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Popis oznaka, kratica i simbola

DNK deoksiribonukleinska kiselina

CMC karboksimetil celuloza

S saharoza

T trehaloza

SET (engl. Single Electron Transfer)

HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer)

ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity)
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power)
CUPRAC (engl. Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity)
ABTS 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
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1. Uvod

Bioloski aktivne komponente u hrani najées¢e su definirane kao prirodni sastojci hrane koji
imaju brojne pozitivne ucinke na zdravlje Covjeka. Zahvaljujuéi njihovim funkcionalnim
svojstvima u organizmu, djeluju kao pomoéna sredstva u prevenciji i lije€enju bolesti. Zastita
organizma od oksidacijskog stresa osobito je vazna za zdravlje i prevenciju sve ¢esc¢ih stanja
kao Sto su bolesti srca i krvoZilnog sustava, dijabetes te razne vrste karcinoma (Jasi¢, 2010).
Najcesdi izvor antioksidansa, odnosno polifenola opéenito je bobicasto voée koje je posebno
primamljivo zbog okusa, mirisa te boje, a osim toga sadrzi i znatnu koli¢inu vlakana, vitamina
i minerala. Najpoznatije super voce danasnjice je aronija koja svoja snazna antioksidacijska
svojstva posjeduje zahvaljujuci izuzetno visokom sadrzaju polifenola. Od polifenola najvise se
isticu antocijanini, fenolne kiseline te proantocijanidini u koli¢ini od ¢ak 66 % od ukupnog
sadrzaja polifenola (Oszmianski i Wojdylo, 2005). Osim antioksidacijske aktivnosti,
komponente aronije pruzaju podrsku imunoloSkom sustavu, detoksikaciju organizma, djeluje
antimutageno te smanjuje razinu kolesterola. Konzerviranje ovakvog voc¢a uglavnom se odnosi
na proizvodnju dZzema, soka te alkoholnih pi¢a poput likera i vina. Procesni parametri i uvjeti
skladiStenja uvelike utje€u na sastav preradenog voca i diktiraju nutritivan profil proizvoda te
njegovu kvalitetu. Osim nutritivne vrijednosti, kvalitetu hrane definiraju i cimbenici senzorske
prihvatljivosti hrane — izgled, aroma i tekstura (Kopjar, 2007). Neke od uloga karboksimetil
celuloze su stabilizacija proizvoda, poboljsanje organoleptickih svojstava te uguscivanje. Pored
zasladivanja, disaharidi poput saharoze i trehaloze vazini su i radi konzerviranja mnogih
prehrambenih proizvoda (Pichler, 2011). Saharoza je najrasprostranjeniji disaharid sastavljen
od jedne molekule glukoze i jedne molekule fruktoze, dok trehalozu ¢ine dvije molekule
glukoze. Oba Sedera predstavljaju nereducirajuc¢e Seéere, iako je utvrdeno da je trehaloza

stabilnija te da ima manju slatko¢u od saharoze (Jovanovic, 2012).

Cilj ovog rada bio je pripremiti gelove na bazi karboksimetil celuloze i soka aronije bez i s
dodatkom disaharida. Od disaharida koristili su se saharoza i trehaloza u kolicinama od 30 %,
40 % i 50 %. Nakon pripreme i skladiStenja u uzorcima je odreden udio polifenola,
proantocijanidina, antocijana i antioksidacijska aktivnost primjenom spektorfotometrijskih
metoda (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode) te individualni fenoli primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti. Takoder su gelovima odredeni i parametri boje.
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2. Teorijski dio

2.1. ARONUA

Jedna od najpoznatijih listopadnih voénih vrsta koja je u posljednjem desetljecu postala
izuzetno traZena i cijenjena je crna aronija (Aronia melanocarpa), prikazana na Slici 1. Pripada
porodici ruza (Rosaceae), podrijetlo vuce iz Sjeverne Amerike, raste u obliku grma, a visina
moze iznositi ¢ak do 6 m, iako se najc¢esée oblikuje na visinu 1,5 - 2,5 m. ObiljeZavaju je listovi
tamnozelene boje ovalnog oblika te plodovi, tamnoplave bobice tezine 1 — 1,5 grama oporog
okusa koje sazrijevaju krajem kolovoza (Jurikova i sur., 2017). One su jedini ljekoviti i jestivi dio
biljke, a nakon sazrijevanja na grmu mogu se odrzati joS dva mjeseca. Uzgoj aronije u Europi
najzastupljeniji je u Rusiji, Poljskoj, Ce$koj te Slovackoj. Poznate su tri vrste &ija je osnovna
razlika boja (crvene, crne i ljubicaste). S obzirom na cinjenicu da crna aronija, kao i
tamnocrvena (Aronia arbutifolia) te ljubicasta (Aronia prunifolia) nemaju prirodnih
neprijatelja, tj. nametnika, nema potrebe za tretiranjem prskanjem i poduzimanjem kemijskih
agrotehnickih mjera (Web 1). Ovo bobicasto voce prisutno je u raznim oblicima. Naime, osim
kao svjeZu, suSenu i zamrznutu, moZze se preraditi i konzumirati kao dZzem, sok, sirup, kompot,
vino te liker. Uz to, poznata je njena primjena kao prirodno bojilo za hranu te uloga ukrasne
biljke. Njena se ljekovitost pripisuje ¢injenici da pripada kulturama s visokim sadrzajem biljnih

fenola te ostalih bioloski aktivnih spojeva koji ée biti opisani u ovom radu.

Slika 1 Zreli plodovi aronije (Web 2) -
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2.1.1. Kemijski sastav aronije

Aronija je izvor brojnih bioaktivnih spojeva Sirokog spektra djelovanja koji imaju pozitivan
ucinak na zdravlje ¢ovjeka, a njen sastav i zdravstveni znacaj ovise o mnogim ¢imbenicima kao
Sto su sorta, zrelost te okolisni i klimatski uvjeti (Gramza-Michalowska i Sidor, 2019). Kemijski

sastav aronije prikazan je Tablicom 1.

Tablica 1 Kemijski sastav ploda i svjeZe cijedenog soka aronije (Gramza-Michalowska i Sidor,

2019)
Plod aronije Svjeze cijedeni sok
(g/100 g) aronije (g/100 g)
Suha tvar 17,9-26 11,1-17,4
Masti 0,09-0,17 <0,1
Proteini 0,6-0,8 0,2
Ugljikohidrati 13,73 — 15,06 17,9
Saharoza 0,7 0,3
Fruktoza 2,6 -4,7 2,2-3,2
Glukoza 3,6-5,7 2,6 -4,3
Sorbitol 4,63 - 8,56 3,6-7,7
Topiva vlakna 0,81-1,03 -
Netopiva vlakna 4,01-5,25 -
Limunska kiselina 0,07-0,13 0,07-0,25
Jabucna kiselina 0,45-0,128 0,9-0,133

Koli¢ina suhe tvari u plodu aronije krece se od 17,9 do 26 %, dok u svjeze cijedenom soku
iznosi 11,1 — 17,4 %. Saharoze u bobicama aronije ima vrlo malo, dok se sadrzaj glukoze i
fruktoze kreée oko 2 do 6 %. Gramza-Michalowska i Sidor (2019) takoder navode kako su od
aminokiselina detektirani arginin, tirozin, histidin, lizin, cistein, alanin, asparagin, serin,
glutaminska kiselina i treonin, dok je ukupna koli¢ina proteina u plodu aronije 3,7 g/100 g suhe
tvari. ViSe od 60 % prehrambenih vlakana aronije sastoji se od netopljive frakcije koja
podrazumijeva lignin, celulozu te hemicelulozu (Gramza-Michalowska i Sidor, 2019). Bobice
aronije u vecoj koli¢ini nego ostalo bobi¢asto voée sadrze sorbitol te u malom postotku

organske kiseline, uglavnom jabucnu i limunsku.
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Sadrzaj pojedinih vitamina i minerala u bobicama aronije te svjezZe cijedenom soku prikazan je

u Tablici 2.

Tablica 2 Sadrzaj vitamina i minerala u plodu i svjeZe cijedenom soku aronije (Zhang i sur.,

2021)
Plod aronije Svjeze cijedeni sok
(mg/kg) (/L)
Vitamini
C 137 0,2
K 0,242 Nepoznat podatak
B1 0,18 Nepoznat podatak
B2 0,20 0,006
B6 0,28 Nepoznat podatak
Niacin (B3) 3 Nepoznat podatak
Folat (B9) 0,03 Nepoznat podatak
Minerali
Natrij 26 Nepoznat podatak
Kalij 2180 0,0053
Kalcij 322 0,150
Magnezij 162 0,140
Zeljezo 9,3 Nepoznat podatak
Cink 1,47 Nepoznat podatak

Predstavnici vitamina, esencijalnih nutrijenata, u bobicama aronije su vitamini C i B, a osim
njih detektirani su i vitamin E i K te vece koli¢ine beta kriptoksantina (463 pg/100 g) i beta
karotena (770 pug/100 g), odnosno provitamini vitamina A (Tanaka i sur., 2001). Mineralne tvari
su, kao i vitamini, od iznimne vaZznosti za mnoge funkcije i biokemijske reakcije u organizmu.
Udio pepela u bobicama aronije, prema autoru Tanaka (2001), krece se izmedu 440 mg/100 g
i 580 mg/100 g, a nakon termicke obrade taj raspon iznosi od 300 do 640 mg/100 mL. Kalij i
cink detektirani su u vecoj koli¢ini nego u ostalom bobi¢astom vocu. Od elemenata u
tragovima, osim Zeljeza i cinka, mogu se detektirati i selen, bakar te mangan (Pavlovié i sur.,
2015). Bobice aronije sadrze i triterpene — kampesterol, stigmasterol i betasitosterol te
amigdalin identificiran u koli¢ini od 5,7 mg/100 g u svjeze cijedenom soku aronije. Upravo taj
cijanogeni glikozid i opori tanini stvaraju karakteristi¢an gorkasti i trpki okus i miris na bademe

(Kulling i Rawel, 2008).
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2.1.2. Udinci na zdravlje

Plodovi aronije poznati su po specificnom, izrazito bogatom sastavu koji ovom jagodi¢astom
vocu omogucéava protuupalna, kardioprotektivna, antimutagena te imunostimulacijska
svojstva. Najvedi i najkljucniji doprinos aronije je obrana organizma od oksidativnog stresa
zahvaljujuéi antioksidativnim komponentama kojima je bogata, a kemoprotektivni ucinak
polifenolne komponente postizu prevencijom oksidacije, zaustavljanjem stani¢nog ciklusa,
apoptozom te promjenom u stani¢noj signalizaciji (Jurikova i sur., 2017). Integracija upravo
ovakvih funkcionalnih namirnica u prehranu omogucava uvijek poZeljnu prevenciju raznih
bolestiistanja koji su i najveca prijetnja danasnjice kada gledamo sa zdravstvene strane. Hrana
se moze nazvati funkcionalnom ako pored svoje osnovne nutritivne vrijednosti na pozitivan i
zadovoljavajuéi nacin utjece na jednu ili viSe funkcija tijela smanjujudi rizike razvoja pojedinih
bolesti (Roberfroid, 2000). Dakle, osim zadovoljavanja gladi i Zedi te osiguranja hranjivih tvari,
specificna uloga takvih namirnica je poboljSanje psihickog i fizickog stanja. Najpoznatiji i,
nazalost, sve ces¢i slucajevi su bolesti srca i krvoZilnog sustava, a glavni rizi¢ni faktori su
nedovoljna fizi¢ka aktivnost te neadekvatna prehrana u kojoj prevladavaju kalori¢ne namirnice
bogate mastima i soli, ali i konzumacija duhanskih proizvoda i alkoholnih pi¢a. Parametri koji
jasno ukazuju na veliki rizik ili ve¢ postojanje kardiovaskularnih bolesti su uglavnom poviseni
krvni tlak, visoka koli¢ina lipida (kolesterola) u krvi te prekomjerna tjelesna masa, odnosno
postotak masti. Konzumacijom plodova aronije i njenog soka postize se smanjenje razine
kolesterola, triglicerida i LDL kolesterola u krvi, a smanjuje se i rizik od ateroskleroze (Zhang i
sur., 2021). Istrazivanja ukazuju da moZe poboljsati i rad, funkciju i strukturu stanica endotela
koje oblaZzu krvne Zile i obavljaju neophodne funkcije (Nowak i sur., 2016). Takoder, snizava
krvni tlak te razinu glukoze u krvi, stoga je vrlo pozZeljna radi prevencije ili kontrole dijabetesa.
Moguée antidijabeticko djelovanje aronije moZe se ostvariti i mehanizmima smanjenja
maltazne i invertazne aktivnosti u tankom crijevu poticanjem iskoriStavanja glukoze ili pak

izlu¢ivanja inzulina te smanjenjem oksidativnog stresa (Kokotkiewicz i sur., 2010).
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2.2. POLIFENOLI

Bioloski aktivhe komponente hrane su sastojci koji se u hrani nalaze u vrlo malim koli¢inama,
aliimaju izrazito povoljan utjecaj na zdravlje. Zanimljivost je da njihov pozitivan ucinak ne ovisi
o njihovoj koliCinskoj zastupljenosti, ve¢ se mjeri sposobnos¢u da prilikom svoje bioloske
aktivnosti neutraliziraju negativne utjecaje Stetnih komponenti u organizmu. Medusobno se
razlikuju po kemijskoj strukturi, porijeklu, obliku te po funkciji djelovanja na odredene organe
i tkiva u organizmu, a najpoznatije bioloski aktivne komponente su vitamini, minerali, fenolni

spojevi, flavonoidi, izoflavoni, tanini, alkaloidi i drugi (Jasi¢, 2010).

Polifenoli ukljucuju vise od 8000 spojeva razli¢ite kemijske strukture te su iz tog razloga jedna
od najvelih skupina spojeva u prirodi, a podjela je prikazana Slikom 2. Neflavonoidi su
polifenoli jednostavnije grade i podrazumijevaju fenolne kiseline, lignane i stilbene, dok

flavonoidi obuhvaéaju oko 5000 spojeva.

POLIFENOLNI SPOJEVI

T

Flavonoidi Stilbeni

covonali </ / \\.

Fenolne kiseline

Flavanoli

Flavoni Antocijanidini

Izoflavoni Flavanoni

Slika 2 Podjela polifenola (Kresi¢, 2017)

Fenoli su organski spojevi s hidroksilnom skupinom koja je vezana izravno za aromatski, tj.
benzenski prsten, a specificna svojstva koja posjeduje potjecu upravo od njihova aromatskog
karaktera, dok se klasificiraju prema broju atoma ugljika u strukturi (Tsao, 2010). Fenolni
spojevi jedni su od najpoznatijih antioksidansa koji bitnu funkciju imaju u prevenciji, ali i
lijecenju kronic¢nih bolesti i stanja. Grada polifenola ukljucuje 12 - 16 fenolnih grupa s ¢ak pet

do sedam aromatskih prstenova (Jasi¢, 2010). Definiraju se i kao sekundarni biljni metaboliti
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koji pruzaju biljkama zaStitu od bolesti i nametnika, utjeCu na rast te Stite stanice od
nepoZeljnog UV zracenja. Najznacajnija svrha je ona vezana za prehrambenu industriju,
omogucavanje i diktiranje senzorskih svojstava. Daju prepoznatljivu boju, aromu i okus, gdje
se posebno isti€u fenolne kiseline i flavonoidi, a velik se broj nalazi u obliku glikozida.
Koncentracija ukupnih polifenola u plodu aronije iznosi 7194 mg/kg (Lukacevié, 2007). Spojevi
koji karakteriziraju aroniju su klorogenska i neklorogenska kiselina, kvercetin-3-galaktozid,
kvercetin-3-glukozid i kvercetin-3-rutinozid iz podskupine flavonola, cijanidin-3-galaktozid,
cijanidin-3-arabinozid, cijanidin-3-ksilozid i cijanidin-3-glukozid iz podskupine antocijana te
proantocijanidini koji pripadaju podskupini flavana. Kao sto je i vidljivo u Tablici 3, aronija kao

svjezi plod sadrzi najviSe proantocijanidina i cijanidin-3-galaktozida.

Tablica 3 Fenolne komponente u plodu aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005)

Skupina polifenola Spoj Udio
(mg/100 g suhe tvari)
Flavani Proantocijanidini 5181,6
Fenolne kiseline Klorogenska kiselina 301,85
Neoklorogenska kiselina 290,81
Flavonoli Kvercetin-3-galaktozid 36,98
Kvercetin-3-glukozid 21,64
Kvercetin-3-rutinozid 15,1
Derivati kvercetina (neidentificirani) 27,43
Antocijanini Cijanidin-3-galaktozid 1282,41
Cijanidin-3-arabinozid 581,5
Cijanidin-3-ksilozid 52,71
Cijanidin-3-glukozid 42,14

Fenolne kiseline su hidroksi derivati benzojeve i cimetne kiseline, organski spojevi Cija
benzenska jezgra ima barem jednu karboksilnu i jednu hidroksilnu skupinu. One mogu biti
slobodne i esterificirane s vinskom ili kina kiselinom. Njihova antioksidacijska aktivnost
proporcionalna je broju hidroksilnih skupina u molekuli. Neoklorogenska i klorogenska su
najzastupljenije fenolne kiseline u aroniji, opisane kao esteri hidroksicimetnih kiselina s kina
kiselinom (Slika 3). Neke od hidroksicimetnih kiselina su kumarinska, kafeinska te ferulicna

kiselina, dok hidroksibenzojeve kiseline mogu imati razli¢itu strukturu, ovisno o hidroksilaciji
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ili metilaciji na aromatskom prstenu, a najpoznatije su galna, vanilinska te salicilna kiselina

(Saibabu i sur., 2015).

5 0
HO (cn HO )—oH
[ o D D o,
L g T N [ HO_ P Non
S— - e OH
OH HOZ N2

Slika 3 Struktura klorogenske (lijevo) i neoklorogenske kiseline (desno) (Kokotkiewicz i sur.,

2010)

Posebna grupa fenolnih spojeva izdvojena zbog rasprostranjenosti te vaznosti su flavonoidi,
kemijski spojevi koje se nalaze u svim biljkama i njihovim dijelovima. Povrce, zeleni i crni ¢aj,
cokolada, vino i bobicasto vocée bogati su izvori ovih Zutih, crvenih i ljubicastih pigmenata. lako
se neki mogu pronaci kao slobodni flavonoidi, veéina ih se nalazi u obliku estera s taninskim
kiselinama te u formi glikozida topljivih u vodi zbog poveéane polarnosti molekule.
Flavonoidnu jezgru Cine tri fenolna prstena. Broj identificiranih vrsta flavonoida krece se od
4000 do 5000, a raznolik broj skupina posljedica je razli¢itog stupnja nezasi¢enosti i stupnja
oksidacije C prstena (Slika 4) (Horvati¢, 2020). Podskupine flavonoida - flavoni, flavonali,
flavanoli, flavanoni, izoflavoni te antocijanini, nazivaju jo$ i bioloskim modifikatorima zbog
antioksidativne i protuupalne zadace koju obavljaju. Jedan od nacdina zaStite nasljednog
materijala stanica od utjecaja karcinogenih tvari je maskiranje mjesta vezivanja tih tvari na
DNK. Pozitivno utje€u na mozZdanu aktivnost, poboljSavaju funkciju srca i neutraliziraju

slobodne radikale (Zhang i sur., 2021).
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Slika 4 Osnovna struktura flavonoida i glavne skupine (Kazazi¢, 2004)

Antocijani su jedni od najznacajnijih skupina biljnih pigmenata s obzirom na to da su prisutni
u velikoj vecini voéa i povrca, ali i cvijeca. U biljkama imaju protektivnu ulogu kada su u pitanju
insekti, a s druge strane svojom bojom privlace kukce te se tako pospjesuje opraSivanje i
rasprsivanje sjemena. Postoje purpurni, plavi te crveni antocijani i najvise ih ima u aroniji,
borovnicama, brusnicama, Sljivama, viSnjama, grozdu i patlidzanu. Neka istrazivanja navode
da se njihova dnevna potreba kreée do 200 mg na dan (Cuiji¢ i sur., 2013). Cijanidin, delfinidin,
malvidin, pelargonidin, peonidin i petunidin, prikazani na Slici 5, jedini su za prehrambenu
industriju znacajni aglikoni, a razlikuje ih broj hidroksilnih i metoksilnih skupina na B prstenu

flavilium kationa (Kopjar, 2007).
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Slika 5 Najvazniji prirodni antocijanidini (Kopjar, 2007)

Antocijani su zapravo glikozidi navedenih antocijanidina koji imaju karakteristi¢an flavonoidni
kostur (C6-C3-C6) i kao takvi se jedino i nalaze u prirodi. Glikozilacija s raznim monosaharidima
poput glukoze, galaktoze, arabinoze, ksiloze i ramnoze omogucava im stabilniju strukturu i
vecu topljivost u vodi. Osim toga, mogu biti i acilirani s hidroksicimetnim ili alifatskim
kiselinama. Zanimljivost i znacajka ovih spojeva je pozitivan naboj na kisiku u heterociklickom
prstenu koji omoguéuje da se u kiseloj sredini ponasaju kao kationi, a u baznoj kao anioni. U
vakuoli biljne stanice nalaze se Cetiri molekulske forme u ravnotezi, a njihova boja i struktura
ovisit ée, odnosno mijenjat ée se u zavisnosti od pH sredine. To znaci da ¢ée prilikom pH 1 ovi
spojevi dati crvenu boju, izmedu 2 i 4 plavu, izmedu 5 i 6 bezbojno, a iznad pH 7 njihova
molekula se raspada. Pocetni sastav voéa i procesni parametri poput temperature, kisika i
svjetlosti su, uz pH, ¢imbenici koji ¢e utjecati na boju i opcenito stabilnost njihove strukture.
Termicka degradacija i prisutni Seceri rezultiraju stvaranjem smedih pigmenata, prisustvo
kisika dodano pojacava ucinak neZeljenih procesa, dok ée skladiStenje u mraku osigurati

ocCuvanje boje antocijanina (Pichler, 2011.)
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2.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Neizmjerna vaZznost pridaje se antioksidansima, spojevima koji hvataju i neutraliziraju
slobodne radikale, izrazito reaktivne molekule ciji nespareni elektron u vanjskoj ljusci nastoji
nadoknaditi taj jedan elektron uzimajuéi ga drugim molekulama u organizmu. Takoder,
posjeduju sposobnost vezanja iona prijelaznih metala (Fe?*, Cu?*, Zn?*, Mg?*), aktiviranja
antioksidacijskih enzima te inhibicije oksidaze (Krivak, 2010.). Jedan od izvora slobodnih
radikala je sam organizam, upravo zbog aerobnog metabolizma te rada imunoloskog sustava.
Hrana, zagadeni zrak i ostali vanjski utjecaji drugi su izvor slobodnih radikala od kojih su
najucestaliji reaktivni oblici kisika (superoksidni anion, perhidroksilni radikal, hidroksilni
radikal, vodikov peroksid), ali i reaktivne dusikove vrste (Parceti¢-Kostelac i sur., 2016.). U
sluaju postojanja neravnoteZe izmedu prooksidansa i antioksidansa te antioksidacijske
sposobnosti, u organizmu dolazi do oksidacijskog stresa. Oksidativni stres je u velikoj mjeri
uzrocnik mutageneze, starenja stanica, osSte¢enja DNK te mnogih drugih bolesti. Osim
sprjeCavanja oksidacije i lancanih reakcija, antioksidansi prisutni u hrani poboljSavaju
senzorska svojstva namirnice i uvaju od reakcija i promjena do kojih vrlo brzo i lako dolazi, a
izrazito su nepozeljne i negativne. Uz polifenole, poznate tvari antiradikalnih svojstava jesu
karotenoidi, vitamini A, E i C te selen. Spojevi u aroniji zasluzni za antioksidacijsku aktivnost su
upravo polifenoli od kojih se istice kvercetin, cijanidin glikozidi te klorogenska kiselina. Ostalih
60 % djelovanja moze se pripisati antocijanima, flavonolima te hidroksicimetnim kiselinama
(Toli¢ i sur., 2015). Kazazi¢ (2004) navodi kako je najvaznije djelovanje flavonoida hvatanje
slobodnih radikala i na taj nacin prekidaju lancane reakcije koje su slobodni radikali zapoceli.
Nadalje, moguca je interakcija s drugih fizioloskim antioksidansima kao Sto su vitamini Ci E.
Usporavanje i sprjeCavanje reakcije oksidacije te nastajanje stabilnog spoja koji nece poticati
daljnju lan¢anu reakciju osigurava polifenolima da se nazivaju i definiraju antioksidansima.
Slikom 6 prikazana su osnovna strukturna obiljezja flavonoida o kojima ovisi sposobnost

neutralizacije slobodnih radikala:

e o-dihidroksilna struktura (kateholna struktura) u B prstenu zaduZena za stabilnost

radikala i delokalizaciju elektrona,
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e 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto skupinom uz pomoc¢ koje se elektroni iz B
prstena delokaliziraju i
e hidroksilne skupine na 3- i 5- poloZaju koje omogucavaju vodikovu vezu s keto

skupinom.

Slika 6 Strukturne skupine zasluzne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004)

Sposobnost doniranja vodikovih atoma i hvatanja elektrona slobodnih radikala, vezanje iona
metala te inhibiranje oksidaza diktira stupanj, odnosno jacinu antioksidacijskog djelovanja
polifenola. Osim strukture, aktivnost ée ovisiti i o temperaturi, svjetlosti, supstratu te ostalim

tvarima koji ¢e sudjelovati kao prooksidansi ili sinergisti (Kazazi¢, 2004).

Jakobek (2007) navodi da se, ovisno o mehanizmima reakcija koji se odvijaju izmedu
antioksidansa i slobodnih radikala, antioksidacijske metode mogu podijeliti na metode
temeljene na prijenosu elektrona (eng. Single Electron Transfer, SET) te na one koje su
temeljene na prijenosu vodika (eng. Hydrogen Atom Transfer, HAT). Metode zasnivane na
prijenosu elektrona mjere redukcijsku sposobnost antioksidansa, a baziraju se na redoks
reakciji, dok one koje se zasnivaju na prijenosu atoma vodika mjere sposobnost antioksidansa
da slobodnim radikalima prenosi, tocnije donira vodikom atom. Ono Sto je vazno napomenuti
je Cinjenica da se u reakciji antioksidansa i slobodnog radikala ove dvije metode mogu odvijati

paralelno, no koja ¢e dominirati ovisi o strukturi, topljivosti i svojstvima molekule
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antioksidansa te pH vrijednosti. Takoder, konacni rezultat je identican, bez obzira na nacin
odvijanja, iako su potencijal i kinetika reakcija razli¢iti. ORAC i TRAP uobicajene su HAT
metode, gdje se prilikom ORAC (eng. Oxygen Radical Absorbance Capacity) metode detektira
aktivnost antioksidansa za vrijeme raskidanja lan¢ane reakcije uz pomoc¢ prijenosa vodikovog
atoma, a prilikom TRAP (eng. Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) metode odreduje
kapacitet apsorpcije kojom antioksidans apsorbira tri moguca oksidansa — hidroksil radikal,
peroksil radikal te peroksinitrit (Jakobek 2007). FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power),
TEAC i DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) spadaju pod SET reakcije, pri ¢emu je TEAC (eng.
Trolox equivalent antioxidant capacity) jedna od najucestalijih metoda pomocu koje se
definira antioksidativni kapacitet prema topljivom ekvivalentu vitamina E (Trolox ekvivalent).
Sve navedene metode podrazumijevaju spektrometrijsku analizu, iako postoje i
elektrokemijske i kromatografske metode. Prema autorima Oszmianski i Wojdylo (2005),
antiradikalna aktivnost aronije, odnosno polifenola koje sadrZi njen plod, mjerena hvatanjem
slobodnog DPPH radikala iznosi 279,38 umol Trolox/100 g suhe tvari. Opdcenito,
antioksidacijsku aktivnost voca diktirat ¢e kemijska struktura i polarnost prisutnih

antioksidansa, pH vrijednost te heterogenost matriksa (Karadag i sur., 2019).

2.4. KARBOKSIMETIL CELULOZA

Hidrofilni karakter, moguénost kombiniranja s raznim spojevima, sposobnost stabilizacije i
zgusSnjavanja samo su neki od karakteristika karboksimetil celuloze (CMC), hidrokoloida koji je
privukao paznju u mnogim industrijama, ponajvise prehrambenoj. Karboksimetil celuloza
(Slika 7) predstavlja derivat celuloze koji sadrzi karboksilne i hidroksilne skupine pomocu kojih
stvara interakcije s pozitivno nabijenim ionskim vrstama (Singh i sur., 2022). Otapanjem u vodi
daje bistru i bezbojnu otopinu bez specifiénog okusa, moZe stvarati komplekse s topivim
proteinima Sto sprjeCava sinerezu i njihovo taloZzenje, a neki oblici CMC-a imaju i odlicna
svojstva vezivanja vode. Na svojstva ovog ionskog polimera djelovat ée sastav i koncentracija
proteina, temperatura, pH vrijednost, ali i sama koncentracija i tip CMC. Upotrebljava se u
proizvodniji razli¢itih proizvoda kao zamjena za Skrob, dekstrine i Zelatinu. Visoka otpornost na
mikroorganizme kljuéna je prednost zbog koje se najvise koristi u proizvodnji bezalkoholnih

piéa, pekarskih proizvoda, umaka i preljeva te smrznutih i instant proizvoda (Mihi¢, 2009). Ovaj
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prirodni anionski polisaharid na trZistu se nalazi u obliku natrijeve soli, bijeli prah bez mirisa i

okusa, a moguce ju je pronadii kao tekucinu (Phillips i Williams, 2000).
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Slika 7 Struktura karboksimetil celuloze (CMC) (Asmal Rani i sur., 2014)

2.5. DISAHARIDI

Ugljikohidrate kao najrasirenije organske spojeve u prirodi sintetiziraju i metaboliziraju gotovo
sve biljke i Zivotinje. Uloga ovih spojeva molekulske formule C.(H.0).je skladiStenje energije do
Cijeg oslobadanja dolazi u stanicama, a nastaju fotosintezom. Ona podrazumijeva mnostvo
kompleksnih reakcija prilikom kojih se ugljikov dioksid i voda pretvaraju u glukozu i kisik, a sve
s pomoc¢u Sunceve energije. Najjednostavniji Seéeri su monosaharidi koji se ne mogu
hidrolizirati u jednostavnije spojeve, a njih predstavljaju glukoza i fruktoza. Sljedeéa skupina
su disaharidi, Seceri Cija molekula moZe hidrolizirati u dvije molekule monosaharida, a
najpoznatiji primjer je saharoza koja se moze hidrolizirati na glukozu i fruktozu. Polisaharidi
predstavljaju najkompleksniju podskupinu ugljikohidrata, a sastavljeni su od mnogo
monosaharidnih jedinica spojenih glikozidnim vezama. Nazivaju se jo$ i biopolimeri, s obzirom
na ¢injenicu da se pojavljuju u prirodi. Naime, postoje i kra¢i polisaharidi koji su sastavljeni od
tri do deset monosaharidnih jedinica i njih nazivamo oligosaharidima. Premda, najveci dio
polisaharida sastavljen je od stotina ili ¢ak tisucu jednostavnih Seéernih jedinica povezanih u

dugacke polimerne lance (Andrici¢, 2009).
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Disaharidi su Seceri nastali spajanjem dviju monosaharidnih jedinica glikozidnom vezom pri
¢emu dolazi do oslobadanja jedne molekule vode, a osnovna karakteristika je podjela u dvije
grupe: reducirajuéi te nereducirajuci disaharidi. Kod reducirajuéih disaharida glikozidna veza
se uspostavlja izmedu anomerne (poluacetalne) grupe jednog i OH skupine drugog
monosaharida, kod nereducirajuéih veza nastaje izmedu poluacetalnih grupa oba
monosaharida. Medusobno se razlikuju po vrsti monosaharida koji ih ¢ine ali i po vrsti
glikozidne veze koja je prisutna izmedu tih molekula (Wade, 2017). lako anomerni ugljikov
atom prvog Seéera moze reagirati s bilo kojom hidroksilnom skupinom drugog Secera da bi
nastao disaharid, u prirodnim disaharidima pojavljuju se samo tri vrste glikozidnih veza. Veza
1,4' povezuje anomerni ugljikov atom i kisikov atom C4 drugog Seéera, a oznaka prim (') odnosi
se na C4 drugog Secera. 1,6' je veza koja spaja anomerni ugljikov atomu za kisikov atom C6
drugog Secera. Naposljetku, veza 1,1' omoguduje povezivanje anomernog ugljikovog atoma
prvog Secera za anomerni ugljik drugog Secera preko atoma kisika (Wade, 2017). Maltoza,
laktoza, celobioza te izomaltoza pripadaju kategoriji reducirajuéih Secera, a u nereducirajuce

pripadaju saharoza i trehaloza, predmet ispitivanja i istraZzivanja ovog rada.

2.5.1. Saharoza

Osim Cinjenice da je najéesce koristen disaharid u prehrambenoj industriji te svakodnevnom
Zivotu, osnovna obiljezja saharoze su da je pri sobnoj temperaturi bijela kristalna ¢vrsta,
topljiva je u vodi i ima nisko taliSte. Sirovina za dobivanje je Secerna repa ili Se¢erna trska, no
saharozu se nalazi u voéu i povréu, a glikemijski indeks Secera iznosi 70 (Krtanjek, 2014). U
saharozi (C.H..0..) prisutna je izravna veza izmedu anomernih ugljikovih atoma. Ona je, dakle,
saCinjena od jedne glukozne i jedne fruktozne jedinice, dok su anomerni ugljikovi atomi
spojeni preko kisikova atoma (a,)(1,2) glikozidnom vezom. MoZe se uociti da je ova veza tipa
1,2' s obzirom na glukozni prsten u alfa poloZaju, a s obzirom na fruktozni prsten u beta
polozaju (Slika 8). Hidroliza saharoze posljedica je djelovanja enzima invertaze koji se mogu
detektirati u pcelama te u kvascu. Tom reakcijom dobiva se invertni Secer, ravnoteZzna smjesa
glukoze i fruktoze koja zakreée ravninu polarizirane svjetlosti u suprotnom smjeru od saharoze

(Jovanovi¢, 2012).
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(x1,B2) glikozidna veza

Slika 8 Kemijska formula saharoze (Web 3)

2.5.2. Trehaloza

Trehaloza (a,a-trehaloza) je nereducirajuc¢i disaharid (Ci2H22011) strukturiran od dvije
molekule a-D-glukoze vezane a-1,1' — glikozidnom vezom na koju a-glukozidaza nema utjecaj
i ne moze ju pocijepati (Kopjar, 2007). Opisuje se kao prirodni produkt stabilniji od saharoze
Cija je slatkoca 45 % slatkoée saharoze. Poznata je i pod nazivom a-D-glukopiranozil-a-D-
glukopiranozid (Slika 9) koji se djelovanjem kiselina ne mozZe lako hidrolizirati (Janjatovic,
2020). Tocka taljenja iznosi 97 °C, a osmotski profil i topljivost identi¢ni su kao kod maltoze.
Karakterizira ju niska higroskopnost, niski intenzitet slatkoce, visoki stupanj opticke rotacije,
nekariogenost, smanjenje aktiviteta vode i molekularne mobilnosti te imobilizacija aktivnih
krajeva molekula (Vrani¢, 2015). Stabilnost prilikom skladiStenja i izlaganja viSim
temperaturama posjeduje zahvaljujuéi kombinaciji molekulske strukture i navedenih fizikalno
- kemijskih svojstava. Nadalje, svojstva poput stabilizacije proteina, ugljikohidrata, masnih
kiselina, teksture, tvari arome i boje izrazito doprinose kvaliteti Siroke palete proizvoda. S
obzirom na to da je trehaloza nereducirajuci Seéer, ne sudjeluje u Maillard-ovim reakcijama
posmedivanja (Burek i sur., 2015). Najveéu primjenu ovaj disaharid ima u pekarskoj i
konditorskoj industriji, npr. tvrdi bomboni i Zvakaée gume, ali i proizvodnji smrznutih
proizvoda te napitaka. Razlog tomu su njene jedinstvene funkcije poput ubrzavanje

rehidracije, inhibicije retrogradacije Skroba, zadrZavanje strukture proteina nakon
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odmrzavanja, sprjeCavanje nastanka nepozeljne arome, zastite lipidnih membrana za vrijeme
sudenja te opéenito omoguéavanje povratka biomolekula u prvobitno stanje. Siroku primjenu
trehaloze u prehrambenoj i srodnoj industriji osiguralo je i olakSalo uvodenje enzimskog

postupka proizvodnje trehaloze te znacajan pad njene cijene (Web 8).

OH HO,
OH
o)
"Yo
OH O OH
O
HO

Slika 9 Kemijska formula trehaloze (Web 4)

19



3.EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cili ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka dva disaharida na udio polifenola te
antioksidacijsku aktivnost u gelu na bazi karboksimetil celuloze i soka aronije. Disaharidi koji
su se dodavali u prilikom pripreme gelova bili su saharoza i trehaloza, a njihovi udjeli bili su 30,

40 te 50 %. Uzorci su se skladistili 3 mjeseca. Shema rada prikazana je Slikom 10.
Nakon pripreme uzoraka i nakon skladiStenja odredeni su sljedeci parametri:

e ukupni polifenoli;

e proantocijanidini;

e antocijani;

e antioksidacijska aktivnost (FRAP, CUPRAC, DPPH i ABTS testovi);
e koncentracija pojedinacnih polifenola (HPLC analiza);

e parametri boja (L*, a*, b*, °h, C*).
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3. Eksperimentalni dio

PRIPREMA HIDROGELOVA:

zagrijavanje soka na 65°C

dodatak 2 % CMC u 40-45 g soka od aronije
dodatak disaharida

kompleksiranje 30°

presipavanje vrucih uzoraka u zagrijane bocice

hladenje

EKSTRAKCIJA UZORKA l
= dodatak 20 ml zakiseljenog

metanola u 2 g uzorka ODREDIVANIE:
* odleZavanje 24 h = ukupnih polifenocla

¢ = proantocijanidina
®* antocijana
SKLADISTENIE UZORAKA = antioksidacijske aktivnosti
(FRAP, CUPRAC, DPPH, ABTS

* 3 mjeseca . metodom)

sobna temperatura = pojedinacnih polifenocla

* tamno mjesto = parametara boje

Slika 10 Shematski prikaz rada

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijali

Sok aronije nabavljen je od lokalnog proizvodaca. Trehaloza je dobivena od Hayashibara d.o.o.
(Nagase group, Okayama, Japan), dok je saharoza nabavljena od Fluke (Buchs, Svicarska).
Karboksimetil celuloza nabavljena je od CP Kelco (Adnekoski, Finska). Klorovodi¢na kiselina
(37%) nabavljena je od Carlo Erba Reagents (Sabadell, Spanjolska). Folin-Ciocalteu reagens
nabavljen je od Kemike (Zagreb, Hrvatska). Trolox, 2,2'-azinobis (3-etilbenztiozolin-sulfonska
kiselina), p-dimetilaminocinamaldehid, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil i veéina standarda koristenih
za HPLC analizu (rutin, klorogenska kiselina, cijanidin-3-arabinozid) kupljeni su od proizvodaca
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD), dok su cijanidin-3-galaktozid i neoklorogenska kiselina
kupljeniod proizvodaca Extrasynthese (Genay, Francuska). Neokuproin i bakar klorid proizvodi
su Gram-mola (Zagreb, Hrvatska). Metanol (HPLC cistoce) nabavljen je od proizvodaca J.T.

Baker (Deventer, Nizozemska) i ortofosforna kiselina (HPLC Cisto¢e >85%) nabavljena je od

22
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Fisher Scientific (Loughborough, UK). 2,4,6,-tri(2-piridil)-s-triazin kupljen je od Acros Organica

(Geel, Belgija).

3.2.2. Priprema uzorka

Sok je prvotno zagrijan na magnetskoj mijesalici na temperaturu od 60 °C. Dodavanjem
karboksimetil celuloze u sok formirani su hidrogelovi koji su se na mijesalici kompleksirali
tijekom 30 minuta. Udio CMC koji je koristen za pripremu uzoraka iznosio je 2 %. Nakon
dodavanja 30 %, 40 % i 50 % saharoze ili trehaloze, dodan je ostatak soka kako bi ukupna masa
uzorka iznosila 50 g. Tablicom 4 prikazani su pripremljeni uzorci. Naredni korak
podrazumijevao je presipavanje vrucih uzoraka u prethodno zagrijane staklene bocice, a uzorci
su se podvrgnuli ispitivanju neposredno nakon hladenja. Sljedec¢a analiza uslijedila je nakon tri

mjeseca skladistenja na tamnom mjestu i sobnoj temperaturi.

Tablica 4 Sastav pripremljenih gelova

uzorak kf;ﬁj?g;;nz;t)ll saharoza (%) trehaloza (%)

2% CMC 2 - -
2% CMC30%S 2 30 -
2%CMC30% T 2 - 30
2% CMC40% S 2 40 -
2% CMC40% T 2 - 40
2% CMC50% S 2 50 -
2% CMC50% T 2 - 50

3.2.3. Metode

3.2.3.1. Ekstrakcija uzorka

Uzorak namijenjen analizi, odnosno odredivanju ukupnih polifenola, proantocijanidina,
antocijana te antioksidacijske aktivnosti ekstrahiran je tako Sto je 2 g uzorka homogenizirano
s 20 mL zakiseljenog metanola. Navedena smjesa je stajala 24 sata, a nakon toga je

profiltrirana te je dobiven ekstrakt koji se je koristio za daljnje analize.
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3.2.3.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Jednostavna i lako ponovljiva metoda kojom je detektiran udio ukupnih polifenola naziva se
Folin-Ciocalteu metoda. Ona se temelji na reakcijama koje dovode do nastanka obojenih
spojeva. Folin-Ciocalteu reagens u alkalnom mediju oksidira fenolne spojeve, pri ¢emu se

prisutne kiseline u reagensu reduciraju u okside obojene plavo (Ndhlala, 2010).

Postupak podrazumijeva pipetiranje 0,2 mL uzorka, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-
Ciocalteu (1:10) reagensa te 8 mL otopine natrijevog karbonata. Epruveta se promucka i ostavi
na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi tijekom 2 sata. Odredivanje apsorbancije provodi
se na spektrofotometru pri 765 nm, a slijepa proba se pripravi s 2 mL destilirane vode.
Mijerenje je provedeno u tri paralele. Dobiveni rezultat se prera¢unava iz kalibracijske krivulje

galne kiseline.

3.2.3.3. Odredivanje proantocijanidina

Odredivanje proantocijanidina zapocinje pipetiranjem 0,1 mL uzorka te dodavanjem 1 mL
otopine 4-dimetil-aminocinamaldehida. Dobivena reakcijska smjesa sluzi za mjerenje
apsorbancije na 640 nm nakon prethodnog mirovanja u trajanju od 30 minuta. Rezultat se

preracuna iz kalibracijske krivulje za procijanidin B2. Mjerenje je provedeno u tri paralele.

3.2.3.4. Odredivanje monomernih antocijana

Metoda koriStena za odredivanje antocijana je pH-diferencijalna metoda prilikom koje se
otpipetira 0,2 mL uzorka u dvije kivete. U jednu od njih se dodaje 2,8 mL pufera Ciji pH iznosi
1, a u drugu kivetu dodaje se ista koli¢ina pufera ¢iji je pH 4,5. Apsorbancija je, nakon stajanja
od 15 minuta, spektrofotometrom izmjerena pri valnim duljinama od 515 nm i 700 nm.

Mjerenje je provedeno u tri paralele.

Udio antocijana izracunat je prema sljede¢oj Formuli (1):

A XM XFR x1000
e Xl

Cantocijani (ug/g) =
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3. Eksperimentalni dio

A — apsorbancija uzorka ra¢una se prema Formuli (2):
A= (Asi5s — A700)pu1 — (Asis — Az00)pH 45
gdje je: M — molekulska masa (449,2)
FR — faktor razrjedenja
€ —molarna apsorptivnost (26 900)

| — duljina kivete (1 cm)

3.2.3.5. Odredivanje koncentracije pojedinacnih polifenola

Odredivanje fenola provedeno je primjenom tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti.
Sadrzaj antocijana, fenolnih kiselina i flavonola odreden je koriste¢i HPLC sustav 1260 Infinity
Il (Agilent technology, Santa Clara, CA, USA). Navedeni sustav se sastoji od sljedecih dijelova:
kvaterna pumpa, detektor s diodnim nizom i kolona Poroshell 120 EC-C 18 (4,6 x 100 mm, 2,7
um). KoriStena metoda je opisana u radu lvi¢isur. (2021) te prethodno validirana. Kao mobilne
faze koristeni su 0,1 %-tna H3PO4 (A) i 100 %-tni metanol (B). Koli¢ina injektiranog uzorka
iznosila je 10 pL, a protok je bio postavljen na 1 mL/min. Za razdjeljivanje je upotrijebljen
slijededi gradijent: 0 min 5 % B, 3 min 30 % B, 15 min 35 % B, 22 min 37 % B, 30 min 41 % B, 32
min 45 % B, 40 min 49 % B, 45 min 80 % B, 48 min 80 % B, 50 min 5 % B, 53 min 5 % B. Za
pripremu kalibracijskih krivulja, koristene su koncentrirane otopine standarda koje su se
razrjedivale s metanolom kako bi se dobile razli¢ite koncentracije. Kromatogrami su snimani
u podrucju od 190 do 600 nm. Antocijani su identificirani na 520 nm, kiseline na 320 nm, a
flavonoli na 360 nm. Uzorci su analizirani u paralelama. Shematski prikaz HPLC kromatografa

prikazan je Slikom 11.

Od antocijana identificirani su cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid, dok su od
flavonoida izdvojeni kvercetin-3-rutinozid (rutin), neoklorogenska kiselina te klorogenska

kiselina i njeni derivati.
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predkolona

komora za pumpa it
e WA
mijefanje -
otapala T 1l
— 0
/ﬂ\ kolona
f
e s = [
01

sprefmuici ith

otapala sustav
podataka

Slika 11 Shematski prikaz HPLC kromatografa (Web 5)

3.2.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Testovi koji se izvode u svrhu odredivanja antioksidacijske aktivnosti su bili FRAP, CUPRAC,

DPPH i ABTS.

FRAP metoda

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) je ET metoda u kojoj dolazi do izmjene jednog
elektrona te se na taj na¢in mjeri sposobnost redukcije. Ne zahtijeva posebnu opremu, vrlo je
jednostavna, brza, ali i jeftina. Prilikom ove metode dolazi do reakcije antioksidansa sa Fe (lll)
kompleksom. Posebno je koristena u slucaju identifikacije antioksidacijske aktivnosti u voénim
ekstraktima, a razlog je brza provedba te povezanost s fenolima i askorbinskom kiselinom

(Shahidi i Zhong, 2015).
Postupak ukljuéuje pipetiranje 0,2 mL uzorka i 3 mL FRAP otopine, mijeSanje i mirovanje

reakcijske smjese u trajanju od 30 minuta. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm, a rezultat se

preracuna iz kalibracijske krivulje za Trolox. Mjerenje je provedeno u tri paralele.
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CUPRAC metoda

CUPRAC (eng. Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) metoda poznata je po svojoj
jednostavnosti i slicnosti FRAP metodi, reagensi su vrlo stabilni te selektivni, a odvija se pri pH
7, za razliku od FRAP metode gdje je prisutan kiseli medij. U slu¢aju CUPRAC metode dolazi do
redukcije Cu (1) u Cu (I) pomocu antioksidansa (Shahidi i Zhong, 2015).

Postupak ukljucuje pipetiranje 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine neokuproina, 1 mL
amonij acetata, 0,2 mL uzorka i 0,9 mL vode. Nakon homogenizacije i mirovanja u trajanju od
30 minuta, smjesa se podvrgava mjerenju absorbance na 450 nm, a rezultat se preracuna iz

kalibracijske krivulje za Trolox. Mjerenje je provedeno u tri paralele.

DPPH metoda

DPPH metoda (2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil) je najpoznatija metoda koja se temelji na mjerenju
sposobnosti redukcije organskog 2,2'-difenilpikrilhidrazil radikala pomoéu antioksidansa.
DPPH radikal predstavlja stabilan dusikov radikal cija je otopina tamnoljubi¢aste boje.

Jednostavna je i brza, a za provedbu zahtjeva UV-VIS spektrofotometar (Krivak, 2010).

Postupak ukljucuje pipetiranje 0,2 mL uzorka i 3 mL otopine DPPH te mijeSanje, nakon ¢ega se
reakcijska smjesa ostavlja stajati 15 minuta. Apsorbancija se mjeri pri 517 nm, a rezultat se

preracuna iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenje je provedeno u tri paralele.

ABTS metoda

ABTS metoda (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska kiselina)) poznata i kao TEAC
metoda (eng. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), mjeri sposobnost vezanja flavonoida i
fenola s radikalima, dakle, dolazi do reakcije antioksidansa s organskim kationskim radikalom.

Identi¢na je DPPH metodi, a takoder se temelji na prijenosu elektrona (Jakobek, 2007).

Postupak ukljucuje pipetiranje 0,2 mL uzorka kojemu se dodaje 3,2 mL otopine ABTS. Nakon
mijeSanja, potrebno je odleZavanje smjese u trajanju od 1 h i 35 minuta na tamnom mjestu.
Apsorbancija se mjeri pri 734 nm, a rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za Trolox.

Mjerenja su provedena u tri paralele.
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3.2.3.7. Odredivanje parametara boje

Uredaj pomocu kojeg se dolazi do tocnih vrijednosti trazenih parametara je kolorimetar, a
princip rada temelji se na mjerenju karakteristike svjetla odbijenog od povrsine ispitivanog
uzorka. U kromametru (Minolta CR-400), prikazanom na Slici 12, dolazi do reflektiranja svjetla
kojeg zabiljezava Sest vrlo preciznih silikonskih fotocelija. Podaci ostaju zapisani u sustavu
racunala u vidu pet razli¢itih sustava, X, Y, Z; Yxy; LCH; Lab i Hunter Lab. CIE Lab, koristen u
ovom ispitivanju, predstavlja trodimenzionalni prostor boja temeljen na objektivhom

vrednovanju boja te je najbliZi vizualnoj percepciji.

Slika 12 Kromametar Minolta CR-400 (Web 6)

L* je oznaka za svjetlinu (eng. luminance), a vrijednost se kre¢e 0 — 100. Dakle, ako je L* =0,
uzorak je taman, a ako L* iznosi 100, uzorak je svijetao. Oznaka a* govori kojoj boji tezi uzorak,
crvenoj ili zelenoj, dok se b* odnosi na boje zZutu i plavu (Slika 13). Zasi¢enje (eng. chroma), C*
podrazumijeva udio pojedinih valnih duljina u ukupnom tonu boje, dakle odnosi se na udio
Ciste boje u ukupnim vizualnom doZivljaju boje. Takoder se kreé¢e u rasponu 0 — 100, od
potpunog nezasi¢enja do maksimalnog zasi¢enja. Nadalje, ton boje oznacen kao °h (eng. hue)
izrazava se u stupnjevima, gdje je 0° crveno, > 90° Zuto, 180° zeleno te < 270° podrucje za
plavo. Posljednja oznaka odnosi se na kolorimetrijsku razliku, AE, tj. ukupnu razliku boja koja
se izraCunava kao srednja vrijednost izmedu L*, a* i b* referentne vrijednosti i vrijednosti

izmjerene na uzorku (Formula 3).
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AE = [(AL")? + (Aa")? + (Ab*)?]%5
AL* = L*¢ - L*y
Aa* = a*c—a*,
Ab* = b*—b*,
k — kontrolni uzorak

u — usporedivani uzorak

Red

L*=0

Slika 13 CIE Lab prikaz (Web 7)
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4. Rezultati i rasprava

U ovom radu pripremljeni su gelovi na bazi karboksimetil celuloze i soka od aronije. Osim CMC-
a, dodavali su se i saharoza ili trehaloza u udjelima od 30, 40 i 50 % kako bi se ispitao utjecaj
dodatka razlic¢itih disaharida na udio polifenola, antioksidacijsku aktivnost i boju. Pripremljeni

gelovi su se skladistili tri mjeseca te su utvrdene promjene nakon definiranog vremena.

4.1. UKUPNI POLIFENOLI, PROANTOCIJANIDINI | ANTOCIJANI

U Tablici 5 prikazani su rezultati odredivanja ukupnih polifenola, proantocijanidina i antocijana
nakon pripreme i skladiStenja gelova na bazi karboksimetil celuloze bez i s dodatkom

disaharida.

Tablica 5 Udio ukupnih polifenola, proantocijanidina i antocijanina nakon pripreme gelova te

nakon skladistenja

Uzorci Ukupni polifenoli Proantocijanidini Antocijani
(g/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Sok aronije 133,56 + 0,06 964,47 + 3,56° 156,30 + 0,79"
Nakon pripreme
2% CMC 35,44 +0,79° 1878,50 + 2,62" 27,77 £ 0,028
2%CMC30%S 27,81 +0,29¢ 1121,76 + 1,84¢ 23,73 +0,53¢°
2%CMC30%T 31,81 +0,53¢ 1693,49 + 3,948 26,52 +0,17°
2%CMC40% S 25,16 + 0,13 753,06 + 4,99° 21,91 +0,08¢
2%CMC40% T 27,46 +0,92¢ 1470,51 + 3,67f 17,29 + 0,49¢
2% CMC50% S 27,40 £ 0,32¢ 487,12 +1,58° 13,87 + 0,42°
2%CMC50% T 22,92 +0,59° 1244,48 + 4,06° 10,21 +0,23?
Nakon skladistenja
2% CMC 5,43 +0,19° 1873,03 +0,92° 16,71 + 0,70?
2%CMC30%S 4,16 +0,21¢ 1109,19 + 4,32¢ 13,16 + 0,21¢
2%CMC30%T 4,54 +0,01° 1659,41 + 3,28 15,63 + 0,15
2%CMC40% S 3,40 +0,18¢ 719,07 + 3,15 10,63 + 0,57¢
2%CMC40% T 3,86 +0,01° 1447,07 + 4,34 11,09 + 0,19¢
2% CMC50%S 3,52 + 0,06¢ 455,96 + 1,838 8,75 +0,13¢
2%CMC50% T 3,34 +0,01¢ 1210,83 +5,12¢ 8,38 + 0,49¢

CMC - karboksimetil celuloza; S — saharoza; T — trehaloza. Vrijednosti u istom stupcu oznacene

razli¢itim slovima statisticki su razlicite.

U soku aronije, udio ukupnih polifenola iznosio je 133,56 g/kg, proantocijanidina 964,47
mg/kg, a udio antocijana bio je 156,30 mg/kg. Tijekom pripreme gelova, doslo je do promjene
navedenih parametara Sto je bilo i za ocekivati s obzirom da je primijenjena povisena

temperatura kroz 30 minuta. Osim uvjeta pripreme gelova, iz rezultata je vidljivo da je dodatak
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disaharida odnosno tip disaharida i koli¢ina dodanih disaharida imao utjecaj na udio ukupnih
polifenola, proantocijanidina i antocijana. Gel pripremljen s 2 % karboksimetil celuloze
(kontrolni uzorak) sadrzavao je 35,44 g/kg ukupnih polifenola. Gelovi s dodatkom disaharida
sadrzavali su manji udio ukupnih polifenola, od 22,92 g/kg do 31,91 g/kg. Gelovi s dodatkom
saharoze imali su 25,16 do 27,81 g/kg ukupnih fenola, dok je dodatak trehaloze znacajnije
utjecao na udio ukupnih polifenola, odnosno s povecanjem koli¢ine dodane trehaloze
utvrdeno je smanjenje udjela ukupnih fenola. Usporedbom tipa Sedera pri dodanoj istoj
koli¢ini, dodatak trehaloze imao je bolji u¢inak na zadrzavanje ukupnih polifenola prilikom
dodavanja u koli¢ini od 30 % i 40 %, dok je u slu¢aju dodatka 50 % disaharida, veée zadrzavanje
utvrdeno za gel sa saharozom. U uzorcima nakon skladiStenja, udio ukupnih polifenola se je
znatno smanjio. Najvedi udio polifenola, nakon skladistenja, imao je gel s 2 % karboksimetil
celuloze (5,43 g/kg) dok su gelovi s dodatkom disaharida imali manje vrijednosti u odnosu na

kontrolni gel.

Kontrolni uzorak (gel s 2 % CMC-a) sadrzavao je najveci udio proantocijanidina, 1878,5 mg/kg.
S dodatkom disaharida utvrdeno je smanjene udjela ovih komponenata. S povecanjem
dodatka disaharida utvrdeno je smanjenje udjela proantocijanidina. Udio proantocijanidina u
gelovima s dodatkom saharoze iznosio je 1121,76 mg/kg, 753,06 mg/kg i 487,13 mg/kg za 30
%, 40 % i 50 % dodane saharoze. U gelovima s dodatkom trehaloze udio proantocijanidina je
bio vedi u odnosu na gelove s dodatkom saharoze, a iznosio je 1693,49 mg/kg, 1470,51 mg/kg
i 1244,48 mg/kg za 30 %, 40 % i 50 % dodane trehaloze. Za razliku od ukupnih polifenola,
tijekom skladistenja nije doslo do znacajnije promjene udjela proantocijanidina te je zadrzan

trend koji je utvrden nakon pripreme gelova.

Udio monomernih antocijana u kontrolnom uzorku iznosio je 27,77 mg/kg, a u gelovima s
dodatkom disaharida utvrdene su manje vrijednosti antocijana kao i u sluéaju ukupnih
polifenola i proantocijanidina. S poveéanjem dodatka disaharida utvrdeno je smanjenje udjela
antocijana. U gelovima s dodatkom 30 % disaharida utvrdeno je da je gel s dodatkom trehaloze
(26,52 mg/kg) imao vedi udio antocijana u odnosu na gel s dodatkom saharoze (23,73 mg/kg).
Za razliku od ovih gelova, u gelovima s dodatkom 40 % i 50 % disaharida, uzorci s dodanom
saharozom imali su veéi udio antocijana. Tijekom skladistenja dosSlo je do degradacije

antocijana, ali je kontrolni uzorak imao najveci udio antocijana. U gelovima s dodatkom 30 %
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disaharida zadrzan je trend koji je utvrden nakon pripreme uzoraka odnosno gel s dodatkom
trehaloze imao je vedi udio antocijana u odnosu na gel s dodatkom saharoze. U gelovima s
dodatkom 40 % i 50 % disaharida nije utvrdena razlika izmedu uzoraka s dodatkom saharoze i

trehaloze.
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4.2. UDIO POJEDINACNIH POLIFENOLA

Udio pojedinacnih polifenola odreden je HPLC analizom, tekucinskom kromatografijom visoke

djelotvornosti. Od antocijana identificirani su cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-arabinozid,

dok su od flavonoida izdvojeni rutin, neoklorogenska kiselina te klorogenska kiselina i njeni

derivati. Koncentracija pojedinacnih polifenola nakon pripreme uzorka te nakon skladiStenja

prikazana je u Tablici 6.

Tablica 6 Koncentracija pojedinacnih polifenola u gelovima nakon pripreme i skladistenja

. Cy3-gal Cy3-arab ChAD2
Uzorci Rut (mg/k NcA (mg/k ChA (mg/k ChAD1 (mg/k
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Nakon pripreme
2% CMC 282,13 +1,75h 62,18 +1,85h 3,75+ 0,06f 10,64 + 0,07f 11,75 + 0,00¢ 54,49 +1,59¢ 43,34 + 1,10f
[
23{; E/MSC 212,75 +0,13f 47,99 +0,22f 2,27 £0,01d 7,33 £0,244 9,22 +0,14¢ 43,16 £ 0,21°¢ 34,68 +0,174
‘0
2% CMC e e b d e
30%T 241,00 +1,228 53,93+ 0,448 2,83 £ 0,04 6,38 + 0,07 8,87 + 0,06 48,26 +0,21 38,50 + 0,04
2% CMC e e c c a b c
20%S 187,34 +1,00 42,58 +0,15 1,63 +0,07 4,93 +£0,07 7,66 +£0,02 37,27 £0,18 30,10+ 0,09
2% CMC d d c c a b C
20%T 168,19 +1,05 38,00+ 0,20 1,77 £ 0,04 4,96 £ 0,03 7,78 £0,01 37,53+0,15 30,07 £ 0,08
2% CMC b b b b a b c
50%S 59,19+0,11 12,29+ 0,20 1,35+0,08 5,51+0,07 7,38+0,03 36,39 £ 0,09 30,24 +0,02
2% CMC a a a El a a b
50%T 53,67 +0,19 10,55 £ 0,07 0,96 + 0,03 4,26 +£0,01 7,36+0,01 33,37+0,02 27,57 £ 0,04
Nakon skladistenja
2% CMC 148,99 +2,562 28,63 +1,822 3,11 +0,01° 11,19+ 0,172 6,75 + 0,05¢ 66,58 + 0,152 56,38 + 1,952
0,
23/00(;/“,;c 121,3541,91° | 24,79+0,30° | 2,00£0,05¢ | 574+0,00° | 843+0,03 | 52,34%055° | 34,14+0,07°
(]

2% CMC b a b d a b b
30%T 144,40 +0,81 29,09+0,17 2,74 £0,03 6,74 +0,01 9,40 £ 0,01 65,33+0,23 53,31+0,27
2% CMC e c e c d f f
40%S 82,68 £ 0,00 17,43 +0,21 1,11 +0,06 7,47 £ 0,10 8,00+ 0,01 46,99 + 0,01 30,14+0,31
2% CMC d c d e b d c
20%T 98,55+0,43 18,98 + 0,19 1,52 + 0,04 5,56 + 0,01 8,69 + 0,02 54,09 + 0,08 45,00+ 0,51
2% CMmC f d e b d d
50 %S 16,45+ 0,27 3,70+ 0,07 1,20 + 0,04 5,09+0,13 8,05+ 0,01 45,38 + 0,068 37,25+0,01
2% CMC f e f f b c c
50% T 18,29 + 0,05 3,18+0,13 0,93 £ 0,00 4,69 + 0,01 8,73+0,12 55,00+ 0,26 45,81 +0,28

CMC — karboksimetil celuloza; S — saharoza; T — trehaloza; Cy3-gal — cijanidin-3-galaktozid; Cy3-arab —

cijanidin-3-arabinozid; Rut — rutin; NcA — neoklorogenska kiselina; ChA — klorogenska kiselina; ChAD1 i

ChAD2 - derivati klorogenske kiseline. Vrijednosti u istom stupcu oznacene razlic¢itim slovima statisticki

su razlicite.
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Cijanidin-3-galaktozid je utvrden u vecoj koncentraciji, u svim uzorcima, nego cijanidin-3-
arabinozid. Za oba antocijana je utvrdeno da s povecanjem dodatka disaharida dolazi do
smanjenja njihove koncentracije. Kontrolni uzorak imao je 281,13 mg/kg cijanidin-3-
galaktozida, dok su gelovi s dodatkom disaharida imali manju koncentraciju ovog antocijana.
Gelovi s dodatkom 30 % trehaloze imali su vec¢u koncentraciju (241 mg/kg) cijanidin-3-
galaktozida nego gelovi s dodatkom saharoze (212,75 mg/kg). U gelovima s dodatkom 40 % i
50 % disaharida, utvrden je suprotan trend odnosno gelovi s dodatkom saharoze imali su vecu
koncentraciju. Trend koji je utvrden za cijanidin-3-galaktozid, utvrden je i za cijanidin-3-
arabinozid. Nakon skladistenja, koncentracija oba antocijana se je smanjila. Kontrolni uzorak
je i dalje imao najvecu koncentraciju cijanidin-3-galaktozida, a koncentracija ovog antocijana
se je smanjila s povecanjem dodane koli¢ine disaharida kao i nakon pripreme. Za razliku od
pocetnih uzoraka, svi gelovi s dodatkom trehaloze imali su veéu koncentraciju cijanidin-3-
galaktozida u odnosu na gelove sa saharozom. U sludaju cijanidin-3-arabinozida, navedeni
trend je utvrden samo u gelovima s 30 % trehaloze. Rutin je takoder utvrden u najvecoj
koncentraciju u kontrolnom uzorku, a s dodatkom disaharida njegova se koncentracija
smanjuje. Gel s dodatkom 30 % trehaloze imao je ve¢u koncentraciju rutina, dok 40 % dodanog
disaharida nije uzrokovao razliku izmedu uzoraka. Tijekom skladistenja zadrzan je isti trend.
Identificirane su Cetiri fenolne kiseline. Kao i sve ostale komponente, tako su i sve fenolne
kiseline utvrdene u najvecoj koncentraciju u kontrolnom uzorku. Gelovi s dodatkom 30 % i 50
% saharoze imali su vecu koncentraciju neoklorogenske kiseline u odnosu na uzorke s
trehalozom. Tijekom skladistenja utvrdeno je da je neoklorogenska kiselina bila relativno
stabilna. Na koncentraciju klorogenske kiselina znacajniji utjecaj imao je dodatak 30 %
disaharida, s time da je gel s dodatkom trehaloze imao vecu koncentraciju ove kiseline. Gelovi
s dodatkom 40 % i 50 % disaharida imali su jednake vrijednosti klorogenske kiseline. Odredena
su dva derivata klorogenske kiseline. Za oba derivata utvrden je jednaki trend odnosno gelovi
s 30 % trehaloze imali su vecu koncentraciju navedenih derivata, u gelovima s 40 % disaharida
nije bilo razlike izmedu saharoze i trehaloze, a u gelovima s dodatkom 50 % saharoze utvrdena
je vecéa koncentracija nego u gelu s trehalozom. Tijekom skladistenja doslo je do promjene
koncentracije derivata klorogenske kiseline odnosno povecanja Sto je vjerojatno posljedica

transformacije odredenih fenolnih spojeva u navedene kiseline.
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Rezultati istraZivanja ukazuju da je zadrZzavanje i ukupnih polifenola, proantocijanidina i
antocijana, ali i pojedinacnih polifenola soka aronije tijekom pripreme gelova bilo u gelovima
samo s dodatkom karboksimetil celuloze, a dodatak disaharda je negativno utjecao na
zadrZzavanje ovih komponenata. Tijekom pripreme je vjerojatno doslo do vezivanja disaharida
s karboksimetil celulozom te su formirani kompleksi koji su iskljucili dodatno vezivanje
polifenola odnosno smanjen je broj slobodnih mjesta za vezivanje polifenola (Corkovi¢ i sur.

2023).

36



4. Rezultati i rasprava

4.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Antioksidacijska aktivnost odredena je primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode te su

rezultati prikazani u Tablici 7.

Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost gelova nakon pripreme i nakon skladiStenja

Uzorci FRAP CUPRAC DPPH ABTS
(kmol/100 g) (umol/100 g) (1mol/100 g) (nmol/100 g)
Sok aronije 3,57 £ 0,018 237,08 +2,03" 31,65 +0,01¢ 49,88 + 0,54°
Nakon pripreme
2 % CMC 3,52 +0,03f 231,46 + 0,968 29,24 +0,50¢ 38,31+ 0,38¢
2% CMC30%S 2,55 +0,02¢ 168,18 +1,61¢ 24,69 +0,28° 26,69 +0,58°
2%CMC30%T 3,07 £0,01° 202,58 + 1,76 27,15 + 0,65¢ 31,59 + 0,85¢
2% CMC40% S 2,26 +0,02° 152,45 + 0,56° 22,28 +0,62° 21,74 +0,34°
2%CMC40% T 2,62 +0,03¢ 170,49 +1,11¢ 24,99 +0,63° 27,22 £0,39°
2% CMC50% S 2,19 + 0,022 158,61 +1,11¢ 22,84 +0,89° 21,15 +0,10°
2%CMC50% T 2,16 +0,01° 137,23 +1,21° 22,04 +0,50° 20,98 + 0,48°
Nakon skladistenja
2 % CMC 1,83 +0,02° 189,24 + 0,50? 28,35 +0,11° 25,72 £ 0,46°
2%CMC30%S 1,29 +0,02¢ 163,54 + 0,76° 21,78 £ 0,24¢ 18,67 +0,59¢
2%CMC30%T 1,61 +0,02° 170,75 + 0,45 25,11 +0,70° 28,23 +0,84°
2%CMC40% S 0,95 + 0,03f 101,20 + 1,318 20,52 + 0,26 14,73 + 0,08°
2%CMC40% T 1,25 + 0,02 123,78 £+ 0,71 21,35 + 0,64%¢ 17,23 £ 0,24¢
2% CMC50%S 1,06 +0,01¢ 143,89 + 1,01¢ 20,17 +0,32f 12,21 +0,59f
2% CMC50% T 1,22 +0,02¢ 127,23 +0,30¢ 20,96 + 0,279 18,48 + 0,71°¢

CMC — karboksimetil celuloza; S — saharoza; T — trehaloza. Vrijednosti u istom stupcu oznacdene

razli¢itim slovima statisticki su razlicite.

Bez obzira na primijenjenu metodu odredivanja antioksidacijske aktivnosti, kontrolni uzorak
odnosno gel s 2 % CMC-a imao je najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti. Navedeni
rezultati su za oCekivati s obzirom da navedeni uzorak sadrzi i najvise polifenolnih komponenti.
Utvrden je sljedeci trend: gelovi s dodatkom 30 % i 40 % trehaloze imali su vecdu
antioksidacijsku vrijednost od gelova sa saharozom, dok u gelovima s dodatkom 50 %
disaharida nije bilo razlike izmedu uzoraka, osim u slucaju CUPRAC metode. Primjenom
CUPRAC metode utvrdeno je da vecu antioksidacijsku aktivnost ima gel s dodatkom 50 %
saharoze od gela s dodatkom trehaloze. Nakon skladiStenja doSlo je do promjene
antioksidacijske aktivnosti. Kontrolni uzorak je zadrzao najvece vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti bez obzira na primijenjenu metodu. Primjenom FRAP i ABTS metoda utvrdeno je da

gelovi s dodatkom trehaloze imaju veéu antioksidacijsku aktivnost od gelova s dodatkom
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saharoze. Primjenom CUPRAC metode zadrzan je isti trend kao i nakon pripreme uzoraka, a
primjenom DPPH metode samo gel s dodatkom 30 % trehaloze imao je veéu antioksidacijsku

aktivnost u odnosu na gel sa saharozom, dok su preostali gelovi imali vrlo slicne vrijednosti.
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4.4. PARAMETRI BOJE

U gelovima su odredeni L*, a* i b* parametri te je izraunata promjena boje uzoraka. Rezultati

su prikazani u Tablici 8.

Tablica 8 Parametri boje gelova nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorak L* a* b* AE
Sok aronije 19,60 + 0,01¢ 1,65 + 0,04¢ 1,21 +0,01f
Nakon pripreme
2 % CMC 19,66 + 0,01° 1,15 +0,01¢ 0,99 + 0,04¢ 0,55
2%CMC30%S 19,09 + 0,022 0,72 +0,01° 0,84 +0,01° 1,13
2%CMC30%T 19,17 + 0,00° 0,58 +0,01° 0,88 +0,01° 1,45
2% CMC40% S 19,99 + 0,018 2,37 £ 0,008 1,03 +0,01¢ 0,83
2%CMC40% T 19,79 + 0,03f 1,96 + 0,04f 0,80 + 0,032 0,54
2% CMC50%S 19,20 + 0,01¢ 1,78 +0,03¢ 1,09 +0,02¢ 0,44
2%CMC50% T 20,27 +0,00" 3,29 +0,00" 1,42 + 0,028 1,78
Nakon skladistenja
2 % CMC 20,12 £ 0,012 2,40 0,032 1,42 +0,02° 1,41
2%CMC30%S 19,14 +0,01¢ 1,87 £0,02° 1,30 £ 0,02° 1,25
2%CMC30%T 19,08 + 0,01¢ 0,66 + 0,03¢ 0,86 +0,01¢ 0,11
2%CMC40% S 19,05 + 0,01° 1,45 +0,08° 1,21 +0,01¢ 1,33
2%CMC40% T 19,50 + 0,03 0,98 + 0,03¢ 1,01 +0,03¢ 1,04
2% CMC50%S 18,97 + 0,01f 0,72 +0,04¢ 1,03 +0,03¢ 1,09
2%CMC50% T 18,86 + 0,008 1,04 + 0,06° 1,23 +0,01¢ 2,66

CMC - karboksimetil celuloza; S — saharoza; T — trehaloza. Vrijednosti u istom stupcu oznacdene
razlicitim slovima statisticki su razlic¢ite. Nakon pripreme AE je izracunat za promjenu boje gelova u
odnosu na sok aronije, a nakon skladistenja je izracunata promjena boje gelova nakon skladistenja u

odnosu na gelove nakon pripreme.

L* parametar koji definira da li uzorak taman ili svijetao, za sok aronije iznosi je 19,60. Prilikom
pripreme gelova, L* vrijednost kontrolnog uzorka se nije znacajno promijenila, dok su gelovi s
30 % disaharida imali nizu L* vrijednost od soka aronije i kontrolnog uzorka, a ostali gelovi
visu. Tijekom skladiStenja doslo je do povecanja L* vrijednosti u kontrolnom uzorku. Gelovi s
30 % disaharida imali su gotovo jednaku L* vrijednost kao i nakon pripreme uzoraka, dok je
kod ostali gelova utvrdeno smanjenje ovog parametra. a* vrijednost soka aronije iznosila je
1,65. Prilikom pripreme gela s karboksimetil celulozom i gelova s dodatkom 30 % disaharida
utvrdeno je smanjenje ovog parametra dok je kod ostalih gelova utvrdeno povecanje. Nakon
skladistenja utvrdena je promjena a* vrijednosti, kod kontrolnog uzorka i gelova s 30 %

disaharida utvrdeno je poveéanje, a kod preostalih gelova smanjenje ovog parametra.
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Parametar b* za sok aronije iznosio je 1,21, a svi gelovi osim gela s 50 % trehaloze imali su nizu
vrijednost ovog parametra. nakon skladistenja, utvrdeno je poveéanje parametra b* osim za
uzorke s 50 % disaharida. Promjena boje gelova nakon pripreme u odnosu na sok aronije iznosi
od 0,44 do 1,78. To su vrijednosti koje ljudsko oko ne moZe zapaziti. Ujedno i promjena boje

nakon skladistenja nije dovoljno izrazena da bi mogla zamijetiti ljudskim okom.

40



5.ZAKLJUCCI



5. Zakljucci
Na osnovi provedenog istraZivanja i dobivenih rezultata, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

e Tip disaharida i dodana koli¢ina imali su wutjecaj na ukupne polifenole,
proantocijanidine, antocijane i pojedinacne polifenole u gelovima na bazi soka aronije
i karboksimetil celuloze.

e Gelovi na bazi soka aronije pripremljeni samo s karboksimetil celulozom imali su vedi
udio polifenola, proantocijanidina i antocijane, odnosno dodatak disaharida negativno
je utjecao na polifenolne komponente aronije.

e Opcenito je utvrden trend da s poveéanjem koli¢ine disaharida dolazi do smanjenja
udjela ukupnih polifenola, proantocijanidina i antocijana.

e Gelovi s dodatkom 30 % disaharida imali su najveéi udio fenolnih komponenata s time
da su gelovi s trehalozom imali veéi udio navedenih komponenata.

e Tijekom skladistenja je doslo do smanjenja udjela ukupnih polifenola i antocijana, ali
je trend zadrZan kao i nakon pripreme gelova.

e Zarazliku od ukupnih polifenola i antocijana, proantocijanidini su bili stabilni tijekom
skladistenja.

e 0Od pojedinacnih polifenola identificirani su cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-
arabinozid, rutin, neoklorogenska kiselina, klorogenska kiselina i dva derivata
klorogenske kiseline.

e Za pojedinatne komponente je takoder utvrdeno da gelovi bez dodatka disaharida
imaju najvecu koncentraciju.

e Antioksidacijska aktivnost je odredena primjenom DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP metoda
te je takoder utvrdeno da gel s dodatkom karboksimetil celuloze ima najveci
antioksidacijski potencijal.

e (Qdredeni su parametri boje L*, a* i b* te je izraCunata promjena boje gelova nakon
pripreme u odnosu na sok aronije i promjena boje nakon skladistenja. Vrijednosti

dobivene za promjenu boje ukazuju da promjena boje nije uocljiva ljudskom oku.
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