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1. UVOD



Uslijed sve veceg broja elementarnih nepogoda, ljudi su postali svjesni viastitog utjecaja na
okoli$ i javila se potreba za recikliranjem kako bi se smanjilo zagadenje okolida. Zbog toga
proizvodacdi Zele iskoristiti sve nusproizvode u prehrambenoj industriji pa tako i proizvodaci
vina pokuSavaju naci nacin na koji bi iskoristili trop grozda nakon proizvodnje vina. Nadalje,
hrvatska kuhinja je tradicionalno bogata raznim proizvodima kao $to su tjestenine, fini
pekarski proizvodi te ¢ajna peciva od pSeni¢nog bradna. Isto tako, s napretkom tehnologije i
sve veée potrebe danaSnjeg drustva da se hrani zdravije, proizvodaci hrane pokusavaju
unaprijediti svoje proizvode te ih nutritivno poboljSati kao na primjer ¢ajna peciva. Iz tih je
razloga tema ovog diplomskog rada utjecaj dodatka tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon

na fizikalna i bioaktivna svojstva ¢ajnog peciva od pSeni¢nog brasna.

Utjecaj dodataka tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon na fizikalna i bioaktivha svojstva
€ajnog peciva od pSeni¢nog brasna ¢e se odrediti idu¢im metodama: ukupni flavonoidi ¢e se
odrediti  spektrofotometriiskom metodom uz pomo¢ aluminijevog klorida, ukupni
proantocijanidini odredit ¢e se spektrofotometrijskom metodom baziranoj na njihovoj reakciji
s otopinom kiselina-butanol, ukupni polifenoli  Folin-Ciocalteu = micro-metodom,
antioksidacijska aktivnost spektrofotometrijski DPPH metodom, a proteini Bradfordi¢inom

metodom.

Cilj rada je dokazati da se trop groZzda mozZe potpuno iskoristiti na nacin da se u usitnjenom
obliku, s odredenim udjelom koristi kao zamjena za pSeni¢nog brasna u ¢ajnom pecivu uz

povecanje bioaktivnih svojstava gotovog €ajnog peciva.



2. TEORIJSKIDIO



2.1. PsSenic¢no brasno

Hrana je jedna od najnuznijih tvari koja nam je potrebna da bi prezivjeli. U dana$nje vrijeme
imamo jako puno razli€itih vrsta sirovina te proizvoda nastalih od tih sirovina. Jedna takva
sirovina je brasno, a naj¢es¢e koriSteno brasno jest pSenic¢no brasno. Brasno se koristi kao
sirovina za proizvodnju kruha, peciva, tjestenina, €ajnog peciva i slastica te kao dodatak
jelima. PSeni¢no brasno nastaje mehanickim usitnjavanjem endosperma zrna p$enice nakon
izdvajanja ljuske i klice. U prometu se nalaze razliCiti tipovi i granulacije brasna. Brasno
sadrzi odredeni udio ugljikohidrata, proteina, lipida, vitamina i mineralnih tvari. Na temelju
mineralnih tvari odredujemo tip brasna (udio pepela x 1000). Postoji nekoliko naziva i tipova
brasna: bijelo (tip 400 i 550), polubijelo (tip 700 i 850), crno (tip 1100 i 1600), kao i bradno iz

cijelog zrna (integralno).

2.2. Grozde i trop grozda

Grozde je plod vinove loze i moZe se jesti svjeze ili se mozZe Koristiti za proizvodnju vina,
dZema ili soka. Postoji nekoliko razli¢itih vrsta grozda od kojih se pravi vino. S obzirom na
boju, vino dijelimo na crno, bijelo i ruzi¢asto. Najpopularnija sorta grozda koja se koristi za

proizvodnju crnog vina je Cabernet Sauvignon.

Balasundram i sur. (2006) te Yu i Ahmeda (2013) naveli su kako se kruti ostatak koji zaostaje
nakon ekstrakcije soka voca i povréa naziva trop voca i povrc¢a te da sadrzi znacajne koli€ine
prirodnih antioksidansa, fitokemikalija i prehrambenih vlakana. Kemijski sastav, a time i
prehrambena svojstva tropa grozda, kao i udio pojedinih dijelova grozda u tropu ovise o sorti
grozda, geografskom podrijetlu, agrotehnickim uvjetima uzgoja, klimatskim uvjetima te o
postupku prerade (Teixeira i sur., 2014; Deng i sur., 2011; Buci¢-Koji¢ i sur., 2017). Trop
grozda se moze iskoristiti na razne nacine, kao bojilo, ulje, vinska kiselina, brasno ili zacin

(Garcia-Lomillo i Gonzalez-SanJose, 2016).

2.3. Cajno pecivo

Cajno pecivo je omiljen proizvod koji se proizvodi od bragna. Danas postoji mnogo razlicitih
vrsta. U proizvodnji se koriste sve vrste brasna te im se dodaju razli€iti sastojci koji ¢e
poboljsati ili promijeniti okus. Mogu posluZiti kao poslastica, ali porastom svijesti o
prednostima nutritivno bogate prehrane te ubrzanog nacina Zzivota, keksi Cesto postaju
zamjena za dorucak. U takva se €ajna peciva dodaju sastojci koji ¢e ga nutritivno obogatiti.
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Neka su istraZivanja pokazala da je bradno tropa groZda pokazalo bolju vezivost nego
braSno ostalih sjemenki koje takoder imaju visoku nutritivnu vrijednost (Garcia-Lomillo,
Gonzalez-SanJose, 2016). Takoder, pekarski i fini pekarski proizvodi sadrZzavaju visoke
udjele ugljikohidrata, a upotrebom brasna proizvedenog od tropa voa moZe povecati

koli€inu vlakana u njima (Karnopp i sur., 2015).

2.3.1. Fizikalna svojstva ¢ajnog peciva

Fizikalna svojstva tvari, tako i hrane, oCituju se tijekom nekakvih fizikalnih promjena.
Fizikalnim svojstvima smatramo boju, &vrstoéu, elektricnu vodljivost, gusto¢a, miris, okus,
taliste, vreliste i volumen. Fizikalna svojstva koja se najéeS¢e odreduju kod €ajnih peciva su:
duZina i visina ¢ajnog peciva, koeficijent Sirenja, gustoéa i ukupna promjena boje. Koeficijent
Sirenja Cajnog peciva predstavlja promjenu obujma keksa u ovisnosti o temperaturi. Gusto¢a
je odnos mase i volumena nekog tijela S$to pokazuje koliko je mase sadrzano u jedinici

volumena.

2.3.2. Bioaktivna svojstva €ajnog peciva

Bioaktivha svojstva se ne mogu primijetiti osjetilima kao fizikalna svojstva. Ona se o¢ituju
nekakvim unutarnjim promjenama strukture te iste tvari ili u interakcijama s nekim drugim
tvarima. U kemijskim reakcijama mijenjaju svoja svojstva i time mogu imati razli¢it utjecaj na
nas organizam. Kod pracenja bioaktivnih svojstva najéeSce se odreduju flavonoidi, polifenoli,

proantocijanidini, proteini te antioksidacijska aktivnost.

2.4. Polifenoli

Polifenoli su prisutni u viSe od tisu¢u spojeva koji imaju razliite kemijske strukture i jedni su
od najrasprostranjenijin skupina spojeva u bilkkama. Postoje razne vrste spojeva koji
ukljuCuju flavonoide od jednostavnih do najslozenijih. Novija istrazivanja pokazuju da
polifenoli usporavaju starenje te imaju antioksidacijska, antimikrobna i antialergijska svojstva
(Ljevar, 2016). Oni pospjeSuju senzorske karakteristike vina kao Sto su okus, boja, oporost,
ali i antioksidacijski potencijal iako su u grozdu zastupljeni u malim koli¢inama (Cedilak,
2016).



2.4.1. Flavonoidi

Flavonoidi su grupa prirodno prisutnih heterocikliCkih spojeva s kisikom. Kurtagi¢ (2017) tvrdi
da flavonoidi ukljuuju flavone, izoflavone, proantocijanidine i antocijanidine. Mogu se
pronaci u slobodnom obliku, u obliku glikozida ili kompleksa s nekim drugim spojevima.
Osnovni su dio ljudske i Zivotinjske prehrane, ali se ne mogu sintetizirati ni u Zivotinjama ni u
ljudima. Znanstvenici su istrazivanjima pokazali bioloSke uclinke flavonoida kao $to su
antivirusni, antibakterijski, antitumorski, antifungalni i drugi. Ustanovljeno je da imaju i
sposobnost €iS¢enja slobodnih radikala. Samo pojedini broj flavonoida daje boju biljkama
zbog upijanja u vidljivom dijelu spektra. Pove¢anjem broja hidroksilnih grupa, povecéava se i
antioksidativna aktivnost flavonoida. Takoder, flavonoidi su sastavne obojene komponente

cvjetova biljaka i obojene komponente u hrani.

2.4.2. Proantocijanidini

Curko i sur. (2017) u svom &lanku tvrde da su proantocijanidini glavne fenolske sastavnice
koze grozda i da pripadaju u skupinu flavonoida. Oni takoder tvrde da su posljednjih godina
proantocijanidini privukli pozornost jer su zasluzni za puno fizikalnih svojstava vina kao $to

su okus i boja, ali i zbog toga jer se koriste u borbi protiv kardiovaskularnih poteskoca.

2.5. Antioksidansi
Antioksidansi su kemijske tvari kojima je cilj sprijeiti nakupljanje slobodnih radikala u
stanicama te Stiti organizam od oksidativhog stresa, odnosno usporiti ili zaustaviti oksidaciju
proizvoda koji bi se inale lako pokvarili oksidacijom. Antioksidansi to mogu &ak i kad su
prisutni u maloj koli€ini. Nadalje, usporavaju starenje, smanjuju rizik nastanka raka, Stite srce
i krvne Zile. Najvazniji izvor antioksidanasa za €ovjeka je hrana. Namirnice koje imaju najviSe
antioksidanasa su grah, borovnica, brusnica, kupina, Sljiva. Polifenoli, flavonoidi, pa ¢ak i

vitamini C i E, neki minerali i koenzimi imaju antioksidativno djelovanje.

2.6. Proteini

Proteini su makromolekule. Osnovna jedinica od koje su gradeni proteini jesu aminokiseline
koje su povezane peptidnom vezom. Proteini imaju jako vaznu ulogu u bioloSkim sustavima.
Najvaznija uloga je energija kojom opskrbljuje organizam. Takoder, kemijski i biokemijski
procesi koji su odgovorni za Zivot organizma se odvijaju putem enzima, a enzimi su proteini.
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Proteini hrane mogu se definirati kao sastojci koji su nutritivno primjereni, netoksicni i
probavljivi. Osim u namirnicama Zzivotinjskog podrijetla, kao $to su jaja, mlijeko i meso,

proteini se nalaze i u raznim biljnim namirnicama poput Zitarica i leguminoza.



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak

Cilj istrazivanja je pratiti utjecaj dodatka tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon na odredena

fizikalna i bioaktivna svojstva ¢ajnog peciva od pSeni¢nog brasna T-550 tijekom pecenja.

Zadatak diplomskog rada je prirediti zamjes Cajnog peciva prema standardnoj AA CC
10-50.05 metodi od pSeni¢nog brasna T-550 te zamjese u kojima je dio pSeniénog brasna
zamijenjen usitnjenim tropom grozda u udjelima 10 %, 20 % i 30 % te tijekom pecenja u
odredenim vremenskim razmacima odredivati: udio suhe tvari, duzinu i visinu ¢ajnog peciva,
koeficijent Sirenja, gustocu i ukupnu promjenu boje. Pored navedenog, odredivat ¢e se:
sadrzaj flavonoida, polifenola i proantocijanidina te antioksidacijska aktivhost uzoraka.
Dobiveni rezultati usporedit ¢e se s navedenim fizikalnim i bioaktivnim svojstvima kontrolnog

uzorka, ¢ajnog peciva od brasna T-550 (bez dodatka tropa grozda).

3.2. Materijal

Sirovine za zamjes €ajnog peciva:
- shortening (margarin)
- Secer (kristal)
- NaCl
- otopine glukoze (8,9 g glukoze otopiti u 150 cm?® destilirane vode)
- destilirana voda

- oStro pSeni¢no brasno T-550

Trop grozda sorte Cabernet Sauvignon dobiven je iz vinarije tvrtke Erdustki vinogradi d.o.o.,
a predstavlja kruti otpad zaostao u procesu proizvodnje vina. Trop groZzda je nakon
prikupljanja zamrznut i Cuvan na — 20 °C. Nakon odmrzavanja, trop grozda je suSen na zraku

do udjela vlage < 9 % nekog €ega je usitnjen na laboratorijskom milinu,

Ostale kemikalije:
- 5 %-tna otopina natrijevog nitrata (5 g u 100 cm® destilirane vode)
- 10 %-tna vodena otopina aluminijevog klorida (10 g u 100 cm® destilirane vode)
- 1 M natrijev hidroksid
- 96 %-tni etanol
- 5 cm?® otopine Zeljezo(ll)sulfat heptahidrata (77 mg FeSO,-7H,0 u 500 cm?® otopine
kloridne kiseline : 1-butanol pomijeSane u omjeru 2:3)

- Folin-Ciocalteuov reagens



- galnakiselina

- Nay,COs4

- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH")
- otopina BSA (govedi serumski albumin)

- Bradfordicin reagens

3.3. Metode

Priprema i izrada €ajnog peciva temelji se na standardnoj AA CC 10-50.05 metodi. Svaka
sirovina odvojeno se vaze na poluautomatskoj laboratorijskog vagi. Prije svega odvazu se
Secéer, masnoca, sol i NaHCO; prema recepturi, zatim se dodaju u laboratorijskoj mijesalici i
mijesaju tijekom 3 minute. Nakon toga odvazu se destilirana voda i otopina glukoze te se
dodaju u mikser gdje se sve mijeSa jednu minutu na brzini 2 i jednu minutu brzinom 3. Potom
vazemo i dodajemo brasno ili brasno i osuseni i usitnjeni trop grozda i mijeSa 2 minute pri na
brzini 2. Tijesto se sakupi ruéno i okruglo oblikuje nakon ¢ega se stavlja u PVC vreéicu te u
hladnjak na 30 - 60 minuta. Nakon hladenja sa valijikom naprijed-nazad razvaljati tijesto do 7
mm te izrezati okrugle oblike promjera 60 mm. Tako oblikovane komade izvagati i peci
tijekom 2, 4, 6, 8 i 10 min na 205 °C. Nakon pecenja €ajno pecivo se prirodno hladi 30
minuta te vaZe i analizira. Odreduje se udio suhe tvari, duzina, visina, gustoéa, koeficijent

Sirenja i ukupna promjena boje (Koceva Komleni¢ i sur., 2014).

Nakon provodenja navedenih analiza, uzorci su ru€no usitnjavani te je provedena
dvostupanjska ekstrakcija uzoraka na nadin da je 2 g svakog uzorka ekstrahirano s 20 cm®
70 %-tnog etanola u ultrazvu¢noj kupelji Elmasonic P (Elma Schmidbauer GmbH,
NJemacka) pri uvjetima: 50 °C, 37 kHz i uz snagu 60 %. Nakon ekstrakcije uzorci su
centrifugirani tijgkom 10 min pri 10 000 x g na centrifugi Hermle Z 326 K, Labortechnik
GmbH, odvojen je supernatant te je postupak ponovljen s jednakim volumenom svjezeg
otapala. Supernatanti nakon prvog i drugog stupanja ekstrakcije su spojeni (za svaki uzorak
posebno) nakon ¢ega su analizirani, odnosno u njima je odreden: udio ukupnih ekstraktibilnih
flavonoidi, udio ukupnih ekstraktibilni proantocijanidina, udio ukupnih polifenola, udio ukupnih

proteina te antioksidacijska aktivnost.

3.3.1. Odredivanje udjela suhe tvari

Udio suhe tvari u ¢ajnom pecivu odreduje se suSenjem uzorka u tocno definiranim uvjetima.

Razlika mase izrazena u postotku predstavlja udio vode u uzorku, a ostatak je suha tvar
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Cajnog peciva. U osuSenu i odvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem odvaze se oko 3 g
izmrvljenog uzorka i suSi u susioniku na 130 °C. Poklopac se ostavi pored posudice. Susi se
90 min ili dok se ne postigne konstantna masa. Zatvorene posudice s uzorkom ohlade se u

eksikatoru 30 min te se vazu.

Udio suhe tvari u uzorku tijesta, te u uzorcima nakon pecenja, izraCunava se prema formuli
(1), kako slijedi:

Wy = Z—; 100 (1)
my — masa uzorka prije susenja [g]

my — masa uzorka nakon susenja [g]

wst — udio suhe tvari [%]

3.3.2. Odredivanje duzine i visine te koeficijent Sirenja

Sest komada &ajnih peciva poredaju se jedan do drugog pa im se ravnalom izmjeri duZina.
Svaki komad okrenemo za 90 ° i ponovi se mjerenja duzine. Kod mjerenja visine komadi
¢ajnog peciva poredaju se jedan na drugi te ravnalom izmijeri visina. Slu¢ajnim odabirom
¢ajna peciva se ponovno sloze jedan na drugi te im se opet izmjeri visina ravnalom (Koceva
Komlenic¢ i sur., 2014). 1z omjera duzine (d) i visine (h), uzimajuci u obzir faktor korekcije, CF

(AACC, 2000), raCuna se koeficijent Sirenja (SP, spreadfactor) prema formuli (2), kako slijedi:

SP=2-CF-10  (2)

3.3.3. Odredivanje ukupne promjene boje

Ukupna promjena boje €ajnog peciva odredivala se uz pomo¢ kolorimetra (Konica Minolta
Chroma Meter CR-400). Rad kolorimetra temelji se na mjerenju reflektirane svjetlosti s
povrsine osvijetlienog uzorka. Odredivanje boje provodi se na Sest razli€itih mjesta na tijestu,
¢ajnom pecivu i usitnjenom €ajnom pecivu koji je peCen 10 min. Mjerenje se provodilo i na
gornjoj i na donjoj povrsini ¢ajnog peciva. Rezultati su prikazani u CIE L*a*b* modelu boja,
gdje L* predstavlja koordinatu svjetline s podjelom od 0 (crna) do 100 (bijela), a* predstavlja
koordinatu obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom: vektorom crvene boje +a* i vektorom

za komplementarnu zelenu boju -a*, a b* predstavlja koordinatu obojenja s pozitivnim i
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negativnim smjerom: vektorom Zute boje +b* i vektorom komplementarne plave boje -b*.
Pomocu izmjerenih vrijednosti izraCuna se ukupna promjena boje (AE) prema izrazu (3),

kako slijedi:

AE = VAL*2 + Aa*2 + Ab*2 (3)

3.3.4. Odredivanje gustoce

Za odredivanje gusto¢e Cajnog peciva koristio se uredaj VolScan Profiler (StableMicro
Systems, UK) prikazanog na slici 1. On na osnovu skeniranja ¢ajnog peciva mjeri volumen s
test vremenom 90 s. Uredaj omogucava trodimenzionalnu digitalizaciju €ajnog peciva.

Gustoca se raCuna po formuli (4) (Baumgartner i sur., 2018), kako slijedi:

masa ¢ajnog peciva

ustoca Cajnog peciva =
g Jjnog p volumen ¢ajnog peciva

Slika 1 VolScan Profiler (StableMicro Systems, UK)

3.3.5. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su spektrofotometrijskom metodom uz pomo¢ aluminijevog
klorida (Marinova i sur., 2005).

Postupak za odredivanje ukupnih flavonoida



U epruvete je dodano 2 cm® destilirane vode i 0,5 cm® ekstrakta, zatim 0,15 cm® 5 %-tnog
natrijevog nitrita (prethodno otoplieno 5 g u 100 cm?®). Nakon 5 minuta dodano je 0,15 cm®
10 %-tne vodene otopine aluminijevog klorida(prethodno otoplieno 10 g u 100 cm®). Nakon 6
minuta dodano je 1 cm® 1 M natrijevog hidroksida. Epruveta je zatim nadopunjena do 5 cm® s
1,2 cm® destilirane vode. Za slijepu probu, koja je pripremljena na jednak nadin, umjesto
ekstrakta koristeno je 0,5 cm® destilirane vode. Uzorci su izmuc¢kani na vorteksu te je
izmjerena apsorbancija pri 510 nm. Ukupni flavonoidi odredeni su u odnosu na standardnu
krivulju (+)-katehina (CE) te su preracunati na suhu tvar. Analizirane su tri paralele uzoraka,

a srednja vrijednost uzeta je za krajnji rezultat.
Postupak izrade kalibracijske krivulje u odredivanju ukupnih flavonoida

Poznata koncentracija otopine katehina koridtena je kao standard na osnovu koje je izradena

bazdarna krivulja (slika 2).

0,25
0,20 y =0,3267x+ 0,0056
’ R? = 0,9996
E 0,15
<
£ 0,10
"
0,05
0,00
0 0,2 0,4 06
A, 510 nm

Slika 2 Bazdarna krivulja za odredivanje ukupnih ekstraktibilnih flavonoida — ovisnost

koncentracije katehina o apsorbanciji pri 510 nm

U tikvicu od 100 cm® odvagano je 0,2 g u krutom stanju (+)-katehina te je dodano 10 cm®
96 %-tnog etanola i destiliranom vodom nadopunjeno je do oznake. Zatim su pripremljena
razliita razrijedenja na nacin da je u tikvice od 50 cm?® otpipetirano po 0,5 cm® 1,0 cm?®;
1,5cm® 2,0 cm® 2,5 cm® i 5,0 cm® pripremljene otopine (+)-katehinate nadopunjeno
destiliranom vodom do oznake. Prethodno navedenim postupkom za odredivanje ukupnih
flavonoida u ekstraktima, odredena je apsorbancija razrijedenih uzoraka otopine (+)-katehina
pri valnoj duljini od 510 nm. 1z dobivenih rezultata izradena je kalibracijska krivulja, j. krivulja

ovisnosti vrijednosti apsorbancija o koncentraciji otopine katehina (slika 2).
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3.3.6. Odredivanje ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina

Ukupni ekstraktibilni proantocijanidini u ekstraktima ¢ajnog peciva odredeni su
spektrofotometrijskom metodom, koja je bazirana na reakciji proantocijanidina s otopinom
kiselina-butanol. Princip metode je depolimerizacija proantocijanidina u butanolu pri ¢emu

nastaju antocijanidini, odnosno crveno obojenje reakcijske smjese diji intenzitet se mijeri

spektrofotometrijski.
Postupak

5 cm® otopine Zeljezo(ll)sulfat heptahidrata (77 mg FeSO4-7H,0 u 500 cm® otopine kloridne
kiseline : 1-butanol pomije$ane u omjeru 2:3) dodano je u 0,5 cm® pripremljenog ekstrakta.
Za slijepu probu umijesto uzorka dodano je 0,5 cm® destilirane vode. Slijedi inkubacija
uzoraka pri 95 °C u vodenoj kupelji u trajanju od 15 minuta. Nakon toga su uzorci naglo
ohladeni te analizirani mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 540 nm. Napravljene su tri
paralele za svaki uzorak. |z dobivenih apsorbancija (A), masena koncentracija ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina [g/dm?], izradunata je pomoéu molarne mase cijanidina
(M = 287 g/mol) i koeficijenta molarne ekstinkcije cijanidina (¢ = 34700 dm®mol-cm) prema
sljedecem izrazu:

A-M-DF
el

)

Cypa =

gdje je: DF - faktor razriedenja (DF = 11; omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za
odredivanje ukupnih proantocijanidina (5,5 cm®) i volumena ekstrakta (0,5 cm?)), / - duljina

optickog puta (1 cm).

Konadan udio ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u ekstraktima preracunate su na suhu

tvar tropa grozda [mg/gs:] uzimajuéi u obzir razrjedenje ekstrakta.

3.3.7. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli u ekstraktima odredeni su modificiranom Folin-Ciocalteu micro-metodom.
Princip

Folin-Ciocalteuova metoda je kolorimetrijska metoda koja se temelji na redukcijskim i
oksidacijskim reakcijama. U alkalnom mediju u prisutnosti Folin-Ciocalteuova reagensa

(smjesa fosfowolframove i fosfomolibden kiseline) fenolni spojevi se oksidiraju, a navedene
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kiseline reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni, a Cija se

apsorbancija mjeri pri valnoj duljini od 765 nm (Stratil i sur., 2006).
Postupak

U epruvetu je dodano 40 mm?® ekstrakta, 3160 mm® destilirane vode, a zatim 200 mm?®
Folin-Ciocalteuova reagensa te promijeSano na vorteksu. Pri¢ekalo se izmedu 30 sekundi i 8
minuta te se u svaku epruvetu dodalo 600 mm?® 20 %-tne vodene otopine Na,CO; i dobro
protreslo. Za slijepu probu, umjesto ekstrakta, koristio se isti volumen ekstrakcijskog otapala.
Uzorci su stavljeni u vodenu kupelj na 40 °C tijekom 30 minuta. Nakon toga ocitane

apsorbancije pri 765 nm. Napravljene su dvije paralele uzoraka po tri ponavljanja.

Otopina natrij karbonata (20 %-tna) pripremljena je na nacin da je 200 g bezvodnog natrij
karbonata otoplieno u 800 cm?® vode i zagrijavano dok ne prokljuéa. Ohladeno je te dodano
nekoliko kristala natrijevog karbonata. Otopina je nakon 24 sata profiltrirana te nadopunjena

vodom do volumena 1 dm?®.
Kalibracijska krivulja

Otopina glane kiseline (5 g/dm®) priredena je na nacin da je u tikvici od 100 cm® u 10 cm®
etanola je otopljeno 0,5 g galne kiseline i nadopunjeno destiliranom vodom do oznake.

Otpipetirano je 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 5; 7,5 i 10 cm?® pripremljene otopine galne kiseline u
tikvice od 50 cm?® i nadopunjeno destiliranom vodom. Pripremljene otopine sadrZavaju galnu
kiselinu u koncentracijama od 0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25, 0,5; 0,75 1 mg/cm3. Iz dobivenih
rezultata izradena je kalibracijska krivulja, tj. krivulja ovisnosti vrijednosti apsorbancije o

koncentraciji galne kiseline (slika 3).

1,2

1,0 y=1,0188x+ 0,018
R?=0,9996
0,8

0,6

¢ [mggae/cm?]

0,4
0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
A, 765 nm

Slika 3 Bazdarna krivulja za odredivanje ukupnih ekstraktibilnih polifenola — ovisnost

koncentracije galne kiseline o apsorbanciji pri 765 nm
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3.3.8. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti (DPPH metoda)

Ova metoda odabrana je zbog stabilnosti DPPH- radikala, brzine i jednostavnosti metode.
Stabilnost DPPH radikala je posljedica delokalizacije slobodnog elektrona preko cijele
molekule, pri ¢emu molekula ne dimerizira, za razliku od vecine drugih slobodnih radikala
(Buci¢-Koji¢, 2008).

Princip

Ova metoda temelji se na redukciji sintetickog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH-)
otoplienog u alkoholnoj otopini u prisustvuantioksidansa (AH) koji donira jedan atom vodika i
veze slobodni DPPH- radikal pri éemu nastaje neradikalski oblik DPPH-H i stabilizirani
fenoksi radikal (A-) kako slijedi (Benvenuti i sur., 2004)

DPPH + AH —> DPPH-H + A

Pri redukciji DPPH- radikala dolazi do smanjenja apsorbancije (pri 515 nm) reakcijske
otopine zbog smanjenja koncentracije zaostalog slobodnog DPPH- radikala, $to se ocituje u
promjeni ljubiCaste boje otopine prema Zutoj. Koli¢ina inhibiranog DPPH- radikala dokazuje

vecu ili manju antioksidacijsku aktivnost ispitivanog uzorka.
Postupak

U 0,1 cm®alikvota razrijedenog ekstrakta tropa grozda dodano je 3,9 cm® otopine DPPH- u
96 %-tnom etanolu (0,026 mgpepr/cm®). Reakcijska otopina je ostavliena na sobnoj
temperaturi 30minuta (na tamnom). Spektrofotometrijski je odredena apsorbancija (Aekst.) pPri

valnoj duljini od 515 nm u odnosu na slijepu probu (96 % etanol).

Otopina DPPH- koriStena za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (AA) pripremljena je
neposredno prije provodenja analize te je upotrijebljena unutar 24 sata (izmedu mjerenja je
Cuvana na +4 °C i zasticena aluminijskom folijom), a njezina apsorbancija (Apppn) je OCitana
pod istim uvjetima kao i uzorci u odnosu na slijepu probu. Inhibicija DPPH- uslijed
antioksidacijske aktivnosti (AA) ispitivanih ekstrakata izraCunata je u postotku (%) prema
sliedec¢em izrazu (Benvenuti i sur., 2004):
% inhibicije DPPH = [%] -100 (6)

S obzirom na to da se za kompleksne sustave kao $to su biljni ekstrakti preporucuje da se
rezultati izraze po masi materijala, postotak (%) inhibiranog DPPH- radikala je prera¢unat na

masu inhibiranog DPPH izraZzenu po masi suhe tvari tropa grozda, odnosno:
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__ Minh.DPPH
AA = m—[
s.t.

Mginh pppH/Es.t ] (7)

Antioksidacijska aktivnost je odredena u dva paralelna ponavljanja, a rezultati su izrazeni kao

srednje vrijednosti.

3.3.9. Odredivanje ukupnih proteina

Odredivanje ukupni proteina BradfordiCinom metodom temelji se na nespecificnom vezanju
anionskog oblika boje Coomassie Briliant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske bo¢ne ogranke
proteina, uslijed ¢ega dolazi do stvaranja kompleksa protein:boja, koji u kiselom mediju

pokazuje maksimum apsorbancije pri 595 nm (Strelec i Kovag, 2013).
Postupak izrade kalibracijske krivulje u odredivanju proteina

Iz otopine BSA (govedi serumski albumin) masene koncentracije 1 mg/cm®, u kivetama je
pripremljen niz otopina proteina poznate koncentracije (standardni niz) volumena 100 mm?®.
Standardni niz je u rasponu koncentracija 0,1 — 0,6 mg/cm®, na nadin daje u kivete
otpipetirano po 10 mm?; 20 mm?; 30 mm?; 40 mm?®; 50 mm?® i 60 mm?® otopine BSA te zatim

nadopunjeno destiliranom vodom do oznake.

U kivete standardnog niza dodano je 2 cm?® Bradfordiinog reagensa, reakcijska smjesa je
ostavljena5 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je odredenaapsorbancija pri valnoj
duljini od 595 nm. Iz dobivenih rezultata izradena je kalibracijska krivulja (slika 4), tj. krivulja

ovisnosti vrijednosti apsorbancija o koncentraciji BSA.

1,0
0,8
y =1,3019x- 0,0265
o -l —
E 06 R?=0,9951
-
3

£ 04
Q

0,2

0,0

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
A, 595 nm

Slika 4 Bazdarna krivulja za odredivanje ukupnih proteina — ovisnost koncentracije

standardnog govedeg serumskog albumina (BSA) o apsorbanciji pri 595 nm
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Postupak za odredivanje ukupnih proteina

U kivete je dodano 100 mm?® uzorka i 2 cm® svjeZe pripremljenog Bradfordi¢inog reagensa
(razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1:4). Pripremljena reakcijska smjesa je ostavljena
5 minuta na sobnoj temperaturi, zatim je oditana apsorbancijapri 595 nm. Koncentracija
proteina u uzorcima odredena je u odnosu na standardnu krivulju BSA te preraCunata na
suhu tvar uzorka (mgssa/gst.). Uzorci su analizirani u tri ponavljanja, a rezultati prikazani kao

srednje vrijednosti.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Udio suhe tvari

——0%TG —-10% TG ——20% TG 30% TG
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VRIJEME PECENJA (min)
Slika 5 Udio suhe tvari u ¢ajnom pecivu s razli¢itim udjelom tropa grozda u ovisnosti o
vremenu pecenja (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog bradna tropom grozda;
10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela

tropa grozda; 30% TG — &ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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UZORAK CAINOG PECIVA
Slika 6 Udio suhe tvari gotovog €ajnog peciva s razli€itim udjelom tropa grozda (0% TG —
¢ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG — €ajno pecivo s 10 %
udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — ¢ajno
pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 5 prikazuje koliko se povec¢ava udio suhe tvari u odredenom vremenu pecenja. Plava
linija oznaCava €ajna peciva od pSeni¢nog bradna i vidljivo je da sadrzi najmanje suhe tvari.
Nesto viSe suhe tvari vidi se u ¢ajnom pecivu koje sadrzi 10 % tropa grozda Cabernet
Sauvignon $to je oznaceno crvenom linijom. Uoéeno je da se poveéanjem tropa grozda
povecava i udio suhe tvari pa tako ¢ajno pecivo s 30 % tropa grozda sadrZi najveci udio suhe

tvari.

Udio suhe tvari raste s povecanjem udjela tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon kako je
vidljivo na slici 6. lzmedu svih ispitivanih uzoraka ¢ajnog peciva, dakle ¢ajnog peciva od
pSeni¢nog brasna te onog s dodatkom 10, 20 i 30 % tropa grozda, vidljivo je da u ¢ajnom
pecivu od pSeni¢nog bradna ima najmanji udio suhe tvari, dok u onom s 30 % tropa grozda
sadrZzan je najveéi udio suhe tvari. Izmedu uzoraka od p3eni¢nog bradna i uzorka sa
dodatkom 10 % tropa groZzda kao i izmedu uzorka s 20 % i uzorka s dodatkom 30 % tropa
grozda sorte Cabernet Sauvignon ne postoji staticki znacajna razlika (p <0,05) prema
Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike. Razlika je utvrdena izmedu uzoraka od

pSenic¢nog bradna i uzoraka s dodatkom 20 % i 30 % tropa.
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4.2. Duzina, visina i koeficijent Sirenja €ajnog peciva

Slika 7 Fotografija uzoraka gotovog €ajnog peciva s razli€itim udjelima tropa grozda (slijeva
na desno: ¢ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; ¢ajno pecivo s 10 %

udjela tropa grozda; €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; €ajno pecivo s 30 % udjela

tropa grozda)
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Slika 8 Duzina €ajnog peciva s razli€itim udjelom tropa groZzda u ovisnosti o vremenu
pecenja (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG —
¢ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda;

30% TG — &ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)

18



——0%TG —-10% TG —4—20% TG 30% TG

VISINA (mm)
a

2 4 6 8 10
VRIJEME PECENJA (min)

Slika 9 Visina €ajnog peciva s razli¢itim udjelom tropa grozda u ovisnosti o vremenu pecenja
(0% TG — Cajno pecivo bez zamjene pSenitnog brasna tropom grozda; 10% TG — ¢ajno
pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30%

TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 10 Koeficijent Sirenja gotovog €ajnog peciva s razli€itim udjelom tropa grozda (0% TG
— €ajno pecivo bez zamjene pSenicnog bradna tropom grozda; 10% TG — €ajno pecivo s
10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG —

¢ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Uzorci gotovog €ajnog peciva (slika 7) s razliitim udjelima tropa grozda medusobno se
vizualno razlikuju s obzirom da duZzinu, Sirinu i boju. Povecanje udjela dodanog tropa grozda

rezultiralo je smanjivanjem promjerom gotovog (pecenog) ¢ajnog peciva.

Na slici 8 vidljiva je dinami¢ka promjena duzine ¢ajnog peciva te kako se ona povecava s
povecanjem vremena pecenja. Najmanju duZinu ima ¢ajno pecivo s dodatkom 30 % tropa
grozda, a najvecu uzorak s dodatkom 10 % tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon. Na
poCetku pecéenja vidljivo je da uzorak od pSeniCnog brasna ima manju duZinu od onog s
dodatkom 20 %, ali nakon 6 min pe€enja duZina mu postaje veca te skoro poprima vrijednost

duzine €ajnog peciva koji ima najvecu duzinu.

Slika 9 prikazuje da visina €ajnog peciva od pSeni¢nog brasna i onih s dodatkom tropa
grozda takoder raste tijekom pecCenja. Najvecu visinu dostiglo je pecivo s dodatkom 30 %
tropa, a najmanju €ajno pecivo od pSeniCnog brasna. Dakle, kako se povecéava udio tropa
grozda sorte Cabernet Sauvignon u ¢ajnom pecivo od p3eniénog brasna tako se i povecava
visina €ajnog peciva. Acun i Gil (2014) u svojem istrazivanju dobili su rezultate suprotnim
ovima. Dakle, njima je visina ¢ajnog peciva opadala poveéanjem udjela tropa, ali ta promjena

nije bila staticki znacajna.

Na slici 10 rezultati mjerenja prikazuju kako koeficijent Sirenja opada s poveéanjem udjela
tropa grozda u €ajnom pecivo od pSeni¢nog brasna. Izmedu €ajnog peciva od psenitnog
brasna i uzorka s dodatkom 10 % tropa grozda te izmedu uzoraka s dodatkom 20 % i 30 %
tropa grozda ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu

najmanje znacajne razlike.
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4.3. Gustocéa ¢ajnog peciva
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Slika 11 GustocCa €ajnog peciva s razliCitim udjelom tropa groZzda u ovisnosti o vremenu
pecenja (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene p3eniénog brasna tropom grozda; 10% TG —
¢ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda;

30% TG — &ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 12 Gustoca gotovog €ajnog peciva s razli¢itim udjelom tropa grozda (0% TG — ¢€ajno
pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela
tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — &ajno pecivo s
30 % udjela tropa grozda)
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Na slikama 11 i 12 prikazani su rezultati odredivanja gusto¢e €ajnog peciva od pSeni¢nog
brasna i s dodatkom razli¢itih udjela tropa groZzda sorte Cabernet Sauvignon (10, 20 i 30 %)
za uzorke €ajnog peciva nakon 6, 8 i 10 minuta pe€enja. Kako je za odredivanje gustoce
uzoraka €ajnog peciva (prema izrazu (4)) bilo potrebno prethodno odrediti volumen €ajnog
peciva za §to je bio koriSten uredaj VolScan Profiler (slika 1), pomocu kojeg nije bilo moguce
odrediti volumen uzoraka tjestaste konzistencije, gustoc¢a je odredivana za uzorke nakon 6.
minute pe€enja kada su vec¢ poprimili krutu konzistenciju. Na obje slike je jasno vidljivo da
¢ajno pecivo sa dodatkom 30 % tropa grozda ima najvecu gustocu. Na slici 11 je vidljivo
kako se gusto¢a smanjuje povecanjem vremena pecenja. Na pocCetku je ¢ajno pecivo od
pSeni¢nog brasna imalo najvecu gustocu, koja je najviSe i opala pa iz oba grafa vidimo da
¢ajno pecivo od pSeniCnog brasna ima najmanju gustoc¢u. lzmedu uzorka od pS$eni¢nog
brasna i ostalih s dodatkom tropa grozda postoji statisticki znacajna razlika (p < 0,05) prema
Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike. Takoder, ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu, najmanje znacajne razlike izmedu uzoraka

s dodatkom 10 i 20 % tropa te izmedu uzoraka s dodatkom 20 i 30 % tropa grozda.

Navedeni rezultati za vrijednost gustocCe ispitivanih uzoraka ¢ajnog peciva su bili o¢ekivani s
obzirom na prethodne rezultate (slike 2 — 10). Poveéanje udjela tropa grozda, odnosno
smanjenje mase psenicnog brasna u zamjesu €ajnog peciva rezultiralo je smanjenjem
gubitak vlage, tj. mase tijekom pecenja, ali i manjim koeficijentom Sirenja, odnosno

volumenom gotovog ¢ajnog peciva, $to je u konacnici utjecalo i na povecanje gustocu.
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4.4. Ukupna promjene boje
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Slika 13 Ukupna promjena boje ¢ajnog peciva s razli¢itim udjelom tropa grozda u ovisnosti o
vremenu pecenja (0% TG — ¢€ajno pecivo bez zamjene pSeniCnog brasna tropom grozda;
10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela

tropa grozda; 30% TG — &ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 14 Ukupna promjena boje gotovog €ajnog peciva s razli€itim udjelom tropa grozda u
odnosu na odnosni uzorak ¢ajnog pecivo prije pecenja (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene
pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20%
TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa
grozda)
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Rezultati ukupne promjene boje €ajnog peciva u odnosu na boju sirovog ¢ajnog peciva
(oblikovano tijesto prije pecenja) prikazani su na slici 13 i 14. Kao $to se vidi u oba prikaza
ukupna promjena boje se smanjuje s dodatkom tropa groZzda sorte Cabernet Sauvignon.
Povec¢anjem udjela tropa grozda, pocetni uzorak je tamniji, odnosno drugacije boje u odnosu
na standardno ¢ajno pecivo te je na njemu manje vidljiva ukupna promjena boje uvjetovana
pecCenjem. Na slici 13 prikazano je kako ¢ajno pecivo od pseni¢nog brasna ima najvecu
promjenu boje §to pokazuje plava linija na grafu, a najmanju promjenu ima ¢ajno pecivo s
najveéim udjelom tropa grozda te su te promjene medusobno statisti¢ki znac¢ajno razliCite za
sve ispitivane uzorke (slika 14) prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znaCajne razlike
(p <0,05).
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4.5. Udio proteina
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Slika 15 Udio proteina u uzorcima tijesta (prije peCenja) &ajnog peciva s razli€itim udjelom
tropa grozda (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG
— Cajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG - €ajno pecivo s 20 % udjela tropa

grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 16 Udio proteina u uzorcima tijesta (prije pe€enja) €ajnog peciva s razli€itim udjelom
tropa grozda (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSenic¢nog brasna tropom grozda; 10% TG
— C€ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udijela tropa

grozda; 30% TG — ¢ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 17 Povecéanja udjela proteina u gotovom &ajnom pecivu s razli¢itim udjelima tropa
grozda u odnosnu na €ajno pecivo od pSeni¢nog brasna bez dodatka tropa grozda (10% TG
— C€ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa

grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)

Slika 15 prikazuje udio proteina u tijestu izraZzen u postotcima. Jasno je vidljiva razlika
izmedu tijesta od p3eni¢nog brasna koji ima najmanje proteina i tijesta sa dodatkom 30 %
tropa grozda koji sadrzi najveci udio proteina, ¢ak 8,51%. Izmedu tijesta od p3eni¢nog
brasna i tijesta s dodatkom 10 % tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon ne postoji statisti¢ki
znacajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znac¢ajne razlike, kao i

izmedu tijesta sa dodatkom 20 i 30 % tropa grozda.

Najveci udio proteina ima €ajno pecivo sa dodatkom 30 % tropa grozda sorte Cabernet
Sauvignon, a najmaniji udio ima ¢ajno pecivo od pSeni¢nog bradna bez dodatka tropa grozda,
kako je prikazano na slici 16. Ne postoji statisticki znaCajna razlika (p < 0,05) prema
Fisher-ovom LSD testu najmanje znaajne razlike izmedu Cajnog peciva od p3eni¢nog
brasna i ¢ajnog peciva s udjelom 10 % te 20 % tropa grozda, dok izmedu svih nabrojanih i
Cajnog peciva sa dodatkom 30 % tropa groZzda sorte Cabernet Sauvignon postoji statisti¢ki

znacajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu.

Na slici 17 je prikazano za koliko posto se poveéao udio proteina u ¢ajnom pecivu dodatkom
tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon. Dakle, s dodatkom samo 10 % tropa grozda udio
proteina se poveéa za 17,04 %, dodatkom 20 % tropa udio proteina se poveca za 27,62 %
dok se dodatkom 30 % tropa udio proteina povec¢ao do ¢ak 68,72 % Sto bi znacilo da postoji

statistic¢ki zna€ajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu.
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4.7. Udio ukupnih flavonoida
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Slika 18 Udio ukupnih ekstraktibilnih flavonoida u ¢ajnom pecivu s razli¢itim udjelom tropa
grozda u ovisnosti o vremenu pec€enja (0% TG — Cajno pecivo bez zamjene p3eniénog
brasna tropom grozda; 10% TG — &ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — ¢ajno

pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 19 Udio ukupnih ekstraktibilnih flavonoida u gotovom &ajnom pecivu s razli€itim
udjelom tropa grozda (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda;
10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela
tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Na slici 18 naran€astom linijom prikazano je ¢ajno pecivo sa dodatkom 30 % tropa grozda
sorte Cabernet Sauvignon, koje ujedno i sadrzi najveci udio flavonoida. Najmanji udio
flavonoida sadrzi €ajno pecivo od p3eniénog brasna dok ¢ajno pecivo sa dodatkom 10 i 20 %
tropa u pocetku imaju priblizan sadrzaj flavonoida, kasnije se ipak vidi da ¢ajno pecivo s

dodatkom 20 % tropa groZzda ima veci udio flavonoida.

Slika 19 takoder prikazuje kako najmanji udio proteina ima ¢ajno pecivo sa pSeni¢nim
braSnom, a najveci udio ima ¢ajno pecivo s dodatkom 30 % tropa groZda sorte Cabernet
Sauvignon $to jasno pokazuje da postoji statistiCki znacajna razlika (p <0,05) prema
Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike izmedu svakog €ajnog peciva sa razli€itim
dodatkom tropa grozda. lzmedu uzoraka od pSeni¢nog bradna i uzorka s dodatkom 10 %
tropa grozda kao i izmedu uzoraka s dodatkom 10 i 20 % tropa groZda ne postoji statisticki
znacajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu najmanje znacajne razlike izmedu

svakog €ajnog peciva sa razli¢itim dodatkom tropa grozda.
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4.8. Udio ukupnih polifenola
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Slika 20 Udio ukupnih ekstraktibilnih polifenola u ¢ajnom pecivu s razli€itim udjelom tropa
grozda u ovisnosti o vremenu pec€enja (0% TG — Cajno pecivo bez zamjene p3eniénog
brasna tropom grozda; 10% TG — &ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — ¢ajno

pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 21 Udio ukupnih ekstraktibilnih polifenola u gotovom €ajnom pecivu s razli¢itim udjelom
tropa grozda (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSenic¢nog brasna tropom grozda; 10% TG
— C€ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa

grozda; 30% TG — ¢ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Prisutnost ukupnih polifenola u ¢&ajnom pecivu od pSenicnog brasna nije dokazana
primijenjenom Folin-Ciocalteu metodom, dok je istom metodom najveéi udio ukupnih
poslifenola dokazan u ¢ajnom pecivu s dodatkom 30 % tropa grozda sorte Cabernet
Sauvignon (slika 20). Na slici 21 vidljivo je kako je na poCetku pecenja udio polifenola bio
veci kod uzorka sa 10 % tropa u odnosu na uzorak sa 20 % tropa grozda. Na kraju pecenja
sadrzaj polifenola u uzorcima s 10 % i 20 % tropa je gotovo isti Sto znaci da izmedu njih ne
postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD testu. Dok izmedu njih i
¢ajnog peciva sa dodatkom 30 % tropa grozda postoji statisticki zna¢ajna razlika (p < 0,05)
prema Fisher-ovom LSD testu. Karnopp i sur. (2015) u svojim su rezultatima takoder dobili

da se udio polifenola poveéava poveéanjem udjela tropa grozda.
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4.9. Udio ukupnih proantocijanidina
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Slika 22 Udio ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u ¢ajnom pecivu s razli€itim udjelom
tropa grozda u ovisnosti o vremenu pecenja (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog
brasna tropom grozda; 10% TG — &ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — ¢ajno

pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 23 Udio ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u gotovom &ajnom pecivu s razli€itim
udjelom tropa grozda (0% TG — €ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda;
10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela

tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Cajno pecivo s dodatkom 30 % tropa groZda sorte Cabernet Sauvignon sadrZi najveci udio
proantocijanidina kako je prikazano na slici 22, dok uzorak od pSeni¢nog brasna sadrzi

najmanje.

Povecanjem dodatka tropa grozda povecava i udio proantocijanidina u ¢ajnom pecivu pa
tako najvide ima u uzorku u koji je dodano 30 % tropa grozda, a najmanje se nalazi u ¢ajnom
pecivu od p3eni¢nog brasna bez dodataka tropa. Tako izmedu uzorka s 30 % tropa grozda i
ostalih uzoraka (uzorak od pSeni¢nog brasna i uzorci s dodatkom 10 i 20 % tropa grozda)
postoji statistiCki znaCajna razlika (p <0,05) prema Fisher-ovom LSD testu najmanje

znacajne razlike (slika 23).
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4.10. Antioksidacijska aktivnost
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Slika 24 Antioksidacijska aktivnost €ajnog peciva s razli¢itim udjelom tropa grozda u
ovisnosti o vremenu pec€enja (10% TG — €ajno pecivo s 10 % udjela tropa grozda; 20% TG —

¢ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — €ajno pecivo s 30 % udjela tropa grozda)
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Slika 25 Antioksidacijska aktivnost ¢ajnog peciva s razli€itim udjelom tropa grozda (0% TG —
¢ajno pecivo bez zamjene pSeni¢nog brasna tropom grozda; 10% TG — &ajno pecivo s 10 %
udjela tropa grozda; 20% TG — €ajno pecivo s 20 % udjela tropa grozda; 30% TG — ¢ajno

pecivo s 30 % udjela tropa grozda)

Iz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti na slici 24 vidljivo je da se poveéanjem

tropa grozda u €ajnom pecivu povecava i antioksidacijska aktivnost. Dakle, uzorak s 30 %
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tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon ima najvecu antioksidacijsku aktivnost dok je uzorak
bez dodatka tropa odnosno samo €ajno pecivo od pSeni¢nog brasna uopce nema. Karnopp i
sur. (2015) su u svojim rezultatima takoder dobili da se poveéanjem udjela tropa povecava i

antioksidacijska aktivnost.

Na slici 25 su prikazani rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti u ¢ajnom pecivu od
pSeniénog bradna te Cajnog peciva sa dodatkom razliCitim udjelom tropa grozda sorte
Cabernet Sauvignon. |z slike je vidlivo da uzorak od pSeniChog brasna nema
antioksidacijsku aktivnost, dok se poveéanjem dodatka tropa grozda povecava i
antioksidacijska aktivnost. Uzorci s 30 % tropa groZda sorte Cabernet Sauvignon imaju
najvecu antioksidacijsku aktivnost dok uzorci s 20 i 10 % tropa grozda imaju manju $to znadi
da izmedu uzoraka postoji statisticki znacajna razlika (p < 0,05) prema Fisher-ovom LSD

testu najmanje znacajne razlike.
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5. ZAKLJUCAK



Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu doneseni su zakljucci navedeni u

nastavku.

>

Zamjena dijela pSeni¢nog bradna T-550 (10 %, 20 % ili 30 %) u zamjesu standardnog
¢ajnog peciva (AA CC 1050.05) s usitnjenim tropom grozda sorte Cabernet
Sauvignon imala je utjecaj na fizikalna, nutritivna i bioaktivha svojstva gotovog ¢ajnog
peciva. Moze se re¢i da su se uglavnom navedena svojstva mijenjala proporcionalno
s povecéanjem udjela tropa grozda, te da su te promjene bile znac¢ajnije izrazene kod

uzoraka s 30 %-tnim udjelom tropa grozda.

Udio suhe tvari i gustoéa gotovog €ajnog peciva su se povecavali, dok se koeficijent
Sirenja smanjivao s poveéanjem udjela tropa grozda sorte Cabernet Sauvignon u

zamjesu.

Boja ¢ajnog peciva jasno upucuje na prisutnost nekog tamnije obojenog sastojka u
zamjesu standardnog cCajnog peciva, a razlika boje izmedu standardnog cajnog

peciva i peciva s dodatkom tropa grozda je izrazita.

Ukupna promjena boje uvjetovana 10-minutnim peCenjem c&ajnog peciva bila je
izrazitija kod standardnog uzorka, dok je kod uzoraka s tropom groZda ona bila manje

uodljiva i smanjivala s povec¢anjem udjela tropa grozda.

Zamjena p&eni¢nog brasna s usitnjenim tropom grozda imala je znacajniji i izrazito
pozitivan utjecaj na promjenu nutritivnih i bioaktivnih svojstava €ajnog peciva u
odnosu na utjecaj na fizikalna svojstva. Tako je zamjena 30 % pSeni¢nog brasna tipa

T-550 s usitnjenim tropom grozda rezultirala, kako slijedi:
o povecanjem udjela proteina za 68,7 %
o povecanjem udjela ukupnih flavonoida za 152,6 %
o povecanjem udjela ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina za 110,3 %

o povecanje udjela ukupnih fenola, koji nisu dokazani u standardnom €ajnom

pecivu, na vrijednost od 4,78 mggeae/Qs..

o povecanje antioksidacijske aktivnosti, koja takoder nije dokazana u

standardnom &ajnom pecivu, na vrijednost od 9,92 mMQginpppH/Ps.t.-

35



6. LITERATURA



AACCI Method 10-50.05, Baking Quality of Cookie Flour, Approved Methods of Analysis,
11th Edition.

Acun S, Gul H (2014) Effects of grape pomace and grape seed flours on cookie quality.
Quality Assurance and Safety of Crops & Foods, 6 (1), 81-88.

Balasundram N, Sundram K, Samman S (2006) Phenolic compounds in plants and agri-
industrial by-products: antioxidantactivity, occurrence, and potential uses.
FoodChemistry, 99 (1), 191-203.

Baumgartner B, Ozkaya B, Saka |, Ozkaya H (2018) Functional and physical properties of

cookies enricher with dephytinized oat bran. Journal of Cereal Science, 80, 24-30

Benvenuti S, Pellati F, Melegari M, Bertelli D (2004) Polyphenols, anthocyanins, ascorbic
acid, and radical scavenging activity of Rubus, Ribes, and Aronia. Journal of Food
Science, 69, 164-169.

Buci¢-Koji¢ A (2008) Utjecaj procesnih uvjeta i nacina kruto-tekuée ekstrakcije na
ekstraktibilnost fenolnih tvari iz sjemenki grozda. Doktorski rad. Prehrambeno-
tehnoloski fakultet Osijek, Osijek.

Buci¢-Koji¢ A, Planini¢ M, Tomas S, TiSma M (2017) Trop groZda otpad i visokovrijedna
sirovina. U Neke mogucnosti iskoriStenja nusproizvoda prehrambene industrije. D.
Subarié¢ (ur.), Sveudiliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-

tehnolo$ki fakultet, Osijek.

Cedilak A (2016) Antioksidacijska svojstva vina. Prvostupnicki rad. SveuciliSte u Zagrebu,

Zagreb.

Curko N, Tomasevi¢ M, Cvjetko Bubalo M, Gracin L, Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ I, Kovacevic¢
Gani¢ K (2017) Extraction of Proanthocyanidins and Anthocyanins from Grape Skin

by Using lonic Liquids. Food Technology and Biotechnology, 55 (3), 429-436.

Deng Q, Penner MH, Zhao Y (2011) Chemical composition of dietary fiber and polyphenols
of five different varieties of winegr apepomace skins. Food Research International,
44 (9), 2712-2720.

Garcia-Lomillo J, Gonzalez-SanJose ML (2016) Applications of Wine Pomace in the Food
Industry: Approaches and Functions. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety, 16, 1-22.

Karnopp AR, Figueroa AM, Los PR, Teles JC, Simdes DR, Barana AC, Kubiaki FT, Oliveira
JB, Granato D (2015) Effects of whole-wheat flour and bordeaux grape pomace (Vitis

36



labrusca L.) on the sensory, physicochemical and functional properties of cookies.
Food Science and Technology, 350 (4), 750-756.

Koceva Komleni¢ D, Juki¢ M, Kosovi¢ |, KuleS A (2014) Upute za laboratorijske vjezbe.

Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek, Osijek.
Kurtagi¢ H (2017) Polifenoli i flavonoidi u medu. Hrana u zdraviju i bolesti, 6 (1), 28-35.

Ljevar A (2016) Polifenolni sastav i antioksidacijski kapacitet vo¢nih vina. Doktorski rad.

Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb.

Marinova D, Ribarova F, Atanassova M (2005) Total phenolics and total flavonoids in
Bulgarian fruits and vegetables. Journal of the University of Chemical Technology and
Metallurgy, 40(3) 255-260.

Stratil P, Klejdus B, Kuban V (2006) Determination of total content of phenolic compounds
and their antioxidant activity in vegetables - Evaluation of spectrophotometric
methods. Journal of Agricultural and Food Chemistry 54, 607-616.

Strelec |, Kova¢ T (2013) Praktikum iz biokemije. Prehrambeno-tehnoloSki fakultet Osijek,
Osijek.

Teixeira A, Baenas N, Dominguez-Perles R, Barros A, Rosa E, Moreno DA, Garcia-Viguera
C (2014) Natural Bioactive Compounds from Winery By-Products as Health
Promoters: A Review. International Journal of Molecular Sciences, 15(9),15638-
15678

Yu J, Ahmedna M (2013) Functional components of grape pomace: their composition,
biological properties and potential applications. International Journal of Food Science
& Technology, 48 (2), 221-237,

37



