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1. Uvod

U posljednje vrijeme sve se vise promovira upotreba prirodnih sastojaka kako bi se ocuvala
bioaktivnost spojeva i hranjivi sastojci (Komes, 2013). Bioloski aktivni spojevi su spojevi koji u
malim koli¢inama pozitivno utjeCu na zdravlje (Jasi¢, 2010). Dokazano je da prehrana koja
obiluje vo¢em i povréem smanjuje rizik od karcinoma i bolesti vezanih za srce (Aaby i sur.,
2007). Po kemijskom sastavu voce sadrzi velik broj vitamina i minerala, osim vitamina i
minerala vodée sadrzi i spojeve koji blagotvorno djeluju na ljudski organizam iako nisu
esencijalni za ljudsko zdravlje. Polifenoli su jedna od skupina koja pripada u te spojeve
(Jakobek i sur., 2008). Kako bi razumjeli povezanost izmedu korisnih ucinaka bioaktivnih
spojeva na zdravlje i razli¢itih sastojaka hrane potrebno je identificirati o kojim bioaktivnim
spojevima se radi, dok njihova dodana koli¢ina u prehrambene proizvode omogucuje

stru¢njacima razlikovanje obogaéenih proizvoda od onih koji nisu obogaceni (Luthria, 2006).

Na temelju kemijskog sastava kupine vidljivo je da je ona bogat izvor minerala, vitamina, a isto
tako i polifenolnih spojeva (Veli¢ i sur., 2019). Polifenolni spojevi koje se nalaze u najvecoj
koli¢ini u kupini su antocijani, proantocijanidi, flavonoli i flavan-3-oli (Jakobek i sur., 2008).
Ujedno su poznati i po svom antioksidacijskom djelovanju. Antioksidansi u ljudskom
organizmu suzbijaju negativan utjecaj slobodnih radikala koji dovode do ozbiljnih zdravstvenih

problema (Repaic¢, 2019).

Citrus vlakna su biljna vlakna koja doprinose takoder sprjeCavanju nastanka dijabetesa,
karcinoma, gojaznosti, prevencija su u digestivnim poremecajima i smanjuju kolesterol. Ona

organizmu ne daju energiju ali su odli¢an izvor vitamina i minerala (Jasi¢, 2010).

Cilj ovog rada je bio pripremiti punila na bazi kupina. Za proizvodnju punila koristili smo citrus
vlakna, sok kupine i disaharide. Tri su koristena disaharida: saharoza, maltoza i trehaloza. Osim
toga u ovom radu je ispitivan i utjecaj pojedinog disaharida na fenole i hlapljive komponente.
Punilima na bazi kupine su odredeni polifenoli, proantocijanidini, antioksidacijska aktivnost
(DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode), parametri boje i udio hlapljivih komponenti. Punila su
skladisStena na sobnoj temperaturi te su nakon skladistenja ponovno odredeni definirani

parametri.
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2. Teorijski dio

2.1. KUPINA

Kupina je biljka iz porodice Rosaceae i spada u red Rubus L.. Pogodna je za uzgoj u toplim i
hladnim predjelima, a postoje i vrste pogodne za tropska podrucja. Divlja kupina je uobicajena
pojava na rubovima Suma ili na zapustenim povrSinama, takoder se koristiti za ukrasavanje

plaZa i za zastitu zemlje kao pokrovno bilje (Voléevié¢, 2005).

Slika 1 Kupina (Web izvor 1)

Kupina je svrstana u grupu jagodastog voca. Visegodisnja je biljka koja mozZe Zivjeti preko 20
godina. Sadrzi podzemne i nadzemne dijelove koji se nalaze u obliku Zbunja (frutex) ili manjeg

Zbunja (subfrutex). Ona posjeduje (Mratinié, 2015):
e vegetativne organe: korijen, stabloilist i
e generativne organe: cvijet, plod i sjeme.

Stabljika moze biti uspravna ili pognuta, vanjska povrsina stabljike je bodljikava ili dlakava, a
prema poloZaju ona se penje ili puZze. Na njoj se nalaze perasto izgradeni listovi s polisti¢ima
koji su troslojni. Bijeli ili ruzicasti cvjetovi su dvospolni kategorizirani u grozdove ili metlicaste

cvasti. Na zajednickom cvjetistu cvijeta nalazi se (VolCevic, 2005):
e 5 (moguce 3ili 7) listica ¢aSice,
e 5 ovalnih listi¢a cvjeta te

e veSe prasnika.
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Vrste kupina (VolCevi¢, 2005):

e prirodne kupine: europska crna kupina, kupina kamenjaca, primorska zimzelena
kupina, korijenolisna kupina, siva kupina, divlja kupina, pustena kupina, R. argutus, R.

floridus Tratt., ¢etinarska kupina i plava kupina,
e pitome (kultivirane) kupine.

U industriji se koriste za preradu u sokove, kompote, sirupe, Zelee i dr. Pogodne su vrste:

Himalaja, Bojsen, Bejli, Tornifri, Smutsen i dr. (Mratini¢, 2015).

Plod je crne boje, okusom je slatko-kiselkast. Njegova hranjiva, zastitna i ljekovita vrijednost

ovisi o sorti, koli¢ini ploda, stupnju zrelosti i primjeni poljoprivrednih tehnika.

U prosjeku plod sadrzi 15 - 21% suhe tvari, od ¢ega je 7,54 - 9,85% ukupnih Seéera, a od toga
6,13 - 9,15% reducirajucih Sec¢era i 0,57 - 1,41% saharoze. Bjelancevina ima oko 12%, a masti
oko 1,0%. Takoder sadrzi 0,87 - 1,30% ukupnih kiselina i 0,30 - 0,585% mineralnih tvari koje
reguliraju pH krvi, pozitivno utje€u na krvnu sliku i smanjuj krvni tlak. Pektini kojih ima 0,39 -
0,66% Stite od ateroskleroze i infarkta. Sadrzaj celuloze koja poboljSava probavu ima oko 4,0%.
Osim toga sadrzi pigmente, vitamin C, provitamin A i manje koli¢ine vitamina B1, By, B i dr.

Vitamini imaju funkciju osnaZivanja otpornosti organizma (Mratini¢, 2015).

Kupina sadrzi i znaéajnu koli¢inu fenola, o koji ée biti detaljnije obradeni u slijede¢em
poglavlju. Kupina je prepoznatljiva i po svojoj aromi. Aroma je bitan pokazatelj kvalitete bilo
da se radi o svjezoj ili preradenoj kupini. Blag okus voca, koje daju hlapljivi spojevi, je povezan
s ravnotezom Secera i vrlo je osjetljiv na promjene sastava. Formira se tijekom sazrijevanja
kupine, te berbe i skladistenja (Turemis i sur., 2003). Najzastupljeniji aromatski spojevi su
furani (Georgilopoulos i sur., 1988) cija ukupna aroma ovisi o sorti kupine. 5-
hidroksimetilfurfural je najvaznija komponenta furana, a ujedno i najzastupljenija s udjelom
79,7 - 97,1% ukupne arome. Slika 2 prikazuje 5-hidroksimetilfurfural. Zatim slijedi 2,3-dihidro-
3,5-dihidrksi-6-metil-4H-piran s 5,7 - 9,8%. Okus komercijalne esencijalne kupine ¢ine 23

spoja, a samo 3,4-dimetoksialilbenzen daje karakteristi¢an okus kupine (Turemis i sur., 2003).
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Slika 2 Molekula 5-hidroksimetilfurfural (Web izvor 2)

Prilikom industrijske obrade toplinom na aromu utjeéu nastali heteroliti¢ki spojevi u prvom
redu furanski derivati dajuci specifiécnu aroma soka koji je zagrijan. Mirisni profil od 21% cine
aldehidi i alkoholi. Zagrijavanjem soka kupine dolazi do opadanja koncentracije 2-heptanola i
porasta 3-metil-1-butanola i 2-metil-1-propanola (Georgilopoulos i sur., 1988). Odredeno je
70 hlapljivih spojeva u dvije vrste kupina ,Black Diamond” koja nema trnja i ,,Marion“, pri
¢emu su koncentracije nekih komponenti jako varirale. Razlika izmedu ,Marion” i ,Black
Diomond” je ta Sto ,Marion“ sadrzi vise arome bobicastog voca, a ,Black Diamond“ vise
cvjetne arome. Obje sorte kupina imaju visok sadrzaj furaneola, terpenoida, malu koli¢inu
aldehida, ketona, estera i mlijecnih kiselina, dok su alkoholi komponente koje su najhlapljivije

(Duisur., 2009).
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2.2. POLIFENOLI

Polifenoli su mikronutrijenti i sastavni su dijelovi aktivnih tvari koje se nalaze u biljkama.
Bioloski aktivni spojevi nalaze se u razli¢itim organima biljaka: listu, cvijetu, siemenu, korijenu,
plodu (Kurtagi¢, 2017). Postoji nekoliko tisuc¢a polifenola, a tek nekoliko stotina se nalazi u
jestivim biljkama i predstavljaju sekundarne metabolite. Biljke ih prvenstveno koriste u zastiti
od patogena ili ultraljubicastog zracenja, ali imaju i vaznu ulogu u rastu, razmnoZavanju i
pigmentaciji (Manach i sur., 2004). U namirnicama doprinose boji, mirisu, okusu, ostrini,
gorcini i oksidativnoj stabilnosti namirnice. Polifenoli uz vitamine i minerale imaju bitnu ulogu
u antikancerogenom, protuupalnom i protualergijskom djelovanju. Kao snazni antioksidansi
koji imaju veéu antioksidacijsku aktivnost i od vitamina C i E pokazali su se pojedini spojevi iz

skupine flavonoida (Berend i sur., 2008).

Polifenoli se sastoje od fenolnih prstenova i nekoliko hidroksilnih skupina. Ovisno o broju
fenolnih prstenovai strukturi elementa koji se vezu na polifenolni prsten mogudée je napraviti

podijelu polifenole. Slika 3 prikazuje podjelu polifenola (Manach i sur., 2004).

I 1 1 1
fenolne tanini
kiseline il
I—Iﬁ
hidroksibenzojev cimetna
a kiselina kiselina l
| | 1 | | |
flavonoli flavanoni flavanoli flavoni izoflavoni

Slika 3 Podjela polifenola (Hardman, 2014)

2.2.1. Flavonoidi

Grupa spojeva koja u svojoj strukturi ima C6 — C3 — C6 vezu, tj. fenilbenzopiransku strukturu

naziva se ,, flavonoid“ $to prevedeno s latinskog znaci Zuto (Kurtagi¢, 2017).
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Slika 4 Flavonoid i kemijske strukture razlicitih subklasa flavonoida (Kurtagi¢, 2017)

Flavonoidi se dijele na (Manach i sur., 2004):

e flavonole - nastaju biosintezom koja je stimulirana svjetloséu, a koncentriraju se u koZi
i liS¢u te njihova koncentracija stoga ovisi o izloZzenosti suncevoj svjetlosti,

e flavone - sastoje se od glikozida luteolina i apigenin,

e izoflavone - tijekom industrijske prerade zbog osjetljivosti na toplinu hidroliziraju do
glikozida,

e flavanone - na poloZaju 7 su glikozilirani disaharidom S$to rezultira gorkim okusom,
najéesce su koncentrirani u bijeli spuzvasti dijelovima i membrane agruma,

e flavanole - koji se nalaze u obliku monomera su katehini, a oni u obliku polimera su
proantocijanidini koji se nazivaju i kondenzirani tanini,

e antocijanidine - nalaze se otopljeni u soku vakuole, oni daju ljubiéastu, plavu, crvenu i

ruzic¢astu boju, a u biljkama su otporni na oksidacijske uvijete, svjetlost i pH.

Tanini su polifenolni spojevi koje karakterizira velika molekularna tezina i velika sposobnost
vezanja s polimerima kao $to su proteini i ugljikohidrati. Nalaze su u dva oblika: hidroliziranom
i kondenziranom. Hidrolizirani tanini se sastoje od slobodne ili esterificirane galne kiseline
(Escarpaisur., 2010). U hidrolizirane tanine ubrajamo galotanine i elagitanine. Osnovna razlika

izmedu galotanina i elagitanina je u gradi. Osnovna jedinica galotanina je galna kiselina, a
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elagitanina uz galnu kiselinu u strukturi se nalazi i heksahidroksidifenol (Rauf i sur., 2019).
Kondenzirani tanini ili proantocijanidini su polimeri koji se sastoje od jedinica flavon-3-ola.
Monomerne jedinice flavan-3-ola su katehin i epikatehin koji su takoder osnova
pronatocijanida podijeljenih u B1, B2, B3, B4 proantocijanide (Escarpa i sur., 2010). Oni daju

kiselost, slatkodu, gorcinu, trpkost i boju namirnice (Rauf i sur., 2019).

2.2.2. Polifenoli u hrani

Iz Tablice 1 vidljivo je da su flavonoli najzastupljeniji u luku, kelju, poriluku, brokuli i borovnici.
Predstavnici jestivih namirnica koje sadrze flavone su persin i celer, dok se flavanoni nalaze u
velikim koncentracijama u soku od grejpa, narance i limuna. Monomerne flavanole sadrze
¢okolada, mnoge vrste voéa, zeleni ¢aj i crno vino. Specifi¢na hrana u kojoj se nalaze izoflavoni
je soja, a floridizin jabuka. Antocijanidi u ljudskoj prehrani najzastupljeniji su u vocu, crvenom

vinu, odredenim sortama Zitarica, te odredenom lisnatom i korjenastom povréu (Manach i

sur., 2004).
Tablica 1 Polifenoli u hrani (Manach i sur., 2004)
sadrzaj polifenola
Fenoli veli¢ina posluZivanja mg/kg (ili mg/L) mg/posluZivanje
Hidroksibenzojeve Kupina (100 g) 80-270 8-27
kiseline
Protokatehui¢na Malina (100 g) 60 - 100 6-10
kiselina
Galna kiselina Crna ribizla (100 g) 40-130 4-13
p-hidroksibenzojeva Jagode (200 g) 20-90 4-18
kiselina
Hidroksicinaminska Borovnica (100 g) 2000 - 2200 200 - 220
kiselina
Kafeinska kiselina Kivi (100 g) 600 - 1000 60 - 100
Klorogena kiselina Tresnja (200 g) 180 - 1150 36 - 230
Kumarinska kiselina Sljiva (200 g) 140 - 1150 28 - 230
Ferulinska kiselina Patlidzan (200 g) 600 - 660 120-132
Sinapinska kiselina Jabuka (200 g) 50 - 600 10-120
Kruska (200 g) 15 - 600 3-120
Radic (200 g) 200 - 500 40-100
Articoka (100 g) 450 45
Krumpir (200 g) 100 - 190 20-38
Kukuruzno brasno (75 g) 310 23
Brasno: psenica, riza, zob (75 g) 70-90 5-7
Jabukovaca (200 mL) 10- 500 2-100
Kava (200 mL) 350-1750 70-350
Antocijani Patlidzan (200 g) 7500 1500




2. Teorijski dio

Cijanidin Kupina (100 g) 1000 - 4000 100 - 400
Pelargonidin Crna ribizla (100 g) 1300 - 4000 130-400
Peonidin Borovnica (100 g) 250 - 5000 25-500
Delfinidin Crno grozde (200 g) 300 - 7500 60 - 1500
Malvidin Tresnja (200 g) 350 - 4500 70 -900
Rabarbara (100 g) 2000 200
Jagode (200 g) 150 - 750 30-150
Crveno vino (100 mL) 200 - 350 20-35
Sljiva (200 g) 20 - 250 4 -50
Crveni kupus (200 g) 250 50
Flavonoli Zuti luk (100 g) 350-1200 35-120
Kvercetin Kelj (200 g) 300 - 600 60 -120
Kaempferol Poriluk (200 g) 30-225 6 -45
Miricetina Cherry rajcica (200 g) 15 -200 3-40
Brokula (200 g) 40-100 8-20
Borovnica (100 g) 30-160 3-16
Crna ribizla (100 g) 30-70 3,7
Marelice (200 g) 25-50 5-10
Jabuka (200 g) 20-40 4-8
Grah, zeleni ili bijeli (200 g) 10-50 2-10
Crno grozde (200 g) 15-40 3-8
Rajcica (200 g) 2-15 0,4-3,0
Infuzija crnog caja (200 mL) 30-45 6-9
Infuzija zelenog caja (200 mL) 20-35 4-7
Crveno vino (100 mL) 2-30 0,2-3
Flavone Persin (5 g) 240 - 1850 1,2-9,2
Apigenin Celer (200 g) 20-140 4-28
Luteolin Paprika od kapsica (100 g) 5-10 0,5-1
Flavanoni Narancin sok (200 mL) 215-685 40 - 140
Hesperetin Sok od grejpa (200 mL) 100 - 650 20-130
Naringeninom Limunov sok (200 mL) 50 -300 10-60
Izoflavoni Sojino brasno (75 g) 800 - 1800 60 - 135
Daidzeiin Soja, kuhana (200 g) 200 - 900 40-180
Genistein Miso (100 g) 250 - 900 25-90
Glicitein Tofu (100 g) 80 -700 8-70
Tempeh (100 g) 430-530 43 -53
Sojino mlijeko (200 mL) 30-175 6-35
Monomerni flavanoli Cokolada (50 g) 460 - 610 23-30
Katehin Grah (200 g) 350 - 550 70-110
Epikatehin Marelice (200 g) 100 - 250 20-50
Tresnja (200 g) 50-220 10-44
Grozde (200 g) 30-175 6-35
Breskva (200 g) 50 - 140 28 /10
Kupina (100 g) 130 13
Jabuka (200 g) 20-120 4-24
Zeleni ¢aj (200 mL) 100 - 800 20-160
Crni ¢aj (200 mL) 60 - 500 12 -100
Crveno vino (100 mL) 80 - 300 8-30
Jabukovaca (200 mL) 40 8
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Sastav polifenola u namirnicama varira i ovisi o sortama, zrelosti u vrijeme berbe, obradi,
skladiStenju i ¢imbenicima okolisa. Prilikom skladistenja potrebno je paziti da ne dode do
oksidacije polifenola jer ova reakcija izazvati promjenu organoleptickih svojstava a samim time

i kvalitetu hrane (Manach i sur., 2016).

2.2.3. Fenoli kupine

Fenolni spojevi u kupini su antocijani, flavonoli, elagitanini, galotonini, proantocijanidini i
fenolne kiseline (Tomi¢ i sur., 2016). Ukupna koli¢ina fenola je od 142 do 758 mg ekvivalenta
galne kiseline/100 g svjeZze namirnice pri ¢emu koli¢ina fenola ovisi o vise ¢imbenika od tla,

klimatskih uvjeta do vrste, sorte i zrenja kupine (Schulz i sur., 2019).

Antocijani pripadaju u skupinu glikoziliranih flavonoida. Pigmenti su koji daju nijanse plave,
ljubicaste, crvene i ruZi¢aste boje. Bioticki i abiotski stresovi poti¢u sintezu antocijana, a
sunceva svjetlost povecava njihovu koli¢inu. Suprotno od toga djeluje temperatura koja
sprjeava sintezu antocijana (Schulzisur., 2019). Osim toga nestabilnost antocijana uzrokuju

pH, enzimi, temperatura, svjetlost, kisik i metalni ioni (Fan i sur., 2018).

U kupini su cijanidini i pelargonidina dva glavna antocijana koji se u prirodi nalaze u obliku
glikozida (Amidzi¢ Klari¢, 2017). Antocijan koji se nalazi u najvecoj koli¢ini je cijanidin-3-

glukozid (Tablica 2).

Tablica 2 Fenoli u razli¢itim sortama kupine (mg/kg) (Schulz i sur., 2019)

R. R. R. R. R.

occidentalis ulmifolius fruticosus | adenotrichus | glaucus
Antocijanini
Cijanidin-3-glukozid 30,9 - 282 19,4 91,4 -107 68,0 50,8
Cijanidin-3-soforozid 80,0b - ND - -
Cijanidin-3-rutinozid 58,1 - 250 - ND ND 63,0c
Cijanidin-3-sambubiozid 229-929 - - - QD
Pelargonidin-3-glikozid 0-44 - - - 2,0
Pelargonidin-3-rutinozid 28 -44 42,3 - - Qb
Peonindin-3-rutinozid 0-25 - - - -
Cijanidin-3-ksilozid - - 8,0-14,0 - -
Cijanidin-3-ksilorutinozid - - - - QD
Cijanidin-3-dioksaloilglukozid - - QD - QD
Cijanidin-3-malonilglukozid - - 58,0-71,0 - ND
Cijanidin-3-(60malonil)glukozid - - - 40,0 -
Ostali flavonoidi
Kvercetin Qb 1,2-101 ND - 74,7 1,3-57 59,0
Izokvercetin Qb - - - -
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Kaempferol Qb 0,1-04 ND - 25 2,1-7,3 4,0
Katehin Qb 0,2-12,1 1,9-4,1 - -
Krizin - 0,01-6,1 - - -
Epikatehin Qb 0,3-45,9 3,6-24,6 5,1 68,0
Epigalokatehin Qb - - - -
Miricetin - - 3,1 - -
Naringenin - 0,02 -0,05 - - -
Pinobanksin - 0,02-0,07 - - -
Pinocembrin - 0,1 - - -
Rutin Qb 11,6-154 16,0 - -
Sinapaldehid - 0,05 - - -
Izokvercitrin - 2,3-23,1 - - -
Izorhamnetin - 0,07 - - -
Luteolin - 0,007 - - -
Fenolne kiseline

3,4-dihidroksibenzoj kiselina - 0,15-1,5 - - -
Elaginska kiselina 29,5b - 0,15-29 0,2-1,35 393
Galna kiselina Qb 0,8-0,9 138 0,5 49,0
Kofeinska kiselina Qb 0,09 0,3-736 - -
Cimetna kiselina - - - - -
Ferulinska kiselina - 0,5 413 - 757 - -
Klorogenskaa kiselina - - ND - -
p-kumarinska kiselina - 0,05 0-877 - 40c
Protokatehinska kiselina Qb - - - -
t-kaftarna kiselina - - 1,0 - -
Salicilna kiselina - 0,2-0,8 - - -
Sinapinska kiselina - 0,3 - - -
Elagitanini

Lambertianin Qb - 38,0-47,0 598 520 ¢
Sanguiin H-2 Qb - - - -
Sanguiin H-6 d 14,8-15,4 b - - 0,42 2,45 b
Sanguiin H-10 Qb - - - -

ND: nije odetektirano; QD: kvalitativni podaci; b = u suhoj tvari, c = mg/100 g

2.2.4. Antioksidacijska aktivnost

Fenolne tvari kupine, kao i sve ostale fenolne komponente, poznate su po antioksidacijskoj

aktivnosti. U plodovima kupine nalazi se najveéa razina antioksidansa. Koli¢ina antioksidanasa

u plodu kupine iznosi 426,26 mg/100 g svjeze namirnice (Okantan, 2020). Fenolni spojevi u

svojoj strukturi sadrze aromatski prsten s jednom ili viSe hidroksilnih skupina. Prstenovi imaju

sposobnost da uklone i stabiliziraju slobodne radikale, pa ¢ak i sprije¢e njihovo nastajanje

(Schulz i sur., 2019).

12




2. Teorijski dio

Fenolne tvari djeluju kao inhibitori ili aktivatori enzima, te kao hvataci metala i imaju
sposobnost uklanjanja slobodnih kisikovih radikala koji uzrokuju veliku Stetu u organizmu i niz
bolesti kao Sto su ateroskleroza, karcinom i kroni¢na upala (Sellappan i sur., 2002). Dokazano
je da kupina ima najjaci antioksidacijski kapacitet na superoksidni radikalni ion (Oy’), hidroksili
radikal ("OH), vodikov radikal (H202) (Baby, 2017). Reaktivne vrste kisika mogu uzrokovati

oksidativno oSte¢enje molekula DNA, RNA, proteina i masti (Baby, 2017).

Struktura antocijanida utje¢e na antioksidacijsku aktivnost, pa tako cijanidin i delfinidin imaju
snazni antioksidacijski kapacitet (Zorzi i sur., 2020). Cijanidin glikozida je jak antioksidans
kupine, osim toga cijanidin 3-glukozid je cijanidin s velikom ulogom u zastiti protiv pucanja

DNA lanca (Slika 5) (Baby, 2017).

Antioksidacijski kapacitet usko je povezan s ukupnim polifenolima, a slabije s ukupnim
antocijanidima (Sellappan i sur., 2002). Ukupnom antioksidacijskom kapacitetu kupine

doprinose flavonoli koji su jaci antioksidansi od antocijana (Zorzi i sur., 2020).

HO

HO

Slika 5 Struktura cijanidin 3-glukozida (Web izvor 3)
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2.3. VLAKNA

Prehrambena vlakna se nalaze u biljkama i ona se konzumiraju iako se u tankom crijevu
Covjeka pod utjecajem probavnih enzima ne razgraduju, veé¢ se potpuno ili djelomi¢no
fermentiraju u debelom crijevu. Ona spadaju u ugljikohidrate, tj. u skupinu oligosaharida,
polisaharida i hidrofilnih derivata s iznimkom lignina. Osim biljnih postoje i animalna
prehrambena vlakna. Najpoznatija animalna prehrambena vlakna su: citin, citozan, kolagen,

kondroitin (Mandic i sur., 2009).

Topljiva prehrambena vlakna i netopljiva prehrambena vlakna c¢ine ukupna prehrambena
vlakna (Mandi¢ i sur., 2009). U biljna topljiva prehrambena vlakna ubrajamo pektine, beta-
glukane, gume i sluzi, a u netopljiva biljna prehrambena vlakna celulozu, hemicelulozu, lignin,

neprobavljivi Skrob (Kresi¢, 2012).

sluzi Mo,
gume L% Topljivaviakna
- r .f'f
-
-
necelulozni polisaharidi ’,f’ﬁ /
polisaharidi algi i /
y pektini /
Meskrobni J N
polisaharidi
’ hemicelulocza
Prehrambena celuloza  =——— celuloza MNetopljiva viakna
viakna
lignin —— lignin — lignin
rezistentni
Ekrob

Slika 6 Klasifikacija prehrambenih vlakana (Mandi¢ i sur., 2009).

2.3.1. Netopljiva biljna vlakna

Netopljiva biljna vlakna iz probavnog sustava izlaze gotovo nepromijenjena, ipak dio njih
podlijeze fermentaciji u debelom crijevu uz pomo¢ bakterija koje se tamo nalaze. Njihova

funkcija je da veZzu veliku koli¢inu vode pri éemu bubre i povedéavaju svoju teZinu,
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voluminoziraju stolicu, stimuliraju peristaltiku crijeva i sprje¢avaju zatvor (Tablica 3) (Kresi¢,

2012).

Celuloza je nerazgranati polimer jedinica glukoze povezane B-(1->4)-glikozidnim vezama.
Sastoji se od 1000 do 1500 jedinica glukoze ¢ija masa se krece izmedu 100000 i 1000000.
Netopljiva je u vodi, bez okusa i ubraja se u nereducirajuée ugljikohidrate. Nalazi se u stani¢nim
stjenkama biljka. Enzim celulaza ju hidrolizira, upravo taj enzim sisavci nemaju pa je zbog toga
ne mogu probaviti. Nerazgranatilanci su posloZeni u snopove ojacani vodikovim vezama medu

OH skupinama tvoreci vlakna (Mandié i sur., 2009).

Hemiceluloza okruZuje celulozu. Ona je polisaharid koji moZe biti linearan ili razgranat.
najéesce dva ili tri polisaharidna lanca ovijena su jedan oko drugoga i ¢ine uzvojnu prostornu
strukturu. Gradivne jedinice glavnih lanaca su: ksiloza, manoza, galaktoza, a poboc¢nih lanaca
su: arabinoza, glukuronska kiselina i galaktoza. Hemiceluloza topljiva u vodi je ona koja u
poboc¢nim lancima sadrzi kiselinu. Podjela hemiceluloze se vrsi prema: neutralnim i kiselim
osobinama, tipu monosaharida od kojeg se sastoje, broju ugljikovih atoma u dominantnom

monosaharidu (Mandic i sur., 2009).

Lignin tvore fenil - propanski spojevi. Oni se dobivaju od cimetnog alkohola i od fenilalanina.
U biljnoj stani¢noj stjenki lignin je kovalentnom vezom vezan na vlaknaste polisaharide

stani¢ne stjenke (Mandic i sur., 2009).

Tablica 3 Izvori i funkcije netopljivih vlakana (Zivkovi¢, 2000)

Vrsta biljnih vlakana Izvor Funkcije
Celuloza Mekinje, Zitarice punog zrna, Prave stolicu voluminoznom,
bijeli dio kore narance, kora | sprjecavaju apstipaciju, divertikulozu i
raznog voca itd. hemoroide (prosirene vene u obliku
Hemiceluloza Voce, povrce, orasi, ¢vori¢a na kraju debelog crijeva),
punozrnate Zitarice, navlace vlagu i bubre
mahunarke

2.3.2. Topljiva biljna vlakna

U procesu probave topljiva biljna vlakna se otapaju i ¢ine viskoznu masu sli¢nu svojstvima gela.
Fermentiraju u debelom crijevu tvoreéi kratkolancane masne kiseline koje sluze kao izvor
energije u organizmu. Osim S$to sluze kao izvor energije ona smanjuju razinu triglicerola,

kolesterola i glukoze u krvi, te na taj nacin doprinose zastiti od dijabetesa i kardiovaskularnih
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bolesti (Tablica 4). Najznacajniji izvori topljivih biljnih vlakna su: povrce, voée, cjelovito zrno

zobi i rize (Kresi¢, 2012).

Pektinske tvari imaju molekularnu masu izmedu 30000 i 100000. Galakturonska kiselina,
osnovna gradivna jedinica ovih polisaharida, se povezuje a-(1->4)-glikozidnim vezama. Osim
galakturonske kiseline pektinske tvari sadrze i arabinoze, manoze, ksiloze i dr. Pektin i njegove
soli spadaju u topljive pektinske tvari, a u pektinske tvari koje nisu topljive ubrajamo:

protopektin, pektinsku kiselinu i njezine soli pektate (Mandi¢ i sur., 2009).

Gume su polisaharidi koji su topljivi u vodi te daju gustu i viskoznu masu. Sastoje se od 10000
do 30000 ugljikohidratnih jedinica (glukoza, galaktoza, manoza, arabinoza, ramnoza i njihove
uronske kiselike). Dobivaju se ekstrakcijom prirodnih izvora, a koriste se za stabilizaciju
namirnica i zguSnjavanje namirnica. Najpoznatije su: arapska guma, tagakant guma, guar

guma i guma iz rogaca (Mandié i sur., 2009).

Sluzi su sastavljene od velikog broja monosaharida i tragova uronske kiseline. Biljke ih koriste
kao sredstvo protiv isusSivanja, a pohranjene su u sjemenu i korijenu biljke. Najzastupljenije su
u algama i morskoj travi. Upotrebljavaju se u sladoledima i mlije€nim proizvodima kao

stabilizatori i uguscivaci (Mandi¢ i sur., 2009).

Beta-glukani (B-glukani) predstavljaju ravan nerazgranati polisaharid koji posjeduje dvije vrste
veza za povezivanje, a to su povezuje B-(1->4) i B-(1->3)-glikozidne veze. Najzastupljeniji je u
gliivama i algama. Lanac je fleksibilan i topljiv zbog glikozidne veze B- (1->3). Znacajnija

funkcija mu je snizenje kolesterola (Mandi¢ i sur., 2009).

Tablica 4 Izvori i funkcije topljivih vlakana (Zivkovi¢, 2000)

Vrsta biljnih vlakana Izvor Funkcije
Pektini Jabuke, kruske, te drugo voce, Snizavaju kolesterola u krvi,
mahunarke, orasi, te neke vrste normaliziraju glukozu u krvi,
povrca zgusnjavaju jela u koja su dodana
Gume i sluzi Alge, morska trava, sjemenje i
sekreti raznih biljaka

2.3.3. Upotreba vlakna u prehrambenoj industriji

Prehrambena vlakna koriste se u razli¢itim vrstama proizvoda zbog svojih specifinih
karakteristika. U pekarskim proizvodima izvor prehrambenih vlakana su nerafinirane Zitarice,

te sve vise voée s boljom nutritivnom kvalitetom zbog manje kalorijske vrijednosti, veceg
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antioksidacijskog potencijala, viseg nivoa fermentabilnosti i retencije vode. Posljedica dodatka
u pekarske proizvode je veéa nutritivna kakvo¢a pekarskih proizvoda zbog smanjenog sadrzaja
masti. U pi¢ima i napitcima koriste se topljiva prehrambena vlakna jer se dobro rasprsuju u
vodi i povecavaju stabilnost i viskoznost. Primjer takvih vlakana su: pektini, vliakna iz cikle,
polidekstroza, inulin itd. U mlije¢ne proizvode takoder se dodaju topljiva prehrambena vlakna
poput pektina, inulina i guar gume. Njihova primjena u proizvodnji sira smanjuje udio masti
bez smanjenja organoleptic¢kih svojstava, tj. teksture i okusa. U emulzijama poput jogurta i
sladoleda topljiva prehrambena vlakna koriste se u svrhu povecanja njihove stabilnosti. U
mesnim proizvodima za poboljSanje teksture kobasica, pasteta i salame upotrebljavaju se
pektini i celuloza uz istodobno smanjenje udjela masti i prehrambena vlakna se integriraju u
tkiva mesa i povecavaju kapacitet zadrzavanja vode te se hlapljive komponente arome sporije
oslobadaju Sto rezultira socnoséu mesa. Kod kuhanih mesnih proizvoda koristi se netopljiva
prehrambena vlakna, ona na sebe veZu pet puta veéu masu ulja od svoje mase, kako bi se
saCuvale masti koje se inafe gube tijekom kuhanja. U proizvodnji dZzemova i marmelada
prehrambena vlaka od kojih je najznacajniji pektin odrzava stabilnost gotovog proizvoda. U

Cokoladama inulin i oligofruktoza su zamjena za Sec¢er (Mandi¢ i sur., 2009).

2.3.4. Optimalan unos prehrambenih vlakana, korist i nedostatci

Vrsta i koli¢ina prehrambenih vlakana razlikuje se od namirnice do namirnice. Glavni izvor
prehrambenih vlakana su Zitarice (50% ukupnog unosa), povrée (30 — 40% ukupnog unosa),

voce (16% ukupnog unosa) i orasasti plodovi (Gacina, 2014).

Preporuke za dnevno uzimanje PV za odrasle osobe su razli¢ite tako prema (Mandi¢ i sur.,

2009):
e ADA (American Dietetic Association) je 20 — 30 g/dan

e RDA (Recommended Dietary Allowence) za Zene od 19 - 30 godina je 25 g/dan, a za

muskarce 19 - 30 godina je 38 g/dan

Za djecu dojencad i djecu do 2 godine starosti nije definiran unos, dok za djecu stariju od 2

godine unos je jednak zbroju njihovih godine + 5 g na dan (Mandic¢ i sur., 2009).
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Tablica 5 Preporuka za unos prehrambenih vlakana (g/dan) (Mandic¢ i sur., 2009)

Zivotna dob (godine) Dojené¢ad i djeca Zene Mugkarci
0-12 Nije definirano
1-3 19
4-8 25
9-13 26 31
14-18 26 38
19-50 25 38
50-70 21 30
>70 21 30

Bilina vlakna Stite od nastanka karcinoma debelog crijeva i bolesti arterija srca (topljiva
prehrambena vlakna snizavaju kolesterol) (Zivkovi¢, 2000). Snizavaju krvni tlak, reduciraju
apsorpciju glukoze Sto rezultira smanjenim lu¢enjem inzulina, organizmu daju osjecaj sitosti i
dovode do gubitka tjelesne mase, imaju probioticki efekt. Osim Sto Stite od karcinoma debelog
crijeva takoder Stite i od karcinoma grudi i prostate, karcinoma jajnika, te poboljSavaju

imunoloske funkcije (Mandi¢ i sur., 2009)

Poveéan unos prehrambenih vlakana ima i negativnih strana. Povecanim unosom
prehrambenih vlakana povedava se i unos aktivnih tvari, tj. biljnih polifenola, saponina i
glikoalkaloida. Polifenoli smanjuju razgradnju prehrambenih vlakana u debelom crijevu
Covjeka. Glikoalkaloidi su toksi¢ni stoga se treba drzati preporuka za dnevni unos
prehrambenih vlakana uz koje ih unosimo. Pektin je joS jedno prehrambeno vlakno koje moze
imati negativni ucinak. Ono usporava apsorpciju lijekova i njihovo djelovanje na ljudski

organizam zato je potrebno odredene lijekove konzumirati poslije jela (Mandié i sur., 2009).
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2.4. SECERI

Skupina organskih spojeva s molekulskom formulom Cn(H20)x su ugljikohidrati. Sastoje se od
polihidroksialdehida i ketona i njihovih derivata. S obzirom na broj monosaharidnih jedinica

podijeljeni su u 3 skupine (Pine, 1994):
e monosaharide - 1 monosaharidna jedinica koju ¢ine 3 -9 C atoma
e oligosaharide - 2 ili viSe monosaharidne jedinice povezane kisikovim mostovima
e polisaharide - viSe od 10 monosaharidne jedinice povezane kisikovim mostovima.

Ugljikohidrat koji sadrZi 2 monosaharida zove se disaharida. Najpoznatiji disaharidi su:

maltoza, celubioza, laktoza, saharoza (Morrison, 1979).

Osnovna uloga ugljikohidrata je stvaranje energije, osim toga gradivni su elementi (stanica,
krvi i tkivnih tekuéina). Ugljikohidrati se hidroliziraju na monosaharide kako bi ih organizam

mogao koristiti (Mandi¢, 2003).
Vrste veza u disaharidima (Wade, 2017):

e 1,4 glukozidna veza - anomerni C - atoma se veZe za kisikov atom koji se nalazi na C4

drugog Secera,

e 1,6' glukozidna veza - anomerni C - atom se veZe za kisikov atom koji se nalazi na C6

drugog Secera,

e 1,1’ glukozidna veza - anomerni C - atoma se veZe za kisikov atom se veze za kisik koji

se nalazi na anomernom ugljiku drugog Seéera.
Oznaka (‘) se odnosi na C4, C6, C1 atom drugog Secera.

1,4’ glikozidnom vezom veZu se: celobioza, maltoza i laktoza. Glikozidna veza 1,6’ je veza na

genciobiozi. A 1,1’ glukozidnom vezom vezana je saharoza (Wade, 2017).

2.4.1. Saharoza

Saharoza je stolni Secer koja se u najveéim koli¢inama nalazi u ¢istom obliku. Taj disaharid

dobiva se iz Secerne repe i Secerne trske (Morrison i sur., 1979).
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Da bi se dobila saharoza iz trske prvo se stabljika mora samljeti, nakon ¢ega se sok presa na
valjcima. Alkalizacija vapnom se provodi na soku koji ima oko 15% saharoze kako bi se sprijecila
hidroliza. Procesom razbistravanja u obliku teske pjene i taloga zagrijavanjem se uklanjaju
necistoce. Dobiven bistar sok se uz sniZzen tlak koncentrira, a zatim kristalizira. Kristali se
odvajaju centrifugiranjem nastao filtrate prilikom centrifugiranja se koncentrira, kristalizira i
ponovo se odvajaju kristali saharoze centrifugiranjem. Potom se sirovom Seceru uklanja
smeda boja pranjem, otapanjem u vodi i propustanjem kroz aktivan ugljen, i vraca se u oblik

kristala koncentriranjem i kristalizacijom (Noller, 1973).

CH,OH
H o H {0 H
(H)H H H HO
OH O CH,OH
H OH OH H

Slika 7 Kemijska struktura saharoze (Web izvor 4)

Saharoza ima molekularnu formuli C12H22011. Sastoji se od D-glukoze i D-fruktoze povezane
1,2-glikozidnom vezom koja nastaje izmedu C-1 glukoze i C-2 fruktoze. Nereducirajuci je Secer
koji nema slobodnu aldehidnu ili keto skupinu, te ne reducira Tollensov i Fehlingov reagens,
ne daje osazon, ne nalazi se u anomernim oblicima i ne mutarotira u otopini (Morrison i sur.,
1979). Nereducirajudi Secer saharoza je dobar konzervans jer se ne oksidira lako. Hidroliziom
saharoze koju provodi enzim invertaza nastaje invertni Secer. Invertni Secer je smjesa glukoze
i fruktoze koja zaokrecde polariziranu svjetlost (Wade, 2017). To je objasSnjeno na nacin da
saharoza zaokrece polariziranu svjetlost +66,5°, smjesa glukoze i fruktoze ima negativno
specificno zakretanje jer je vele specificno zakretanje D-fruktoze -92,4°, dok je specifiéno

zakretanje D-glukoze +52,7° (Morrison i sur., 1979).

Slatkoca invertnog Secera je ista kao i saharoze, razlika je u kristalizaciji. Invertni Secer teze

kristalizira, zbog toga se koristi u proizvodnji sirupa (Noller, 1973).
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2.4.2. Maltoza

Disaharid maltoza je reducirajuci Sec¢er s molekularnom formulom C12H2,011. Egzistira u alfa

([a] =+ 168°) i beta ([a] = + 112°) obliku koji mogu mutarotirati (Morrison i sur., 1979).

® CH,OH ®CH,OH
CH,OH
O H H
H
H o1 4
OH H
HO
H OH

(a) (b)

Slika 8 Kemijska struktura a-maltoza (a) i B-maltoza (b) (Web izvor 5 i Web izvor 6)

Iz slike 8 je vidljivo da se a-maltoza i B-maltoza anomeri sastoje od dvije jedinice glukoze

povezane (1->4)- glikozidnom vezom.
Maltoza se dobiva (Morrison i sur., 1979):
e pri nepotpunoj hidrolizi Skroba s razblazenom kiselinom,

o kao meduprodukt pri fermentaciji Skroba u alkohol - ova reakcija je katalizirana

enzimom dijastaze, a ona se nalazi u proklijalom je¢mu (Slika 9).

dijastaza

maltoza

Slika 9 Nastanak maltoze iz Skroba (Noller, 1973)
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2.4.3. Trehaloza
Trehaloza je nereducirajuci Secer koji se pojavljuje u gljivama, u biljci Selaginella lepidophylla
(Noller, 1973). Takoder je izvor energije kod kukaca i rezervni ugljikohidrat u njihovim jajima,

licinkama i kukuljicama (Pine, 1994).

Njezina formula je C12H22011. Hidrolizom trehaloze nastaju 2 mola glukoze. Veza izmedu
glukoza je 1,1’ izmedu 2 anomerna C atoma. Trehalozom se Fehlingova otopina ne reducira,
ne nastaje osozon, ne potvrduje mutarotaciju, ne nastaju metlglikozidi, a i B- acetat (Noller,

1973).

Slika 10 Kemijska struktura a-a trehaloze (Web izvor 7)

Trehaloza pokazuje iznimnu stabilnost i obi¢no se nalazi u obliku dihidrata koju karakterizira
niska higroskopnost. Prednost u odnosu na ostale Seéere je Sto tesko upija vodu, a to rezultira
manjom ljepljivoséu i veéom stabilnoS¢u. Temperatura taljenja se jako razlikuje jer trehaloza

moze postojati kao bezvodna (na 210 °C) ili u obliku hidrata: a, B i y oblik (na 97 °C).

Ona ima velik broj ekvivalentnih skupina koje ja¢aju interakciju s vodom. Jake i snaze vodikove
veze trehaloze utjeCu na difuziju (nizi koeficijent difuzije) i viskoznost (visa viskoznost).

(Ohtake i sur., 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je pripremiti punila na bazi kupina. Punila su se pripremala
iz soka kupine, citrus vlakna te disaharida (saharoze, trehaloze i maltoze).
U sklopu diplomskog rada:
e Pripremljena su tri tipa punila na bazi kupina koja su se medusobno razlikovala po tipu
dodanog disaharida;
e QOdredeni su ukupni fenoli;
e Odredeni su proantocijanidini;
e QOdredena je antioksidacijska aktivnost primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC
metoda;
e QOdredeni su parametri boje (L*, a*, b*, °h, C*, AE);
e Qdredene su hlapljive komponente;
e Utvrden je utjecaja tipa disaharida na ispitivane parametre.
Uzorci su skladisteni 3 mjeseca na sobnoj temperaturi te su evaluirani svi prethodno navedeni

parametri kako bi se utvrdile promjene tijekom skladistenja.

S0K KUPINE | | CITRUE VLAKMA | | DISAHARIDI
e '/'
“a ¥ o
FRIFREMA UZORKA
ODREBIVAMIE CDREEIVANIE PARAMETARA
PARAMETARA MAKOM MAKOM SKLADISTEMIA NA
PRIPREME UZORKA S0BMNOJ TEMPERATURI

HLAPUIVE KOMFOMNENTE
-

GC-MS metodom

PARAMETRI BOJE

4
kromametrom
EKSTRAKCIIA UZORKA
o 17 "---.H\.
FROANTOCIANIDI -— l \\.__ ANTICKSIDACISKA
B AKTIVNOST
L UKUPNI FENOLI
-
Apsorbancija na 640 nm £
DPPH, ABTS, CUPRAC

Folin — Ciocalte metoda FRAP metodams

Slika 11 Shematski prikaz rada
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3.2. MATERUALI

Klorovodiéna kiselina, octena kiselina, metanol, natrij karbonat, Zeljezo klorid, amonij acetat
Folin-Ciocalteu reagens su nabavljeni od proizvodaca Kemika (Zagreb). Trolox je nabavljen od
proizvodaca Sigma (Njemacka). 2,2'- azinobis (3-etilbenztiozolin-sulfonska kiselina) (ABTS) i
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) su nabavljeni od proizvodaca Fluka (Njemacka). 2,4,6,-tri(2-
piridil)-s-triazin (TPTZ), galna kiselina, procijanidin B2, mirtenol su nabavljeni od proizvodaca
Sigma, Njemacka. Neokuproin, bakar klorid su proizvodi Gram-mola (Hrvatska). Saharoza je
nabavljena od Gram-mola (Hrvatska), a maltoza i trehaloza su dobiveni od Hayashibara doo

(Nagase group, Japan). Citrus vlakna su nabavljeni od Biesterfeld AG (Hrvatska).

3.2.1. Priprema punila na bazi kupina

Na zagrijanoj magnetskoj mijesalici najprije se je mijeSala smjesa soka kupine i citrus vlakna
(5%), a zatim nakon Sto se je smjesa dobro homogenizirala dodan je disaharid u koli¢ini od
50% (saharoza, trehaloza ili maltoza). Temperatura tijekom pripreme je iznosila 80 °C, a sama
priprema je trajala 20 minuta dok nije dobiven proizvod odgovarajuc¢e konzistencije. Vruéa
smjesa se je prelila u zagrijane staklenke od 40 mL i zatvorila. Jedan set uzoraka je koristen za
odredivanje definiranih parametara odmah nakon pripreme, a drugi set uzoraka se je

skladiStio 3 mjeseca na sobnoj temperaturi zbog utvrdivanja promjena tijekom skladistenja.

3.3. METODE

3.3.1. Ekstrakcija uzoraka

Za odredivanje ukupnih fenola, proantocijanidina i antioksidacijske aktivnosti punila su
ekstrahirana. Za ekstrakciju je odvagano 2 g uzorka te je dodano 20 mL zakiseljenog metanola
na sobnoj temperaturi. Nakon 24 sata smjesa se je profiltrirala te se je dobiveni ekstrakt

koristio u daljnjim analizama.

3.3.2. Odredivanje ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom. Rezultat se prerauna iz

kalibracijske krivulje galne kiseline.
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Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-Ciocalteu (1:10)
reagensa i 8 mL otopine natrijevog karbonata u epruvetu, promucka se i ostavi da stoji 2 sata
na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. Apsorbancija se odreduje na spektrofotometru pri
765 nm. Slijepa proba se pripravi sa destiliranom vodom (2 mL). Mjerenja su provedena u tri

paralele.

3.3.3. Odredivanje proantocijanidina

Postupak: otpipetira se 0,1 mL uzorka te se doda 1 mL otopine 4-dimetil-amino-
cinamaldehida. Reakcijska smjesa se ostavi stajati 30 minuta te se mjeri apsorbancija na 640
nm. Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za procijanidin B2. Mjerenja su provedena u

tri paralele.

3.3.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje mjerenje antioksidacijske aktivnosti koriStene su Cetiri metode; DPPH, ABTS,
CUPRAC i FRAP.

DPPH metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 3 mL otopine DPPH, dobro promijesa i reakcijska smjesa
se ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Rezultat se prera¢una
iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

ABTS metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa i
smjesa se ostavi reagirati 1h i 35 min u mraku. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 734 nm.
Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.
CUPRAC metoda

Postupak: otpipetira se 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine neokuproina, 1 mL amonij
acetata, 0,2 mL uzorka te 0,9 mL vode. Smjesa se homogenizira te ostavi stajati 30 minuta.
Nakon inkubacije mjeri se absorbanca na 450 nm. Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje
za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

FRAP metoda
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Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 3 mL FRAP otopine, dobro promijesa i reakcijska smjesa
se ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Rezultat se preracuna

iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.3.5. Odredivanje parametara boje

Mjerenje boje kao i promjena boje praceni su kromametrom (Minolta CR-400). Ovaj tip
kromametra mjeri reflektiranu svjetlost s povrsine predmeta. Svjetlost se reflektira, te takvu
svjetlost mjeri Sest jako osjetljivih silikonskih fotocelija. Podatke zapisuje racunalo i izrazava ih
u pet razlic¢itih sustava (X, Y, Z; Yxy; LCH; Lab; Hunter Lab). U radu je koristen Lab sustav koji

daje priblizne vrijednosti kao i ljudsko oko (Slika 12).

L* =100 Svjetlo

=

—a* +b*
Zelena Zuta

- b* +a*
Plava Crvena

L*=0 Tamno

Slika 12 Prikaz CIE LAB prostora boja

Pomocu L* vrijednosti odreduje se je li neki predmet taman ili svijetao. Ako je L* = 0 tada je
predmet taman, a ako je L* = 100 predmet je svijetao. a* vrijednost odreduje je li neki predmet
crvene ili zelene boje. Ako je a* pozitivan predmet je crvene boje, a ako je a* negativan
predmet je zelen. b* vrijednost odreduje je li neki predmet Zute ili plave boje. Ako je b*
pozitivan predmet je Zute boje, a ako je b* negativan predmet je plav.

Osim L*, a* i b* vrijednosti na kromametru su odredeni i zasi¢enje (C*) i ton boje (°h). Ton
boje (°h) definira vizualni doZivljaj na temelju kojeg tocno definiramo pojedinu boju npr.
crvenu, plavu, zelenu itd. ovisno o dominantnoj valnoj duljini. Zasi¢enje (C*) definira udio Ciste

boje u ukupnom vizualnom dozivljaju boje tj. udio pojedinih valnih duljina u ukupnom tonu
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boje. Svjetlina (L*) opisuje slicnost boje s nizom akromatskih boja od crne preko sive do bijele

odnosno udio crne u nekom tonu boje.

plava

Slika 13 Prikaz ovisnosti tona boje (°h) i boje

Udaljenost izmedu dvije tocke u koordinatnom sustavu boje se izrazava kao promjena boje
odnosno AE. Promjena boje izracunava se na temelju L*, a* i b* vrijednosti prema slijedecoj
formuli
AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]9°

AL* = ¥ - L*y

Aa* = a*¢-a*y

Ab* = b* - b*,

(k — kontrolni uzorak; u — usporedivani uzorak)

Veza izmedu izraCunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje dana je u Tablici 6.
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Tablica 6 Veza izmedu izracunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

AE Vidljivost razlike ljudskim okom
<0,2 Razlika boja se ne vidi
0,2-1 Razlika boja se primjecuje
1-3 Razlika boja se vidi

3-6 Razlika boja se dobro vidi

>6 Ocigledna odstupanja boja

3.3.6. Odredivanje hlapljivih komponenata

Za odredivanje hlapljivih komponenata koristen je plinski kromatoraf s masenim detektorom
(GC-MS). Za pripremu uzorka koriStena je tehnika mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME) za
koju je neophodna SPME aparatura. Polimerna stacionarna faza (unutar igle) bila je
polidimetilsiloksana-divinilbenzen. U bocicu od 10 mL odvaze se 5 g uzorka te doda 1 g NaCl.
U bodicu se ubaci magnet te se hermeticki zatvori teflonskim ¢epom. Bocica se postavi u
posudu s vodom te se, uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom mijesalicom, hlapljivi sastojci
adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu. Prije samog ispustanja igle u nadprostor uzorka,
uzorak se 10 minuta mijesa na vodenoj kupelji (40 °C) radi zasi¢enja nadprostora sa svrhom
Sto bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. Adsorpcija se provodi na temperaturi od 40 °C
(vodena kupelj) u trajanju od 45 minuta. Po zavrSetku adsorpcije igla s adsorbiranim
sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te slijedi njihova toplinska
desorpcija. Odredivanje kvantitativnog udjela hlapljivih sastojaka uzoraka provedeno je
primjenom instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koristen plinski kromatograf
Agilent 7890B s masenim spektrometrom Agilent 5977A (Agilent Technologies, CA, USA)
Uvijeti uzorkovanje SPME metodom:

e vlakno divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS), 50/30 um,

Supelco, USA;

e adsorpcija: 45 min, 40 °C, 300 rpm;

e desorpcija: 7 min, 250 °C, splitless mod
Uvjeti plinskog kromatografa i masenog spektrometra:

e kolona: HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);

e temperature: od 40 °C (10 min) do 120 °C (3 °C/min), zatim do 250 °C (10 °C/min);

e plin nosioc: helij (¢istoce 5.0), protok 1 mL/min;
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e temperatura injektora: 250 °C;
e temperatura detektora: 280 °C;

e m/z:40do 400, 70 eV.

Koli¢ina hlapljivih komponenata je izrazena preko mirtenola kao internog standarda.

3.3.7. Statisticka analiza podataka
Statisti¢ka analiza rezultata je provedena pomoéu ANOVA testa uz statisticku znacajnost od

P<0,5.
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4. Rezultati i rasprava

U ovom diplomskom radu pripremljena su punila na bazi kupine. Punila su pripremljena od
soka kupine, citrus vlakna i disaharida (saharoze, maltoze i trehaloze). Uobicajen nacin
pripreme punila je da se punila pripremaju dodatkom pektina ili nekog drugog hidrokoloida,
ali u ovom radu se je Zeljelo utvrditi postoji li moguénost pripreme punila s dodatkom citrus
vlakna kako bi konacan proizvod bio obogacen vlaknima za koja je znanstveno dokazano da
imaju pozitivan utjecaj na zdravlje. Na temelju preliminarnih istrazivanja utvrdeno je da je
potrebna koli¢ina citrus vlakna 5%, kako bi se pripremio proizvod odgovarajuce konzistencije.
Citrus vlakna osim Sto sadrie razliCite tipove pektina, sadrie i druge polisaharide poput
celuloze. Uz citrus vlakna koristeni su disaharidi, saharoza, maltoza i trehaloza, kako bi se
utvrdio njihov utjecaj na kvalitetu proizvoda. U punilima na bazi kupine odredeni su ukupni

fenoli, proantocijanidini, antioksidacijska aktivnost, parametri boje i hlapljive komponente.

4.1. FENOLI | PROANTOCIJANIDINI U PUNILIMA NA BAZI KUPINA

U Tablici 7 dan je prikaz ukupnih fenola i proantocijanidina u punilima na bazi kupina nakon
njihove pripreme i skladistenja od 3 mjeseca na sobnoj temperaturi. Iz rezultata se moze
utvrditi da je tip Se¢era imao utjecaj na udio fenola i proantocijanidina ali i na gubitak odnosno
zadrzavanje spomenutih komponenti tijekom skladistenja. Najveci udio fenola imao je uzorak
s dodatkom trehaloze (4,977 g/100 g), zatim uzorak s dodatkom maltoze (4,495 g/100 g) a
najmanji uzorak s dodatkom saharoze (4,249 g/100 g). Tijekom skladistenja doslo je do gubitka
fenol te su vrijednosti nakon skladistenja manje ali je zadrzan isti tren odnosno uzorak s
trehalozom je imao najveci udio fenola (4,758 g/100 g), zatim uzorak s maltozom (4,152 g/100
g) i najmanji udio fenola imao je uzorak s dodatkom saharoze (3,715 g/100 g). Tijekom
skladistenja do najveéeg gubitka fenola doslo je u uzorcima s dodatkom saharoze (12,6%) a
najmanje u uzorcima s dodatkom trehaloze (4,4%) (Slika 14). Proantocijanidini nisu slijedili
trend fenola. Najveéi udio proantocijanidina imao je uzorak s dodatkom maltoze (473,05
mg/100 g), zatim uzorak s dodatkom trehaloze (422,40 mg/100 g) a najmanji udio uzorak s
dodatkom saharoze (299,93 mg/100 g). Tijekom skladistenja doSlo je do degradacije
proantocijanidina kao i fenola ali u znatno vecoj mjeri. Gubitak proantocijanidina je bio
najmanji za uzorak s dodatkom saharoze (76%), a za uzorak s dodatkom maltoze i trehaloze je

iznosio 85% odnosno 81%. Usporedujudi udjele fenola, nakon skladistenja imao je uzorak s
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dodatkom trehaloze (80,221 mg/100 g) dok su preostala dva uzorka imala jednaki udio ovih

komponenata (70 mg/100 g).

Tablica 7 Udio ukupnih fenola i proantocijanidina u punilima na bazi kupine nakon pripreme i

nakon skladistenja

Uzorci Fenoli (g/100 g) | Proantocijanidini (mg/100 g)
Nakon pripreme

CPK_S 4,249+0,015¢ 299,93+8,72¢
CPK_M 4,495+0,029P 473,058,722

CPK_T 4,977+0,006° 422,406,545

Nakon skladiStenja

CPK_S 3,71510,018¢ 69,511+0,584°¢
CPK_M 4,152+0,011¢ 70,164+0,693¢
CPK_T 4,758+0,019¢ 80,221+0,507¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razlic¢itim slovima su statisticki razlicite.
CPK_S — punila na bazi kupina s dodatkom saharoze; CPK_M — punila na bazi kupina s
dodatkom maltoze; CPK_T — punila na bazi kupina s dodatkom trehaloze

CPK T —
CPK_M —
CPK S —

60

80 100

gubitak komponenata tijekom skladistenja (%)

B proantocijanidini  m fenoli

Slika 14 Prikaz gubitka (%) fenola i proantocijanidina nakon skladistenja

4.2. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST PUNILA NA BAZI KUPINA

Antioksidacijska aktivnost je odredena primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metoda.
Metode se razlikuju prema mehanizmu odredivanja antioksidacijske aktivnosti. DPPH i ABTS
metode se baziraju na blokiranju slobodnih radikala dok se FRAP i CUPRAC baziraju na
inaktivaciji metala. Antioksidacijska aktivnost punila na bazi kupina nakon pripreme i nakon

skladistenja prikazana je u Tablici 8. Antioksidacijska aktivnost utvrdena primjenom DPPH
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metode najveca je u uzorku s dodatkom maltoze (170,95 nmol TE/100 g), zatim trehaloze
(168,22 nmol TE/100 g) a uzorak sa saharozom je imao najmanju vrijednost antioksidacijske
aktivnosti (164,30 nmol TE/100 g). Nakon skladistenja, trend se je promijenio te je uzorak s
trehalozom imao znacajno veéu (153,30 nmol TE/100 g) antioksidacijsku aktivnost od
preostala dva uzorka (139 nmol TE/100 g). ABTS metodom, najvecu antioksidacijsku aktivnost
imao je uzorak sa saharozom (2,786 umol TE/100 g) dok su preostala dva uzorka imala jednaku
antioksidacijsku aktivnost (2,58 pumol TE/100 g). tijekom skladistenja doslo je do promjene
antioksidacijske aktivnosti odnosno smanjenja. Uzorak s trehalozom je imao najmanju (0,828
umol TE/100 g) antioksidacijsku aktivnost dok su preostala dva uzorka imala jednaku i ve¢u u
odnosu na uzorak s trehalozom (1,115 umol TE/100 g). Primjenom FRAP metode, uzorci s
saharozom i maltozom imali su jednaku (224 nmol TE/100 g) antioksidacijsku aktivnost i vecu
u odnosu na uzorak s trehalozom (219,69 nmol TE/100 g). Nakon skladistenja, utvrdene su
nize vrijednosti u odnosu na pocetne uzorke, te je uzorak sa saharozom imao najvec¢u (194,19
nmol TE/100 g) antioksidacijsku aktivnost a uzorak s trehalozom najmanju (178,07 nmol
TE/100 g). Antioksidacijska aktivhost CUPRAC metodom je slijedila slijedeci redoslijed
saharoza — trehaloza — maltoza gdje je saharoza imala najveéu (181,34 nmol TE/100 g)
antioksidacijsku aktivnost a maltoza najmanju (169,58 nmol TE/100 g). Nakon skladistenja
doslo je do promjene trenda te je uzorak sa saharozom imao najmanju (110,43 nmol TE/100

g) antioksidacijsku aktivnost a uzorak s trehalozom najvec¢u (127,52 nmol TE/100 g).

Tablica 8 Antioksidacijska aktivnost punila na bazi kupina nakon pripreme i nakon
skladistenja

Uzorci DPPH ABTS FRAP CUPRAC
(nmol TE/100g) | (umol TE/100 | (nmol TE/100 g) (nmol TE/100 g)
g)

Nakon pripreme

CPK_S 164,30+0,37¢ 2,786%0,029°2 224,49+0,68° 181,34+1,882
CPK_M 170,95+0,21° 2,564+0,018° 223,94+0,78° 169,58+1,42¢
CPK_T 168,22+0,13° 2,597+0,054° 219,69+0,50° 173,01+1,24°
Nakon skladiStenja

CPK_S 139,32+0,61¢ 1,114+0,037¢ 194,19+0,86¢ 110,43+0,91f
CPK_M 138,83+0,54¢ 1,118+0,043¢ 180,48+0,49¢ 120,11+0,83¢
CPK_T 153,30+0,47¢ 0,828+0,027¢ 178,07+0,25¢ 127,52+0,77¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razliCite.
CPK_S — punila na bazi kupina s dodatkom saharoze; CPK_M — punila na bazi kupina s
dodatkom maltoze; CPK_T — punila na bazi kupina s dodatkom trehaloze
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4.3. PARAMETRI BOJE PUNILA NA BAZI KUPINA

Pomocu L* vrijednosti utvrduje se da li je neki predmet taman ili svijetao. Sva tri uzorka imaju
nize L* vrijednosti tako da su relativno tamni. Izmedu uzoraka s dodatkom saharoze i trehaloze
ne postoji razlika, dok je uzorak s dodatkom maltoze nesto tamniji u odnosu na veé spomenuta
dva uzorka. Tijekom skladistenja doslo je do promjene L* vrijednosti odnosno do povecanja
tako da su uzorci posvijetlili. L* vrijednost raste u smjeru saharoza - maltoza - trehaloza
odnosno punilo s dodatkom saharoze je najtamnije a punilo s dodatkom trehaloze najsvjetlije.
Parametar a* koji definira crvenu boju, nakon pripreme uzoraka raste u smjeru saharoza -
maltoza - trehaloza odnosno punilo s dodatkom saharoze je ima najmanje izrazenu crvenu
boju a punilo s dodatkom trehaloze najvise. Tijekom skladiStenja doslo je znacajnog opadanja
a* vrijednosti, odnosno gubitka crvene boje, $to je bilo i vidljivo okom. Nakon skladiStenja
uzorci s dodatkom saharoze i trehaloze imali su podjednake a* vrijednosti, ali ve¢e u odnosu
na uzorak pripremljen s dodatkom maltoze. b* vrijednost definira Zutu boju, i svi uzorci imaju
pozitivnu vrijednost. Nakon pripreme uzoraka b* vrijednost raste u smjeru saharoza - maltoza
- trehaloza odnosno punilo s dodatkom saharoze ima najmanje izraZzenu Zutu boju a punilo s
dodatkom trehaloze najvise. Nakon skladiStenja, mijenja se trend tako da uzorak s dodatkom
maltoze ima najvecu b* vrijednost (a najmanju a*) a uzorci s dodatkom saharoze i trehaloze
manju b* vrijednost (a vecu a*). Na temelju L*, a* i b* vrijednosti izracunata je i ukupna
promjena boje nakon skladistenja. Kod svih uzoraka utvrdena je ukupna promjena boje u
vrijednostima koje potvrduju da je promjena boje vidljiva okom (Tablica 9). Najveéa ukupna
promjena boje utvrdena je za punilo pripremljeno s maltozom (7,61) a najmanja za punilo s
dodatkom saharoze (6,19). Obzirom da se saharoza uobicajeno koristi u prehrambenoj
industriji za pripremu proizvoda na bazi gela, za razliku od maltoze i trehaloze, izracunata je i
ukupna promjena boje uzoraka s ovim disaharidima u odnosu na uzorak sa saharozom. Ova
ukupna promjena boje je vrlo mala. Za uzorak s dodatkom trehaloze iznosi 0,99 a za uzorak s
maltozom iznosi 0,60. Nakon skladistenja utvrden je drugaciji trend, odnosno promjena boje
za uzorak s dodatkom trehaloze iznosio je 0,88 a za uzorak s dodatkom maltoze 1,13.

Osim L*, a* i b* vrijednosti na kromametru su odredeni i zasi¢enje (C*) i ton boje (°h). Nakon
pripreme uzoraka C* vrijednost raste u smjeru saharoza - maltoza - trehaloza odnosno punilo
s dodatkom saharoze ima najmanje vrijednost a punilo s dodatkom trehaloze najvecu. Tijekom

skladistenja C* opada, a najvecu vrijednost je imao uzorak s dodatkom maltoze a najmaniju
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uzorak s dodatkom trehaloze. Ton boje odnosno °h vrijednost najveca je za uzorak s dodatkom
trehaloze a najmanja za uzorak s dodatkom saharoze. Tijekom skladistenja doSlo je do
znadajne promjene tona boje, odnosno vrijednosti su znadajno porasle. Najveci porast
vrijednosti °h utvrden je za uzorak s dodatkom maltoze (48,18) dok su uzorci s dodatkom

trhaloze i saharoze imali znatno niZe vrijednosti tona boje (40,8).

Tablica 9 Parametri boje (L*, a* i b*) punila na bazi kupina i ukupna promjena boje nakon
pripreme i nakon skladistenja

Uzoreci ‘ L* ‘ a* ‘ b* AE AEs
Nakon pripreme
CPK_S 28,64+0,02° 9,47+0,052 2,35+0,05°
CPK_M 28,36+0,03° 9,94+0,02° 2,59+0,02° 0,60
CPK_T 28,67+0,01° 10,3940,01°¢ 2,72+0,02¢ 0,99
Nakon skladistenja

CPK_S 32,10+0,08°¢ 4,60+0,07¢ 3,97+0,06¢ 6,19
CPK_M 32,87+0,02¢ 4,17+0,04¢ 4,66+0,06°¢ 7,61 1,13
CPK_T 32,96+0,08¢ 4,46%0,05¢ 3,88+0,06¢ 7,41 0,88

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.

CPK_S — punila na bazi kupina s dodatkom saharoze; CPK_M — punila na bazi kupina s
dodatkom maltoze; CPK_T — punila na bazi kupina s dodatkom trehaloze; AE — ukupna
promjena boje skladistenih uzoraka u odnosu na pocetne uzorke; AEs —ukupna promjena boje
uzoraka s trehalozom i maltozom u odnosu na uzorak sasaharozom

Tablica 10 Parametri boje (°h i C*) punila na bazi kupina nakon pripreme i nakon
skladistenja

Uzoreci ‘ °h c*

Nakon pripreme

CPK_S 13,95+0,21¢ 9,76+0,06°¢
CPK_M 14,60+0,11°¢ 10,27+0,02°
CPK_T 14,6840,11°¢ 10,74+0,01°
Nakon skladistenja

CPK_S 40,76+0,29° 6,07+0,02¢
CPK_M 48,18+0,15° 6,25+0,07¢
CPK_T 40,97+0,13° 5,91+0,07f

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.
CPK_S — punila na bazi kupina s dodatkom saharoze; CPK_M — punila na bazi kupina s
dodatkom maltoze; CPK_T — punila na bazi kupina s dodatkom trehaloze
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4.4. HLAPUIVE KOMPONENTE U PUNILIMA NA BAZI KUPINA

U Tablici 11 prikazane su identificirane hlapljive komponente u soku kupine i u punilima na
bazi kupine. U soku je identificirano 19 hlapljivih komponenata a u punilima 28, odnosno jedan
dio komponenata u punilima potjece od citrus vlakna. Komponente su podijeljene u 4 skupine:
alkohole, kiseline, aldehide i ketone te terpene te su na Slikama 15 i 16 prikazane koncentracije

hlapljivih komponenata prema navedenim skupinama.

Tablica 11 Prikaz hlapljivih komponenata identificiranih u soku kupine i u punilima na bazi

kupine
Komponente Sok Punila RT RI
2-etil heksanol + + 19,96 1030
Benzil alkohol - + 20,11 1037
1-oktanol + + 22,48 1071
Fenetil alkohol + + 24,6 1103
Perilil alkohol + + 33,93 1290
Heksanska kiselina - + 18,54 1005
Nonanska kiselina + + 33,49 1281
Heksanal - + 5,13 800
Heptanal + + 10,76 897
1-okten-3-on - + 16,46 982
6-metil-5-hepten-2-on - + 17,11 987
Oktanal - + 18,08 998
2-oktenal + + 21,49 1054
2-nonenal - + 27,11 1155
Dekanal - + 29,50 1200
2,4-nonadienal + + 29,86 1205
2-dekenal + + 32,23 1255
Geranil aceton + + 39,598 1448
Lili aldehid + + 41,15 1519
D-limonen + + 19,41 1018
Gvajakol + + 23,17 1080
Linalool + + 23,96 1096
Trans-verbenol + + 25,72 1129
Nerol + + 30,63 1222
Felandral - + 32,61 1264
a-jonon + + 38,95 1420
y-jonon + + 40,18 1473
B-jonon + + 40,34 1480

Terpeni te aldehidi i ketoni su bili najzastupljenije skupine komponenata u uzorcima. Uzorak s

trehalozom je imao najvecu koncentraciju terpena (358,1 pg/kg), dok je uzorak sa saharozom
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imao najmanji udio ovih spojeva (281,9 ug/kg). Najvecu koncentraciju aldehida i ketona imao
je uzorak sa saharozom (250,9 pg/kg), dok je uzorak s maltozom imao najmanji udio ovih
spojeva (157 pg/kg). Takoder je uzorak sa saharozom imao i najve¢u koncentraciju alkohola
(57 ug/kg) dok su preostala dva uzorka imala podjednaku koncentraciju ovih komponenata
(45 pg/kg). Sto se tice kiselina, uzorci s trehalozom i saharozom su imali jednake koncentracije
(24 pg/kg) dok je uzorak s maltozom imao nesto nizu koncentraciju kiselina (21 pg/kg). Nakon
skladistenja doslo je do promjene koncentracije hlapljivih komponenata. Uzorci s trehalozom
i maltozom imali su jednake koncentracije terpena (272 pg/kg) dok je uzorak sa saharozom
imao manju koncentraciju (223 pg/kg). Sto se ti¢e aldehida i ketona, oni su utvrdeni u najvecoj
koncentraciji u uzorku sa saharozom (214,4 pg/kg) a u najmanjoj u uzorku s maltozom (171,7
ug/kg). Uzorak sa saharozom imao je najvecu koncentraciju alkohola (53,5 pg/kg) dok su
preostala dva uzorka imala podjednaku koncentraciju ovih komponenata (49 pg/kg). Kiselina
je utvrdeno u najvecoj koncentraciju u uzorku s trehalozom (25,6 pg/kg) a u najmanjoj u
uzorku sa saharozom (20,9 pg/kg). Sveukupno gledajudi, uzorak s trehalozom je imao najvecu
koncentraciju ukupne arome a uzorak s maltozom najmanju. Nakon skladistenja koncentracija
ukupne arome se je smanijila ali uzorak s trehalozom je i dalje imao najvecu koncentraciju
ukupne arome, dok su preostala dva uzorka imala podjednaku koncentraciju. Izratunom
doprinosa pojedinih skupina ukupnoj aromi, utvrdeno je da u svim uzorcima najveéi doprinos
imaju terpeni samo u razli¢itim omjerima. U uzorcima s maltozom njihov doprinos je 60%, u
uzorcima s trehalozom 57% a u uzorcima sa saharozom 46%. Aldehidi i ketoni takoder imaju
visok doprinos ukupnoj aromi. Njihov doprinos najvedi je u uzorcima sa saharozom (41%),
zatim trehalozom (38%) a najmanji u uzorcima s maltozom (28%). Alkoholi su u svim uzorcima
bili zastupljeni u ukupnoj aromi s oko 8% a kiseline s 4%. Nakon skladiStenja udio terpena u
ukupnoj aromi se je smanjio kod sva tri uzorka, a udio aldehida i ketona poveéao. U uzorcima
s maltozom njihov doprinos je 53%, u uzorcima s trehalozom 50% a u uzorcima sa saharozom
44%. Doprinos aldehida i ketona bio je najveéi u uzorcima sa saharozom (42%), zatim
trehalozom (36%) a najmanji u uzorcima s maltozom (33%). Alkoholi su u svim uzorcima bili
zastupljeni u ukupnoj aromi s oko 10% a kiseline s 5%, nesSto viSe nego nakon pripreme

uzoraka.
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Slika 15 Koncentracija hlapljivih komponenata po skupinama u punilima na bazi kupina
nakon pripreme
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Slika 16 Koncentracija hlapljivih komponenata po skupinama u punilima na bazi kupina
nakon skladistenja

U Tablici 12 prikazani su rezultati odredivanja terpena (skupine komponenata koja je
odredena u najveéoj koncentraciji u punilima) nakon pripreme i nakon skladistenja, a ujedno
su prikazani rezultati navedenih terpena u soku kupine. D-limonen je terpen koji se nalazi u
najvecoj koncentraciji u punilima, i u odnosu na druge terpene, njegova koncentracija je

znacajno veca. Takoder je iz prikazanih rezultat vidljivo, da je koncentracija ovog terpena
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znacajno veca u odnosu na sok Sto znaci da vjerojatno najvedi dio limonena potjece s citrus
vlakana. Usporedbom punila vidljivo je da koncentracija limonena opada u smjeru trehaloza >
maltoza > saharoza. Nakon skladiStenja, doslo je do smanjenja koncentracije limonena te
punila s trehalozom i maltozom imaju podjednaku koncentraciju a punilo sa saharozom manju
koncentraciju limonena. Felandral je terpen koji nije identificiran u soku ali je identificiran u
punilima. Nesto vecéa koncentracija ovog terpena utvrdena je u punilu sa saharozom, dok su
preostala dva punila imala jednaku koncentraciju. Nakon skladiStenja doslo je do smanjenja
koncentracije ovog terpena a najveéu koncentraciju su imala punila sa saharozom i
trehalozom. Svi ostali terpeni su utvrdeni u veéoj koncentraciji u soku kupine nego u punilima.
Koncentracija gvajakola opada u smjeru saharoza > trehaloza > maltoza. Nakon skladistenja
doslo je do smanjenje koncentracije gvajakola ali razlika izmedu punila nije utvrdena.
Koncentracija linalola nakon pripreme i nakon skladistenja punila prati trend gvajakola. Trans-
verbenol je utvrden u najvecoj koncentraciji u punilu sa saharozom dok su preostala dva punila
imala jednaku koncentraciju. Utvrdeno je da je ovaj terpen relativno stabilan tijekom
skladistenja. Koncentracija nerola opada u smjeru saharoza > trehaloza > maltoza te je nakon
skladistenja zadrzan isti trend. a-jonon i B-jonon su nakon pripreme punila imali isti trend
odnosno najveéa koncentracija je utvrdena u punilima s dodatkom saharoze i trehaloze, dok
je nakon skladiStenja utvrden drugaciji trend. Koncentracija a-jonona je u svim uzorcima bila
jednaka, a koncentracija B-jonona se je smanjivala u smjeru trehaloza > saharoza > maltoza.
Nakon pripreme punila, koncentracija y-jonona bila je neSto veca u punilu sa saharozom, dok
su preostala dva uzorka imala jednaku koncentraciju. Nakon skladiStenja punilo s trehalozom

je imalo najveéu koncentraciju ovog terpena.
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Tablica 12 Koncentracije pojedinih terpena u soku kupine i punilima na bazi kupina nakon

pripreme i nakon skladiStenja

Terpeni Sok Nakon pripreme
CPK_S CPK_M CPK_T
D-limonen 7,37+0,13 240,29+0,89¢ 293,81+1,47° 320,03+7,46°
Gvajakol 104,1741,80 6,97+0,06° 5,30+0,10¢ 6,09+0,10°
Linalool 23,39+0,42 16,26+0,07° 14,78+0,03°¢ 15,63+0,02°
Trans-verbenol 43,40+0,46 3,41+0,122 2,58+0,04° 2,68+0,03°
Nerol 20,25+0,61 3,42+0,18° 2,60+0,16¢ 2,89+0,20°¢
Felandral - 4,99+0,042 4,14+0,03" 4,39+0,18°
a-jonon 13,10+0,44 1,62+0,03® 0,83+0,01° 1,68+0,01°
y-jonon 4,18+0,43 2,800,132 2,52+0,05° 2,56+0,01°
B-jonon 2,58+0,11 2,15+0,03° 1,83+0,02° 2,10+0,01°
Nakon skladistenja
D-limonen 189,56+5,68° 241,51+3,95¢2 237,80+2,60°
Gvajakol 5,22+0,21° 5,21+0,37° 5,72+0,19°
Linalool 13,8310,242 13,730,162 13,47+0,043
Trans-verbenol 3,12+0,032 2,69+0,02° 2,35+0,01¢
Nerol 3,000,102 2,30+0,08¢ 2,79+0,01°
Felandral 3,48+0,19° 3,08+0,03° 3,35+0,01°
a-jonon 1,37+0,02° 1,3340,02° 1,38+0,00°?
y-jonon 2,42+0,19° 2,41+0,03° 2,91+0,14°
B-jonon 1,43+0,02° 1,25+0,00°¢ 1,65+0,01°

CPK — punilo na bazi citrus vlakna i kupine; S — dodatak saharoze; M — dodatak maltoze; T —
dodatak trehaloze.
Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.

41



5. ZAKLJUCCI



5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Tip Secera utjece na koli¢inu ukupnih fenola i proantocijanidina u punilima na bazi kupina,
ali i na njihovo zadrzavanje tijekom skladistenja. Najvise ukupnih fenola i prije i nakon
skladiStenja nalazi se u punilima pripremljenim s trehalozom. NajviSe proantocijanidina
prije skladiStenja se nalazi u uzorku s maltozom, a nakon skladiStenja u uzorku sa
trehalozom. Tijekom skladiStenja dolazi do gubitka fenola i proantocijanidina. Najveci
gubitak fenola vidljiv je u punilu pripravlienom s saharozom, najmanji gubitak

proantocijanidina je u uzorku sa saharozom.

2. DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode su koristene za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti. Veéu antioksidacijsku aktivnost imali su uzorci sa saharozom. ABTS, FRAP,
CUPRAC metode pokazale su da najvecu antioksidacijsku aktivnost prije skladistenja imaju
uzorci sa saharozom, a prema DPPH metodi najvecu antioksidacijsku aktivnost ima uzorak
s maltozom. Nakon skladistenja najveéu antioksidacijsku aktivnost prema DPPH i CUPRAC
imaju uzorci sa trehalozom, a uzorci sa saharozom prema FRAP metodi ima najveéu
antioksidacijsku aktivnost, dok ABTS metoda pokazuje da je to uzorak sa maltozom i onaj

sa saharozom.

3. Parametri su utvrdeni na kromametru. Prije skladistenja najtamnije je punilo s dodatkom
maltoze, crvena boja je najizraZzenija kod uzorka s saharozom, Zuta boja, zasic¢enje i porast
tona boje je najvece kod punila sa trehalozom. Nakon skladiStenja najtamnije je punilo s
dodatkom saharoze, crvena boja je najizrazenija kod uzorka s saharozom i s trehalozom,

Zuta boja,zasi¢enje i porast tona boje je najvece kod punila sa maltozom.

4. Hlapljive komponente koje potjeCu iz soka, punila i citrusa svrstane su u nekoliko
kategorija: kiseline, alkohole, terpene i aldehide i ketone. Prije skladistenja u punilima sa
saharozom najzastupljeniji spojevi su alkoholi i aldehidi i ketoni, a u punilima s trehalozom
terpeni. Kiseline su najzastupljenije u punilima sa trehalozom i u punilima s saharozom.
Nakon skladiStenja u punilima s trehalozom najzastupljenije su kiseline, u punilima sa
maltozom najzastupljeniji su terpeni, a u punilima sa saharozom najzastupljeniji su alkoholi
i aldehidii ketoni. Aromi najviSe doprinose terpeni, zatim aldehidi i ketoni pa alkoholi. Prije

i nakon skladistenja najveé¢u ukupnu aromu imaju punila sa trehalozom. Najmanju ukupnu
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aromu prije skladiStenja ima punilo s maltozom, a nakon skladistenja uzorak s najmanju

ukupnu aromu imaju podjednako uzorci s maltozom i sa saharozom.
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