikvicu ili
¢asu volumena 50 mL pomijeSa se u omjeri 10:1:1 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ
reagensa, 2,5 mL Fe(lll)-klorid heksahidrata.

Postupak odredivanja:

Prvo je potrebno napraviti slijepu probu: 240 ul destilirane vode, 80 uL 80%tnog EtOH, 2080
uL FRAP reagensa te se slijepa proba termostatira u vodenoj kupelji 5 min na 37 °C.

Postupak reakcije:

U epruvetu se doda 240 plL destilirane vode, 80 uL uzorka, 2080 pL FRAP reagensa te se sve
termostatira 5 min u vodenoj kupelji na 37 °C.

Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Za izraCunavanje
koncentracije (mM Zzeljezo(ll)-sulfat heptahidrata (FeSO4x7H.0)) prema bazdarnom pravcu
potrebno je oduzeti apsorbanciju slijepe probe od apsorbancije uzoraka te tako dobivenu
razliku apsorbancija koristiti za preracunavanje prema dobivenoj jednadzbi pravca (Benzie i
Strain, 1996).

4. Rezultatiirasprava

4.1. Mehanicki sastav ploda ljeSnjaka

Rezultati iskoristivosti ploda ljeSnjaka i udjela otpada (ljuske) za istrazivane sorte 'Istarski'
i 'Rimski' prikazani su u Grafikonima 3 i 4. Kod obje sorte ljeSnjaka, jezgra ploda ¢ini manje od
40 % ukupne mase ploda i to kod sorte 'Rimski' udio jezgre je svega 32,16 %, dok kod sorte
'Istarski' jezgra Cini 37,51 % mase ploda. Takoder, udio ljuske je kod obje sorte blizak te
konkretno kod sorte 'Rimski' iznosi 58,09 % ukupne mase, a kod sorte 'Istarski' iznosi 58,87 %.
Temeljem dobivenih rezultata utvrdeno je kako preko 50 % ukupne mase ploda istrazivanih
sorti ljeSnjaka Cini ljuska koja prilikom daljnje upotrebe i prerade predstavlja otpad. Dobiveni
rezultati udjela ljuske u ukupnoj masi ploda ljeSnjaka u skladu su s istraZzivanjima drugih autora
prilikom ¢ega Fuso i sur. (2023.) u svojem istrazivanju isticu podatke za udio ljuske u masi ploda
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lieSnjaka od 50-55 %. Ovakvi rezultati jasno oznacavaju da je potrebno vecu pozornost pridati
ljusci ljeSnjaka kao nusproizvodu punog potencijala za daljnje iskoristenje, a ne ga iskljucivo
klasificirati otpadom.

Iskoristivost ploda i udio ljuske sorte ljesSnjaka
'Rimski'

m(otpad); 146,2;
10%

Grafikon 3. Iskoristivost ploda i udio ljuske sorte ljesSnjaka 'Rimski'

Iskoristivost ploda i udio ljuske sorte ljesSnjaka 'Istarski'

m (otpad); 58,81; 4%

Grafikon 4. Iskoristivost ploda i udio ljuske sorte ljeSnjaka 'Istarski'

4.2. Sadrzaj ukupnih polifenola (flavonoida i neflavonoida) u jezgri i ljusci
ljieSnjaka

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola (flavonoida i neflavonoida) analiziranih u jezgri i ljusci
lieSnjaka sorti 'Istarski' i 'Rimski' prikazani su u Grafikonima 5 i 6. Prema provedenoj statistickoj

analizi uzorci ljuske i jezgre ljeSnjaka kod obiju analiziranih sorti znacajno se razlikuju u sadrzaju
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ukupnih fenola, a prilikom c¢ega je kod sorte 'Istarski' u ljusci utvrdeno ¢ak oko 55 % vise

ukupnih fenola u usporedbi s jezgrom, dok je kod sorte 'Rimski' ta razlika bila nesto manja, te
je iznosila oko 27 %.

UKUPNI FENOLI - 'ISTARSKI'

140

119,82 a

[
o N
S o

77,58 b

JEZGRA LJUSKA

mg GAE/100g
N S D [0}
o o o o

o

Grafikon 5. SadrzZaj ukupnih fenola ljuske i jezgre ljeSnjaka sorte 'Istarski' (mg GAE/100 g)
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Grafikon 6. Sadrzaj ukupnih fenola ljuske i jezgre ljeSnjaka sorte 'Rimski' (mg GAE/100 g)

Isti trend zabiljeZen je i za sadrzaj ukupnih neflavonoida (Grafikon 7 i 8) i ukupnih flavonoida
(Grafikon 9i 10) analiziranih u jezgri i ljusci ljeSnjaka sorata 'Istarski' i 'Rimski'. Naime ponovno,
kod obiju sorti statistictkom analizom je utvrdeno znacajno vise ukupnih neflavonoida u ljusci
u usporedbi s jezgrom. Kod sorte 'Istarski’' 75 % vise je neflavonoida u ljusci u odnosu na jezgru
ploda, dok kod sorte 'Rimski' oko 35 % viSe neflavonoida u ljusci u odnosu na jezgru.

23



NEFLAVONOIDI - 'ISTARSKI'

~
o

60,94 a

u
o O

34,74 b

mg GAE/100g
= N W H
o O O o

o

JEZGRA LJUSKA
MATERUAL

Grafikon 7. Sadrzaj ukupnih neflavonoida ljuske i jezgre ljeSnjaka sorte 'Istarski' (mg
GAE/100g)
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Grafikon 8. Sadrzaj ukupnih neflavonoida ljuske i jezgre ljesnjaka sorte 'Rimski' (mg
GAE/100g)

Prema provedenoj statistickoj analizi moze se zakljuciti kako se uzorci ljuske i jezgre ljeSnjaka
obiju sorti znacajno razlikuju i u sadrzaju flavonoida. Kod sorte 'Istarski' u ljusci je utvrdeno 38
% vise flavonoida u usporedbi s jezgrom, dok je kod sorte 'Rimski' ta razlika neSto manja te je

iznosila oko 20 %.
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Grafikon 9. Sadrzaj ukupnih flavonoida ljuske i jezgre ljesSnjaka sorte 'Istarski' (mg GAE/100 g)
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Grafikon 10. Sadrzaj ukupnih flavonoida ljuske i jezgre ljeSnjaka sorte 'Rimski' (mg GAE/100
g)

Temeljem dobivenih rezultata moZe se zakljuciti kako je ljuska ljeSnjaka bogat izvor
polifenolnih spojeva, $to odgovara i rezultatima drugih autora (Shahidi i sur., 2007.). Shahidi i
sur. (2007) su u svom istraZivanju utvrdili 90 % visi sadrzaj ukupnih fenola u ljusci ljeSnjaka u
usporedbi s jezgrom ploda. Nadalje, iako u ovom istraZzivanju nisu statisti¢ki usporedivane
analizirane sorte ljeSnjaka, jasno je uodljivo kako sorta ljeSnjaka 'Rimski' opéenito ima visi
sadrzaj polifenolnih spojeva neovisno o dijelu ploda (jezgra ili ljuska) $to kao i kod svih drugih
biljnih vrsta dokazuje genetsku varijabilnost jednako u morfoloSkim i kemijskim svojstvima
unutar iste biljne vrste (Krél i Ganter, 2020.).
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4.3. Sadrzaj polifenolnih spojeva alkoholnih ekstrakata ljuske ljeSnjaka

U Grafikonu 11 prikazani su rezultati sadrZaja ukupnih fenola u analiziranim
ekstraktima ljuske ljeSnjaka sorte 'Istarski'. Prema provedenoj statistickoj analizi najvisi sadrzaj
ukupnih fenola (373,41 mg GAE/100 g) utvrden je u uzorku tretiranom ultrazvu¢nom sondom
uz amplitudu od 60 % primjenom 80 % etanola kao otapala u ukupnom trajanju tretmana od
25 minuta (S12). Najnizi sadrzaj ukupnih fenola (218,98 mg GAE/100 g) utvrden je u uzorku
ekstrakta tretiranim klasicnom metodom ekstrakcije Cvrsto-tekué¢e uz 80 %-ni etanol kao
otapalo (KL2). Tijekom ultrazvuénog tretmana varirana je amplituda, vrijeme trajanja
ekstrakcije te koncentracija otpala, a statistickom analizom utvrdeno je kako su sve tri varijable
znacajno utjecale na sadrzaj ukupnih fenola. U uvjetima ultrazvuénog tretmana uz amplitudu
od 40 % u prosjeku su dobivene nize vrijednosti ukupnih fenola u usporedbi s tretmanima u
kojima je koriStena amplituda od 60 % i to u prosjeku oko 12 % niZe vrijednosti neovisno o
koristenom otapalu i vremenu tretmana. Jednako tako usporedujudi vrijeme trajanja tretmana,
viSe vrijednosti ukupnih fenola su dobivene prilikom UZV tretmana u trajanju od 25 minuta. U
prosjeku je sadrzaj ukupnih fenola tijekom 25 minuta tretmana bio visi za skoro 22 % u odnosu
na vrijeme trajanja 10 minuta te oko 12 % u usporedbi s trajanjem od 15 min, dok je vrijeme
tretmana od 15 minuta dovelo do skoro 9 % veceg sadrzaja ukupnih fenola u odnosu na vrijeme
od 10 minuta. Usporedujudi vrijednosti ukupnih fenola ovisno o koristenoj koncentraciji
otapala i kod ultrazvu¢no potpomognute i klasi¢ne ekstrakcije utvrdeno je kako koncentracija
80 %-og etanola znacajnije pogoduje ekstrakciji ukupnih fenola u odnosu na 50 %-ni etanol.
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U grafikonu 12 prikazani su rezultati sadrzaja ukupnih fenola u analiziranim ekstraktima
ljuske ljesnjaka sorte 'Rimski'. Prema provedenoj statistickoj analizi najviSi sadrzaj ukupnih
fenola (521,06 mg GAE/100 g) utvrden je u uzorku tretiranom ultrazvu¢nom sondom uz
amplitudu 60 %, primjenom 80 % etanola u trajanju 25 minuta (512), dok je najniZa vrijednost
ukupnih fenola (292,69 mg GAE/100 g) utvrdena u uzorku ekstrahiranom klasichom metodom
u 80 % otopini etanola u trajanju 24 sata (KL2). Usporedujuci dobivene vrijednosti ukupnih
fenola na temelju amplitude, utvrdeno je kako su u uvjetima amplitude od 60 % dobivene vise
vrijednosti ukupnih fenola usporedujudi s vrijednostima ukupnih fenola pri amplitudi od 40 %,
u prosjeku su vrijednosti vise za skoro 8 %. Usporedujuc¢i dobivene vrijednosti na temelju
vremena trajanja ekstrakcije utvrdeno je da trajanje ekstrakcije 25 minuta najpozitivnije utjece
na vrijednosti ukupnih fenola, u prosjeku su vrijednosti za 18 % veée od vrijednosti dobivenih
vremenom trajanja ekstrakcije 15 minuta i 45 % vece u odnosu na vrijednosti dobivene tijekom
trajanja tretmana od 10 minuta. Takoder, i kod ove sorte ljeSnjaka, visi prinosi ukupnih fenolnih
spojeva ostvareni su prilikom upotrebe 80 %-og etanola u usporedbi s 50 %-im etanolom i to
u prosjeku ¢ak 33 % vise vrijednosti ukupnih fenola.
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Temeljem dobivenih rezultata sadrzaja ukupnih fenola u alkoholnim ekstraktima obiju
analiziranih sorata ljeSnjaka mozZe se zakljuciti kako nacin ekstrakcije (klasi¢no i ultrazvu¢nom
sondom) ima znacajan utjecaj na prinos ukupnih fenola, a prilikom ¢ega ultrazvuc¢na ekstrakcija
znacajno vise pozitivno utjeCe na prinos ukupnih fenola Sto se poklapa i s rezultatima
istrazivanja drugih autora (Dal i sur., 2020.). Kod ekstrakata ekstrahiranih ultrazvuénom
sondom utvrdene su najviSe vrijednosti ukupnih fenola, neovisno o koncentraciji otapala,
amplitudi i vremenskom periodu u odnosu na klasi¢cnu metodu ekstrakcije. Usporedujuci
uzorke koji su tretirani ultrazvukom i klasi¢no, gotovo 70 % nize vrijednosti ukupnih fenola
utvrdene su u uzrocima tretiranim klasichom metodom u usporedbi s ekstraktima
ekstrahiranim ultrazvukom kod obje sorte. Autori Debiasi i sur. (2021.) su u svojem istrazivanju
takoder utvrdili kako ultrazvu¢na ekstrakcija povoljnije utjeCe na ekstrakciju bioaktivnih
komponenata te da je ultrazvuéna metoda bolja zbog kraéeg vremenskog trajanja, zahtjeva
manju koli¢inu otapala te uzrokuje najmanje promjene molekularnih, strukturalnih svojstva
ispitivane tvari, a time i nutritivne vrijednosti.

Promatraju¢i dobivene rezultate ovisno o koncentraciji otapala kod tretmana
ultrazvukom, uocljive su razlike. Kod sorte ljeSnjaka 'Istarski', viSi sadrzaj ukupnih fenola
uzoraka ljuske utvrdena je koriStenjem 50 %-og etanola u odnosu na 80 %-ni etanol, dok je kod
sorte ljeSnjaka 'Rimski' upotrebom 80 %-og etanola ekstrahirana veca koli¢ina ukupnih fenola.
Usporedujudi dobivene rezultate s rezultatima istraZzivanja drugih autora (Oroian i sur., 2020.),
utvrdeno je kako visa koncentracija etanola pozitivnije utjeCe na ekstrakciju polifenolnih
spojeva, a Sto se poklapa s navedenim literaturnim navodom.

U tretmanu ultrazvukom varirano je i vrijeme ekstrakcije, a usporedujuci ekstrakciju u
trajanju od 10, 15 i 25 minuta moZe se utvrditi da je kod obje sorte vedi prinos ukupnih fenola
ostvaren prilikom tretmana u trajanju od 25 minuta. Naime i drugi autori navode kako prilikom
ultrazvucnog tretmana, optimalno vrijeme trajanja ultrazvuénog tretmana iznosi oko 20
minuta uz napomenu kako navedeno znacajno varira i ovisno o drugim procesnim uvjetima,
prvenstveno koristenoj amplitudi i temperaturi sustava (Egues i sur., 2021.).

Takoder, prilikom ekstrakcije u sustavu ultrazvuéne sonde, varirana je i amplituda (40 60
%), koja znacajno utjece na koli¢inu ukupnih fenola. Visa razina amplitude je bila ucinkovitija
za ekstrakciju ukupnih fenola za obje sorte, Sto odgovara rezultatima istrazivanja drugih autora
(Eguesisur., 2021.). Egues i sur. (2021.) u svojem su istrazivanju utvrdili kako visa amplituda, u
njihovom slucaju 70 % povoljnije utjeCe na ekstrakciju polifenolnih spojeva u odnosu na nizu
amplitudu, 50 %.0vdje valja napomenuti, kako faktor amplitude i odabir optimalne pri UZV
potpomognutoj ekstrakciji znacajno ovisi i o nominalnoj snazi uredaja kojim se provodi
ultrazvucni tretman (Herceg i sur., 2008).
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U Grafikonu 13 prikazani su rezultati sadrzaja ukupnih neflavonoida ekstrahiranih
klasichom metodom i metodom ultrazvuka visokog intenziteta ljuske ljeSnjaka 'Istarski'. Najvisi
sadrzaj ukupnih neflavonoida (313,45 mg GAE/100 g) utvrden je u uzorku tretiranom
ultrazvukom uz amplitudu 40 %, primjenom 50 %-og etanola u trajanju od 25 minuta (S5), dok
je najniza vrijednost (174,81 mg GAE/100 g) utvrdena u uzorku 80 %-ne otopine etanola
klasi€nom ekstrakcijom (KL2). Usporedujudi dobivene vrijednosti ukupnih neflavonoida ovisno
o koristenoj amplitudi utvrdeno je kako su pri amplitudi od 60 % dobivene u prosjeku oko 9 %
viSe vrijednosti ukupnih neflavonoida u usporedbi s amplitudom od 40 %. Takoder, utvrden je
i znacajan utjecaj vremena ultrazvucnog tretmana na ekstrakciju neflavonoida iz ekstrakata
ljuske ljeSnjaka 'Istarski', a prilikom ¢ega su znacajno vise vrijednosti utvrdene prilikom 25
minuta u odnosu na trajanje od 15 minuta i to u prosjeku za 10 % te 16 % u odnosu na vrijeme
trajanja od 10 minuta. Sto se tice koncentracije etanola, vi$i prinos ukupnih neflavonoida
utvrden je prilikom primjene 50 %-og etanola u usporedbi s 80 %-im etanolom (u prosjeku oko
32 % viSe vrijednosti).
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U Grafikonu 14 prikazani su rezultati sadrzaja neflavonoida ovisno o nacinu ekstrakcije
ljuske ljesnjaka sorte 'Rimski'. Najvisi sadrZzaj ukupnih neflavonoida (429,36 mg GAE/100 g)
utvrden je u uzorku tretiranim ultrazvuénom sondom uz amplitudu 60 %, primjenom 80 %-ne
otopine etanola u trajanju od 25 minuta, dok je najniZa vrijednost ukupnih neflavonoida
(246,12 mg GAE/100 g) utvrdena u uzorku 80 %-ne otopine etanola tretiranim klasi¢chnom
metodom u trajanju od 24 sata (KL2). Tijekom ultrazvu¢nog tretmana uz amplitudu od 40 % u
prosjeku su dobivene nize vrijednosti ukupnih neflavonoida u usporedbi s tretmanima u kojima
je koristena amplituda od 60 % i to u prosjeku oko 9 % nizZe vrijednosti neovisno o koriStenom
otapalu i vremenu tretmana. Jednako tako usporedujuéi vrijeme trajanja tretmana, vise
vrijednosti ukupnih neflavonoida dobivene su duljim tretmanom, u trajanju od 25 minuta. U
prosjeku je sadrzaj ukupnih neflavonoida prilikom tretmana od 25 minuta visi za gotovo 18 %
u odnosu na vrijeme tretmana od 15 minuta te 47 % vise u usporedbi s vr.emenom tretmana
od 10 minuta. Usporedujudi vrijednosti ukupnih neflavonoida na temelju koncentracije otapala
utvrdeno je kako koncentracija 50 %-og etanola bolje pogoduje ekstrakciji ukupnih
neflavonoida u odnosu na 80 %-ni etanol. U prosjeku su vrijednosti ukupnih neflavonoida 32
% vise kod koristenja 50 %-og etanola u usporedbi s 80 %-im.
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Sadrzaj ukupnih flavonoida alkoholnih ekstrakata ljuske ljeSnjaka sorte 'Istarski' prikazan
je u Grafikonu 15. Najvisi sadrzaj flavonoida iznosio je 84,37 mg GAE/100 g, a utvrdena je za
uzorak tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 60 %, vremenu tretiranja od
25 minuta uz 80 %-ni etanol (512). Najnizi sadrZaj flavonoida od 34,5 mg GAE/100 g utvrdena
je u uzorku tretiranom klasicnom metodom ekstrakcije uz 50 %-ni etanol kao otapalo. Tijekom
ultrazvuénog tretmana u uvjetima amplitude od 60 % dobivene su vise vrijednosti ukupnih
flavonoida usporedujuci s vrijednostima ukupnih flavonoida u uvjetima amplitude 40 %. U
prosjeku su vrijednosti vise za skoro 16 %. Sto se ti¢e vremena tretmana, prilikom ekstrakcije
u trajanju od 25 minuta ostvarene su najvise vrijednosti ukupnih flavonoida, u prosjeku za 24
% viSe u odnosu na vrijeme tretmana od 15 minuta te 52 % viSe u odnosu na tretman u trajanju
od 10 minuta. Nadalje, promatrajuci koncentraciju koriStenog etanola, vise vrijednosti ukupnih
flavonoida utvrdene su koristenjem 80 %-og etanola u usporedbi s 50 %-im, u prosjeku 38 %
viSe vrijednosti.

35



90

80

70

60

v
o

mg GAE/100g
5

30

20

10

FLAVONOIDI EKSTRAKATA LJUSKE - 'ISTARSKI'

8437a
76,17 b
67,09 ¢
63,06 d
598 ¢
55,43 f
50,24 g 50,71¢g 49,26 g
42,72 hi
40,71 Sk
2074 | |
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

Grafikon 15. Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg GAE/100 g) ekstrakata ljuske ljeSnjaka sorte 'Istarski'

34,5]

KL1

44,17 h

KL2

36



Grafikon 16 prikazuje ukupan sadrzaj flavonoida ekstrahiranih iz ljuske ljesnjaka sorte
'Rimski'. Najvisa vrijednost flavonoida (92,36 mg GAE/100 g) je utvrdena u uzorku tretiranom
ultrazvu¢nom sondom uz amplitudu od 60 %, 80 %-ni etanol i vremenskom periodu od 25
minuta (S12), dok je najniZa vrijednost (44,71 mg GAE/100 g) utvrdena u uzorku ekstrakta
tretiranom klasicnom metodom u trajanju od 24 sata i u 50 %-ni etanol. U uvjetima
ultrazvuénog tretmana uz amplitudu od 40 % u prosjeku su dobivene niZe vrijednosti ukupnih
flavonoida u usporedbi s tretmanima u kojima je koristena amplituda od 60 % i to u prosjeku
oko 17 % nize vrijednosti neovisno o koristenom otapalu i vremenu tretmana. Jednako tako
usporedujuéi vrijeme trajanja tretmana, vise vrijednosti ukupnih flavonoida su dobivene
prilikom UZV tretmana u trajanju od 25 minuta. U prosjeku je sadrZzaj ukupnih flavonoida
tijekom 25 minuta tretmana bio visi za gotovo 18 % u odnosu na vrijeme trajanja 15 minuta te
39 % u usporedbi s vremenom tretmana od 10 minuta. Usporedujuci vrijednosti ukupnih
flavonoida ovisno o koncentraciji otapala, utvrdeno je kako koncentracija 50 %-og etanola
pogoduje ekstrakciji ukupnih flavonoida u odnosu na 80 %-ni etanol. U prosjeku su vrijednosti
ukupnih flavonoida 34 % vise kod koriStenja 50 %-og etanola u usporedbi s 80 %-im.
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Temeljem svih dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti kako ultrazvucna ekstrakcija i kod
sorti ljeSnjaka 'Istarski' i 'Rimski' pozitivho utjeCe na ekstrakciju ukupnih flavonoida i
neflavonoida, $to odgovara i rezultatima istraZivanja drugih autora (Salem i sur.,, 2022.).
Usporedujudi uzorke koji su tretirani ultrazvu¢nom sondom neovisno o vremenskom periodu
tretmana, amplitudi i koncentraciji etanola i uzoraka koji su tretirani klasichom metodom moze
se utvrditi kako je sadrzaj polifenolnih spojeva veéi za do 30 % u ekstraktima koji su tretirani
ultrazvu¢nom sondom. Usporedujuéi rezultate ovog istraZzivanja s rezultatima istrazivanja
drugih autora (Deng i sur., 2017.) potvrdeno je kako ultrazvucna ekstrakcija povoljnije utjece
na ekstrakciju te zahtjeva kraée vrijeme, manje otapala i nizu temperaturu u odnosu na
klasicnu metodu maceracije. Vrijeme trajanja tretmana ultrazvu¢nom sondom je znacajno i
pozitivno utjecalo na sadrzaj polifenolnih spojeva kod obje sorte ljeSnjaka Osim vremenskog
perioda koje ima pozitivan utjecaj na ekstrakciju, amplituda takoder pozitivno utjeCe na
ekstrakciju i koli¢inu ekstrahiranih polifenolnih spojeva. Vec¢a amplituda (60 %) je imala
povoljniji utjecaj na ekstrakciju u usporedbi s nizom razinom amplitude (40 %). Sli¢ne rezultate
dobili su i autori drugih istraZivanja (Oroian i sur., 2020.). Oroian i sur. (2020.) su utvrdili da
amplituda 100 % poti¢e 13 % vecu ekstrakciju ukupnih flavonoida i neflavonoida u odnosu na
amplitudu 60 % te29 % vecu ekstrakciju u odnosu na amplitudu 20 %. Veca koncentracija
otopine etanola (80 % v/v) imala je pozitivniji utjecaj na ekstrakciju i koli¢inu ekstrahiranih svih
polifenolnih spojeva osim neflavonoida. Autori Oroian i sur. (2020.) su takoder ispitivali utjecaj
koncentracije otapala na ekstrakciju ukupnih flavonoida i neflavonoida te su utvrdili kako 80
%-ni etanol dovodi do 7 % viSe ekstrahiranih flavonoida i neflavonoida u odnosu na 60 %-ni
etanol.

4.4. Antioksidacijski kapacitet jezgre i ljuske ljeSnjaka sorti 'Istarski' i
'Rimski'

U Grafikonima 17-20 prikazani su rezultati antioksidacijskog kapaciteta ljuske i jezgre
lieSnjaka sorti 'Istarski' i 'Rimski' analiziranih ABTS i FRAP metodom te rezultati
antioksidacijskog kapaciteta alkoholnih ekstrakata ljuske ljesSnjaka ovisno o nacinu ekstrakcije.
Analizirajuéi vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta prema ABTS metodi za ljusku i jezgru
lieSnjaka obje sorte, utvrdene su opéenito visoke vrijednosti Sto ukazuje na znacajnu nutritivnu
vrijednost i potencijal i ljuske i jezgre ljeSnjaka u funkcionalne svrhe. FRAP metodom takoder
su utvrdene izrazito visoke vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta Sto ponovno isti¢e nutritivni
potencijal ove sirovine, no upotrebom FRAP metode ljuska obje analizirane sorte ljeSnjaka
pokazuje znacajno vise vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u usporedbi s jezgrom ploda. U
sluc¢aju ljeSnjaka sorte 'Istarski' ljuska ima gotovo 73 % vedéi antioksidacijski kapacitet u
usporedbi s jezgrom, dok je kod sorte ljeSnjaka 'Rimski' ta razlika izmedu ljuske i jezgre oko 60
%. Navedeni rezultati su bili i o¢ekivani s obzirom na utvrden visok sadrzaj polifenolnih spojeva
posebice u ljuski ljesnjaka u usporedbi s jezgrom ploda.
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Temeljem dobivenih rezultata utvrdeno je da ljuska i jezgra pokazuju opdéenito visoki
antioksidacijski kapacitet samim time i visoku koncentraciju bioaktivnih spojeva, sto odgovara
rezultatima istrazivanja drugih autora (Gavilan-Cuicui i sur., 2024.). Autor Gavilan-Cuicui i sur.
(2024.) su takoder utvrdili analizirajuéi dvije sorte ljeSnjaka kako ljuska ljeSnjaka obje sorte
pokazuje veci antioksidacijski kapacitet u odnosu na jezgru ploda.

Antioksidacijski kapacitet, ABTS metoda - 'ISTARSKI'
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Grafikon 17. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta ljuske i jezgre ljeSnjaka
"Istarski' (umol TE/L)

Antioksidacijski kapacitet, ABTS metoda - 'RIMSKI'
2524

2522,41a
2522
2520
2518
E 2516
5 2514
£ sn 2510.62 a
2510
2508
2506
2504
JEZGRA LJUSKA

Grafikon 18. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ljuske i jezgre ljeSnjaka
'Rimski' (umol TE/L)
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Antioksidacijski kapacitet, FRAP metoda - 'ISTARSKI'
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Grafikon 19. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ljuske i jezgre ljeSnjaka
"Istarski' (umol TE/L)
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'Rimski' (umol TE/L)
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4.5. Antioksidacijski kapacitet alkoholnih ekstrakata ljuske ljeSnjaka sorti
'Istarski' i 'Rimski'

Grafikon 21 i 22 prikazuju vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta alkoholnih ekstrakata
ljuske ljeSnjaka sorti 'Istarski' i 'Rimski' analiziranih ABTS metodom. Usporedujudi utjecaj
nacina ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet prema ABTS metodi ne moZe se donijeti jasni
zakljucak kojim nacinom ekstrakcije su ostvarene vece vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta.
Naime, kod ultrazvucne ekstrakcije znadajan utjecaj imaju svi varirani faktori, odnosno
amplituda, vrijeme tretmana i koncentracija etanola kao otapala, a prilikom ¢ega za razliku od
ostalih analiziranih komponenata jasno je uocljiv jedino utjecaj vrste otapala. Uzorci u kojima
je koristen 80 %-ni etanol imali su nesto visi antioksidacijski kapacitet u usporedbi s uzorcima
u kojima je koristen 50 %-ni etanol.
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Grafikon 21. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/L) analiziran ABTS metodom alkoholnih ekstrakata ljuske ljesnjaka sorte 'Istarski'
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Najvisi antioksidacijski kapacitet ekstrakata ljuske sorte 'Rimski' utvrden je za uzorak klasi¢no
tretiran (KL2), a prilikom ¢ega opcenito se moze utvrditi da su ovisno o nacinu ekstrakcije veci
antioksidacijski kapacitet imali uzorci tretirani klasi¢éno. Usporedujuéi antioksidacijski kapacitet
ekstrakata ljuske ovisno o amplitudi, znacajne razlike nisu utvrdene. Uzorci koji su tretirani 80
%-im etanolom u usporedbi s uzorcima tretiranim 50 %-im etanolom pokazuju gotovo 3 % veci
antioksidacijski kapacitet. Dobivene vrijednosti ovisno o vremenskom trajanju tretmana se
razlikuju te pritom uzorci koji su tretirani 10 minuta pokazuju nesSto vedi antioksidacijski
kapacitet u odnosu na uzorke tretirane 25 minuta.
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Antioksidacijski kapacitet, ABTS metoda - 'RIMSKI'
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Grafikon 22. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/L) analiziran ABTS metodom alkoholnih ekstrakata ljuske ljeSnjaka sorte 'Rimski'
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Grafikon 23 i 24 prikazuju vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ljuske
lieSnjaka sorti ‘Istarski' i 'Rimski' analiziranih FRAP metodom. Usporedujudi rezultate
antioksidacijskog kapaciteta ovisno o nacinu ekstrakcije (ultrazvukom i klasi¢no) utvrdene su
znacajno viSe vrijednosti istog prilikom UZV potpomognute ekstrakcije i to za ¢ak 26 % u
odnosu na klasi¢énu ekstrakciju. Amplituda, vrijeme tretmana kao i koncentracija etanola
znacajno su utjecale, a prilikom cega je utvrden visi antioksidacijski kapacitet primjenom
amplitude od 60 %, u prosjeku za 18 % u odnosu na ekstrakte tretirane 40 %-om amplitudom.
Tretmanom od 25 minuta u prosjeku su ostvarene 20 % viSe vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta u odnosu na vremensko trajanje od 15 minuta te 54 % viSe u odnosu na vremenski
period tretmana od 10 minuta. Usporedujudi rezultate na temelju koristenog otapala (50 %-ni
i 80 %-ni etanol), uzorci tretirani 50 %-im etanolom pokazuju gotovo 4 % veci antioksidacijski
kapacitet u odnosu na uzorke tretirane 80 %-im etanolom.
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Grafikon 23. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/L) analiziran FRAP metodom alkoholnih ekstrakata ljuske ljesSnjaka sorte 'Istarski'
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Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta alkoholnih ekstrakata ljuske ljeSnjaka sorte
'Rimski' prema FRAP metodi prikazani su u Grafikonu 24. Najvisa vrijednost (3063,71 umol
TE/L) utvrdena je za uzorak tretiran ultrazvukom uz amplitudu od 60 % tijekom 25 minuta
tretmana i 80 %-ni etanol koristen kao otapalo. Opéenito, uzorci tretirani ultrazvukom imali su
znacajno vise vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u usporedbi s onima tretiranim klasi¢no.

Kod ultrazvuénog tretmana razina amplitude znacajno je utjecala na vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta pripremljenih ekstrakata, a prilikom ¢ega su oko 11 % vise
vrijednosti kapaciteta uzoraka utvrdene uz 60 % amplitudu u odnosu na uzorke tretirane 40 %-
om amplitudom. Isto tako, viSe vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta ostvarene su
koriStenjem 80 %-og etanola u usporedbi s 50 %-im. Jo$ jedan znacajan ¢imbenik utjecaja na
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta alkoholnih ekstrakata tretiranih ultrazvukom bio je i
vrijeme tretmana. Usporedujuci dobivene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta na temelju
vremenskog perioda od 10, 15 i 25 minuta, uzorci koji su tretirani 25 minuta pokazuju oko 15
% veci antioksidacijski kapacitet u odnosu na uzorke tretirane 15 minuta te 39 % vedi
antioksidacijski kapacitet u odnosu na uzorke tretirane 10 minuta.
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Grafikon 24. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/L) analiziran FRAP metodom alkoholnih ekstrakata ljuske ljesnjaka sorte 'Rimski'
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Temeljem dobivenih rezultata utvrdeno je da ljuska obje sorte pokazuje opcenito visoki
antioksidacijski kapacitet samim time i visoku koncentraciju bioaktivnih spojeva, sto odgovara
rezultatima istrazivanja drugih autora (Salem i sur., 2022.), a koji su analizirajuci ljusku ljeSnjaka
utvrdili njezin visok antioksidacijski kapacitet. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su vise
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta uzoraka tretiranih ultrazvukom u usporedbi s klasi¢nim
tretmanom (koriste¢i FRAP metodu) $to je takoder u skladu s rezultatima istraZzivanja drugih
autora (Ummat i sur., 2020.). Usporedujuci dobivene rezultate antioksidacijskog kapaciteta
FRAP metodom na temelju razli¢itih upotrijebljenih amplitudi utvrdeno je kako visa amplituda
pozitivnije utjeCe na ekstrakciju bioaktivnih spojeva sto je u skladu s rezultatima istrazivanja
drugih autora (Hu i Li, 2022.). Analiziraju¢i dobivene rezultate antioksidacijskog kapaciteta i
usporedujudi ih s rezultatima istraZivanja drugih autora (Falleh i sur., 2012.), utvrdeno je kako
duZe vrijeme trajanja ekstrakcije potice ekstrakciju vece koli¢ine bioaktivnih spojeva, a ¢ime se
posljedi¢no ostvaruju i vise vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta.
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5.

Zakljucak

Na temelju rezultata dobivenih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti sljedece:

jezgra i ljuska obje sorte ljeSnjaka znacajno su se razlikovale u sadrzaju ukupnih fenola,
flavonoida, neflavonoida kao i u antioksidacijskom kapacitetu. Znacajno vise vrijednosti
ukupnih polifenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta utvrdene su u ljusci obje
sorte u odnosu na jezgru ljeSnjaka.

ultrazvu¢no potpomognuta ekstrakcija pozitivno utje¢e na prinos polifenolnih spojeva,
a prilikom Cega su za sve alkoholne ekstrakte ljuske obiju analiziranih sorti ljeSnjaka
utvrdene znacajno vece vrijednosti navedenih istrazivanih komponenti u uzorcima
tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta u usporedbi s klasic(hom metodom
ekstrakcije.

kod ultrazvucne ekstrakcije svi varirani parametri: vrijeme, amplituda i koncentracija
etanola znacajno su utjecali na sadrzaj polifenolnih spojeva, a opcenito su najvise
vrijednosti istih ostvarene uz vremenskom periodu od 25 minuta, upotrebu
koncentriranije etanola od 80 % te koriStenjem viSe amplitude uredaja od 60 %.
Prethodno navedenom postoji iznimka prilikom ¢ega su u pojedinim sluc¢ajevima kradi
vremenski period (10 minuta) i niza koncentracija otapala (50 %) doveli do ekstrakcije
veceg sadrzaja bioaktivnih spojeva Sto ukazuje na Cinjenicu da razliCite ispitivane tvari
zahtijevaju razli¢itu kombinaciju parametara koja ¢e dovesti do najboljih rezultata.

Na kraju se moze zakljuditi kako je organski ostatak tocnije nusproizvod proizvodnje ljesnjaka,

ljuska, izrazito nutritivno vrijedan nusproizvod, bogat razli¢itim metabolitima ¢ime se dokazuje

njezin nutritivni potencijal, a time i brojne funkcionalne vrijednosti. S obzirom na iznesene

¢injenice i rezultate, utvrdeno je da ljuska ljeSnjaka pokazuje znacajan potencijal za oporabu

te bi se kao takva mogla koristiti u izradi razli¢itih proizvoda dodane vrijednosti, a ne klasificirati

kao biootpad. Uz sve, ultrazvu¢na metoda je iznimno neinvazivna, brza i pouzdana u usporedbi

klasichnom metodom, ¢ime se daje na vaznosti daljnjeg razvijanja i koristenja ultrazvuka kao

zelene procesne tehnologije oporabe ljuske ljesnjaka.
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