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1. Uvod

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka koji su zbog svoje grade podijeljeni u vise skupina,
od kojih su najvazniji flavonoidi i fenolne kiseline. Karakteristi¢ni su po antioksidacijskoj
aktivnosti te konzumacija namirnica bogatih polifenolima, kao sto je kupina, povoljno utjece
na ljudsko zdravlje sprjecavajuéi nastanak slobodnih radikala (Repaji¢, 2019). Zbog
antioksidacijske aktivnosti, polifenoli smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti,
neurodegenerativnih bolesti, osteoporoze, dijabetesa, karcinoma (Shivashankara i sur., 2010).
Komponente koje povedaju nutritivne vrijednosti kupine su vitamin C, vitamin K, folna kiselina,
mangan te prehrambena vlakna (Huang i sur., 2012). Najznacajniji polifenolni spojevi u kupini
su antocijani, proantocijanidi, flavonoli i flavan-3-oli (Jakobek i sur., 2008). Hidrogelovi su
strukure u obliku trodimenzionalne mreZe koje mogu biti dobiveni prirodnim i/ili sinteti¢kim
polimerima koji apsorbiraju velike koli¢ine vode (Gulrez i sur., 2011). Imaju sposobnost
zgusnuti sustav, te na taj naCin mogu modificirati teksturu proizvoda (Kopjar i sur., 2020).
Primjenjuju se u u famaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji (Mao i sur., 2020). U
prehrambenoj industriji koriste se u proizvodnji Zelea, dZzemova, slatkisa, premaza (Kopjar i
sur., 2020).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodataka (pululana i proteina mlijeka) u hidrogelovima na
bazi karboksimetilceluloze i soka kupine na polifenole, antioksidacijsku aktivnost te boiju,

odnosno, koji dodatak koliko utjece na njihovo zadrzavanje.
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2. Teorijski dio

2.1. HIDROGELOVI

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreine strukture dobiveni prirodnim i/ili sintetickim
polimerima koji mogu apsorbirati velike koli¢ine vode (Gulrez i sur., 2011).

Navedeno svojstvo bubrenja, u kombinaciji sa Sirokim spektrom svojstava ovog materijala,
rezultat je povecanog interesa za istraZivanje hidrogelova (Chirani i sur., 2015). Imaju
sposobnost zgusnuti sustav te na taj nacin izmijeniti teksturu proizvoda. U prehrambenoj
industriji koriste se za stabilizaciju disperznih sustava kao sto su emulzije.

Tradicionalne primjene hidrogelova su u Zeleima, dZemovima, slatkiSima, premazima (Kopjar
i sur., 2020), mogu se koristiti i u pripremi proizvoda bez glutena (Morreale i sur., 2018), te za
produljenje roka trajanja pecenih proizvoda (Gémez i sur., 2007, Barcenas i sur., 2007).
Gelovi za primjenu u prehrambenoj industriji obi¢no se temelje na polimerima prisutnima u
prirodi zbog potrebe da budu sigurni za konzumaciju (Shewan i sur., 2013). Koriste se u
pakiranju hrane jer mogu kontrolirati vlaZznost proizvoda ili osigurati antimikrobno djelovanje
(Klein i sur., 2020). Takoder, zbog razlicitih reoloskih i teksturalnih svojstava primjenuju se u
farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji (Mao i sur., 2020).

Trenutacno se gelaste strukture koriste za kapsuliranje bioaktivnih sastojaka i aromatskih
spojeva Cije se otpustanje u takvom obliku moze kontrolirati. Ove komponente su nestabilne,
ali vrlo vrijedne zbog svog pozitivnog ucinka na ljudsko zdravlje. U kapsuliranom obliku mogu
se koristiti u pripremi inovativne hrane (Kopjar i sur., 2020). Osim karotenoida, tokoferola i
fitosterola, bioaktivni spojevi koji se koriste za kapsuliranje s jestivim polimerima su fenolni
spojevi. Oni se koriste kao dodaci funkcionalnoj hrani zbog svoje bioaktivnosti. Medutim,
obrada hrane utjeCe na njihovu stabilnost i time umanjuje vrijednost kona¢nog proizvoda
(Betz i sur., 2012; Pachuau i sur., 2021). Fenolni spojevi se ugraduju u filmove, premaze ili
druge fizikalne oblike hidrogela te se na taj na¢in mogu smanjiti nepozeljne oksidativne
reakcije (Talén i sur., 2017).

Na temelju podrijetla hidrogelovi se mogu podijeliti u dvije kategorije: prirodne i sinteticke.
Prirodni hidrogelovi potje¢u od Zivotinjskih i biljnih makromolekula. Poznati su po svojoj
sigurnoj uporabi, niskoj toksi¢nosti, biokompatibilnosti i biorazgradivosti. Dva su glavna
nedostatka prirodnih polimera $to ukljuéuje to da je ponekad tesko objasniti mehanicka

svojstva polimera i njihovu ovisnost o uvjetima polimerizacije ili geliranja, uz to njihov sastav
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varira zbog prirodnog podrijetla. Cesto je nemoguce dobiti identi¢an sastav Zeljenih proizvoda.
Najcesce koristeni prirodni polimeri su kolagen, hijaluronska kiselina, fibrin i derivati prirodnih
materijali poput Skroba, alginata, hitozana i vlakana (Chirani i sur., 2015).

Sinteticki hidrogelovi obi¢no nisu biorazgradivi te mogu razviti toksi¢nost od kemikalija u
tragovima. Upotreba sintetickih hidrogelova ima prednosti jer se zbog to¢no odredene
kemijske strukture mogu redizajnirati sa svrhom izrade novih, ekoloski prihvatljivih
hidrogelova (Shu Liu i sur., 2015). Cesto koristeni sinteti¢ki polimeri su akrilna kiselina-
hidroksietil metakrilata, vinil acetata i metakrilne kiseline (Bharskar, 2020). Jestivi polimeri su
sigurni za konzumaciju, i to mogu biti hidrokoloidi (Skrob, hidroksipropil celuloza, alginati,
gume, karagenan), proteini (Zivotinjskog porijekla: Zelatina, kolagen, albumin; na biljnoj bazi:

zein, soja, pSenicni gluten) i lipidi (masne kiseline, trigliceridi, fosfolipidi) (Ali i Ahmed, 2018).
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2.2. KUPINA

Kupina (Rubus fruticosus L.) se ubraja u porodicu ruza Rosaceae, rodu Rubus koji ima oko 250
vrsta. Potjece iz Azije i Sjeverne Amerike, dok se u Europi uzgaja preko 2000 godina. Kupina je
trnoviti grm, upotrebljavala se za jelo, ali i u medicinske svrhe. Vec su stari Grci koristili kupine
i njihov sok za lijeCenje bolesti kostiju, dok su ih u Kini koristili kod problema urinarnog trakta
ali i za lije¢enja bubreznih bolesti (Amidzi¢ Klari¢, 2011).

Kupina je viSegodisnja biljka koja pripada grupi jagodastog voca. Moze prezivjeti i preko 20
godina. Sadrzi i podzemne i nadzemne dijelove koji se pojavljuju u obliku manjeg (subfrutex)
ili veceg Zbunja (frutex). Posjeduje vegetativne organe (korijen, stablo i list) i generativne
organe (cvijet, plod i sjeme). Stabljika je bodljikava ili dlakava a moze biti uspravnaiili pognuta.
Na stabljici su perasto izgradeni listovi s troslojnim polisti¢ima. Dvospolni cvjetovi mogu biti
bijele ili ruzi¢aste boje, grupirani su u grozdove ili metli¢aste cvasti (Mratini¢, 2015). Na
zajednic¢kom cvjetistu cvijeta nalazi se 5 (moguce 3 ili 7) listi¢a ¢asSice, 5 ovalnih listi¢a cvjeta te

vese prasnika (Volcevi¢, 2005).

Slika 1 Plod kupine (web 1)

Plod kupine je crne boje, sa slatko kiselkastim okusom. U prosjeku plod sadrzi 15 - 21% suhe
tvari, od ¢ega ukupnih Sec¢era 7,54 - 9,85%, a od toga je 6,13 - 9,15% reducirajucih Se¢erai 0,57
- 1,41% saharoze. Bjelancevina ima oko 12%, a masti oko 1,0%. Sadrzaj ukupnih kiselina iznosi
0,87 - 1,30%, a mineralnih tvari 0,30 - 0,585%. Sadrzaj pektina iznosi 0,39 — 0,66%, a celuloze
4,0% (Mratini¢, 2015). Energetska vrijednost 100 g svjezih plodova kupine iznosi 43 kcal
(Kaume i sur., 2012).
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Plod takoder sadrzi razne organske kiseline (jantarna, jabucna, oksalna, mlijecna, salicilna,
pkumarinska, cimetna, elagicna...), eteri¢no ulje, tanine, bogat je izvor vitamina C, vitamin A,
vitamin E i drugim vitaminima i mineralima. Kemijski sastav svjeze kupine prikaza je u Tablici

1.

Tablica 1 Kemijski sastav svjeze kupine (web 2)

Koli¢ina 100 g
Energija 43 kcal
Masti 05¢g
Zasi¢ene masne kiseline -
Ugljikohidrati 10g
Prehrambena vlakna 5¢g
Seceri 49¢g
Bjelancevine l4g
Kolesterol -
Natrij 1mg
Kalij 162 mg
Vitamin B6 -
Vitamin B12 -
Vitamin C 21 mg
Vitamin D -
Zeljezo 0,6 mg
Magnezij 20 mg
Kalcij 29 mg

Kupina je bogat izvor vitamina, minerala te prehrambenih vlakana, takoder su bogate i
fenolnim spojevima kao Sto su antocijani, flavonoli, elagitanini, galotanini, proantocijanidini i
fenolne kiseline (Seeram i sur., 2006). Veliki se dio svjeZih kupina preraduje u druge proizvode

od kupina kao $to su pekmezi, sokovi i/ili vina (Amidzi¢ Klari¢ i sur., 2011).
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2.2.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka. Posjeduju visestruke funkcije: senzorska svojstva
(boja, aroma), antioksidacijska svojstva, utjeCu na otpornost biljke prema bolestima i
mikroorganizmima, na indirektan nacin mogu utjecati na rast biljke te Stite osjetljive stanicne
dijelove od stetnih UV zraka. Polifenoli ¢ine Siroko rasprostranjenu heterogenu grupu
sekundarnih biljnih metabolita. Karakteristicno svojstvo polifenolnih spojeva povezanost je s
drugim molekulama, obi¢no s molekulama Seéera i proteina. Najcesce se u biljnim tkivima
nalaze u vezanom obliku jer slobodni oblici polifenola mogu imati toksi¢ne ucinke (Reis Giada,
2013). Najveda i najvaznija skupina polifenola su flavonoidi (Brand, 2010). Polifenolni spojevi
pokazuju biolosko djelovanje u ljudskom organizmu (Kaur i Kapoor, 2001). Mnoga istrazivanja
pokazala su da polifenoli imaju vaznu ulogu u prevenciji mnogih bolesti zbog potencijalnog
antikancerogeno, protuupalno, antihepatotoksi¢no, antibakterijsko, antivirusno te

antialergijsko djelovanje (Subari¢ i sur., 2010.).

HIDROKSICINAMIENE KISELINE HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

(KAFEINSKA, FERULINSKA |
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PROTOKATEHINSKA)
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¥
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.
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- -~

— g -'h
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Slika 2 Podjela fenolnih spojeva u bobi¢astom voéu (Azofeifa, 2014)
Visokim udjelom polifenola isticu se tamno obojeno bobicasto i jagodasto voce iz porodica
Ericaceae (borovnice), Rosaceae (kupina, malina, treSnja, viSnja, jagoda) te Caprifoliaceae
(bobice bazge) (Maatta-Riihinen i sur. 2004). Na Slici 2 prikazana je podjela polifenola u

bobicastom vocu, dok se u Tablici 2 nalazi sadrzaj polifenola u razli¢itim namirnicama.
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Tablica 2 Sadrzaj polifenola u razli¢itim namirnicama (Gharras, 2009)

IZVORI SADRZAJ POLIFENOLA (mg/kg ili mg/L) VRSTA POLIFENOLA
Borovnica 30-160
Ribizli 30-70
Marelica 25-50
Jabuka 20-40
Crno grozde 15-40
Rajcica 2-15
Cherry rajcica 115-200 Flavonoli
Poriluk 30-225
Zuti luk 350 - 1200
Kelj 300 - 600
Brokula 40-100
Crni ¢aj 30-45
Zeleni ¢aj 20-35
Crno vino 2-30
Kupina 80-270 Fenolne kiseline
Malina 60—100 (Hidroksibenzojeva
Jagoda 20-90 kiselina)
PatlidZzan 750
Kupina 1000 - 4000
Ribizli 250 - 5000
Crno grozde 300 - 7500
Tresnja 350 - 4500 Antocijani
Rabarbara 2000
Jagoda 150 -750
Crno vino 200-350
Sljiva 20-250
Crveni kupus 250
Narancin sok 215 - 685
Sok od grejpa 100 - 650 Flavoni
Limunov sok 50-300
Persin 240 - 1850
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2.2.1.1 Flavonoidi

Flavonoidi su spojevi Cija se struktura sastoji od C6-C3-C6 kostura, odnosno, imaju
fenilbenzopiransku strukturu. Prirodni flavonoidi se dijele u tri skupine ovisno o poziciji
aromatskog prstena, a to su: flavonoidi (2-benzopirani), izoflavonoidi (3-benzopirani) i
neoflavonoidi (4-benzopirani) (Grotewald, 2006). Flavonoidi su podijeljeni u nekoliko grupa:
halkoni, flavani, flavoni, flavonoli, izoflavoni, flavanoni, flavanonoli i antocijani (Brand, 2010).
Struktura flavonoida obuhvada flavonoidnu jezgru koja se sastoji od tri fenolna prstena A, B i
C. Prsten A kondenziran je troclanim alifatskim nizom te zajedno s kisikom tvori prsten C koji
je Sesteroclani, dok se na poziciji 2 prstena C nalazi benzenski prsten B. Cesto se koristi naziv
4-okso-flavonoid za flavonoid koji ima vezanu karbonilnu skupinu na C-4 atomu prstena C.
Flavonoidi, ukljucuju¢i flavone, izoflavone i antocijanidine nastaju kondenzacijom
fenilpropanoida pri ¢emu prvo nastaju halkoni, a zatim dolazi do sinteze raznih strukturnih
klasa. Proces sinteze flavonoida kataliziraju Citav niz biljnih enzima (Grotewold, 2006).

Velika koli¢ina flavonoida nalazi se u namirnicama kao $to su voce i povrée, zeleni i crni ¢aj,
Cokolada, crna vina i bobicasto voée. Takoder znacajne koli¢ine se nalaze u cvijecu, ¢ajevima,
sjemenkama, medu i propolisu (Grotewald, 2006; Harborne i sur., 1999). Flavonoidi su
sastavni dio i ljudske i Zivotinjske prehrane, medutim ne mogu se sintetizirati u ljudima niti u
zivotinjama (Keler, 2009).

Vazno svojstvo flavonoida je antioksidacijska aktivnost, ono je posljedica redoks svojstva koje
im omogucuje da djeluju i kao oksidacijsko i redukcijsko sredstvo. Kao donori vodikovih atoma
uklanjaju slobodne radikale, pri ¢emu dolazi do formiranja fenoksil radikala koji je stabiliziran
rezonancijom, te je manje reaktivan (Kukri¢ i sur., 2013). Takoder, kao donori protona
flavonoidi sprjecavaju redukciju dehidroaskorbinske kiseline ili inhibiraju odredene enzime i
tako usporavaju proces razlaganja elastina (Gokce i Haznedaroglu, 2008). Antioksidacijska
aktivnost flavonoida raste povecanjem broja hidroksilnih skupina (Marinova i Yanishlieva,

1992).
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2.2.1.2 Antocijani

Antocijani su skupina prirodnih fenolnih spojeva, definirani kao fenolni flavonoidi koji imaju
karakteristican C6-C3-C6 kostur. Te polifenolne tvari su glikozidi polihidroksi- i polimetoksi-
derivata 2-fenilbenzopirilijeve ili flavilijeve soli (Francis, 1989.) Antocijani (gré. anthos —
cvijece, kyanos — plav) su biljni pigmenti topljivi u vodi koji vo¢u, povrcu te cvijeéu daju crveno,
plavo i ljubi¢asto obojenje (Costa i sur, 1998). lako antocijani imaju veliku raznolikost boja u
hrani su vrlo nestabilne molekule. Na njihovu stabilnost uvelike utje¢u ¢imbenici kao Sto su
pH, temperatura, kisik, otapalo, struktura, enzimi, prisutnost askorbinske kiseline, neki
nukleofili koji se koriste kao aditivi za hranu (SO2, NO2", H20,) te svjetlost (Contreras-Lopez i
sur., 2014). Antocijani pripadaju skupini flavonoidnih polifenola te imaju tipican C6-C3-C6
kostur flavonoida. Flavilium kation predstavlja glavni dio antocijana, odnosno aglikon.
Flavilium kation se nalazi na Slici 3. On sadrzZi konjugirane dvostruke veze odgovorne za
apsorpciju svijetla pri valnim duljinama oko 500 nm te omogucuje da se ljudskom oku pigment
Cini crvenim. Aglikoni se nazivaju antocijanidini, a najéesée su supstituirani penta (3,5,7,3°,4")
ili heksa (3,5,7,3°,4°,5") (Francis, 1989). Poznata su 22 razli¢ita antocijanidina, dok su
najznacajniji za hranu pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, malvidin i petunidin. Sest
navedenih antocijanidina, odnosno aglikona, razlikuju se medusobno po broju metoksilnih i

hidroksilnih grupa na B prstenu flavilium kationa (Rein, 2005).

®

o)
X
F

Slika 3 Flavilium kation (web 3)

Vezanjem Seéera na antocijanidine dolazi do tvorbe molekule antocijanina. Najée$c¢e vezani
Secer je glukoza, zatim galaktoza, ramnoza, ksiloza (De Man, 1999). Na Slici 4 je prikazana

osnovna struktura antocijana.
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F1
.-":Lx OH
"-f I
HO. . o° = U
T e o, e —— =
2 ,Jx_ N

OH

Slika 4 Osnovna struktura antocijana (R1, R2-H, OH, OCHs; Seceri — glukoza, arabinoza,

galaktoza) (web 4)

Na stabilnost boje antocijana utje¢u mnogi faktori:

struktura,

- koncentracija,

- PH,

- enzimi,

- kisik,

- svjetlost,

- prisutnost askorbinske kiseline,
- Secerii

- kopigmentacija.

2.2.1.2.1 Utjecaj strukture

Na stabilnost i reaktivnost antocijana utjecu glikozilne jedinice i acilne grupe koje su vezane za
aglikon, te broj i mjesto hidroksilnih i metoksilnih skupina na aglikonu. Poveéanjem
hidroksilnih skupina boja antocijana prelazi iz ruzi¢aste prema plavoj (Mazza i Brouillard,
1987). Antocijanidin stabiliziraju povisena hidroksilacija i glikolizacija, dok se stabilnost

antocijana smanjuje povec¢anjem metilacije hidroksilnih grupa (Dao i sur., 1998).
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2.2.1.2.2 Utjecaj pH

Stabilnost antocijana ovisi o pH sredine u kojoj se nalazi. Stabilnost im se povecava snizenjem
pH, dok se povedanjem pH njihova stabilnost smanjuje (Brouillard, 1982; Von Elbe i Schwartz,
1996). Pri niskim pH, odnosno u kiselim vodenim otopinama antocijani postoje u Cetiri glavna
oblika: kinoidalna baza (A), flavilium kation (AH+), karbinol ili pseudobaza (B) i halkon (C)
(Brouillard, 1982). Pri pH 0-3 (u vrlo kiselom mediju), flavilium kation poprima crvenu boju,
povisenjem pH, odnosno, pri pH 4-5 flavilium kation prelazi u bezbojni karbonilni oblik te takav
oblik gubi konjugirane dvostruke veze izmedu A i B prstena (Brouillard, 1982). Pri visSim pH (u
luznatom mediju) flavilium kation poprima od plavih do Zutih tonova. Na Slici 5 nalaze se Cetiri

glavna oblika antocijana u vodenom mediju.

OH
+ +
Ho o O +H,0/-H
O P RZ
-H,O/+H*
= o

OH Glu

FLAVILIUM KATION KARBINOL (PSEUDOBAZA)

+ H,0O -H0

HALKON KINOIDNA BAZA

Slika 5 Cetiri glavna oblika antocijana u vodenom mediju (Rein, 2005)

2.2.1.2.3 Utjecaj enzima

Inaktivacijom enzima povedéava se stabilnost antocijana. Znaéajnu ulogu kod enzimske
degradacije antocijana imaju kinoni. U mediju enzimi najprije oksidiraju druge fenolne tvari do
odgovarajucih kinona koji reagiraju s antocijanima i dolazi do njihove degradacije i nastanka

smedih produkata kondenzacije. Najées¢i enzimi koji uzrokuju degradaciju su glikozidaze,
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peroksidaze i fenolaze. Glikozidaze cijepaju kovalentnu vezu izmedu glikozilnih jedinica i
aglikona Sto dovodi do nastajanja vrlo nestabilnog antocijanidina, dok se peroksidaze i
fenolaze (prirodno nalaze u vodu) kataliziraju degradaciju drugih molekula te dolazi do
interakcije antocijana s nastalim razgradnim produktima (Kader i sur., 1997; Pifferi i Cultrera,

1974).

2.2.1.2.4 Utjecaj kisika
Kisik uzrokuje oksidaciju $to rezultira obezbojenjem ili posmedivanjem proizvoda, te povedéava

efekt drugih postupaka degradacije antocijana (Jackman i sur., 1987).

2.2.1.2.5 Utjecaj svjetlosti
Svjetlost je nuzno potrebna za biosintezu antocijana, no ubrzava njihovu degradaciju (Cuji¢,

2013).

2.2.1.2.6 Utjecaj secera

Stabilnost antocijana smanjuje se prisustvom Secera. Smedi pigmenti nastaju reakcijom
antocijana i degradacijskih produkata $ecera i askorbinske kiseline (Krifi i sur., 2000). Seéer
saharoza sprje¢ava polimerizaciju i stvaranje smedih produkata te sprjecava degradaciju

antocijana (Wrolstad i sur., 1990)
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2.2.1.3 Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su Siroko rasprostranjene skupine prirodnih fenolnih spojeva koje imaju
karakteristican aromatski prsten s minimalno jednom hidroksilnom skupinom (Robbins, 2003).

Postoje kao hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiselina (Slika 6).

COOH

COOH

HIDROKSIEENZOJEVA HIDROKSICIMETNA
KISELINA KISELINA

Slika 6 Hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina (web 5)

Hidroksibenzojeve kiseline karakterizira skupina hidroksiliranih derivata benzojeve kiseline s
primarnom strukturom Ce-C1, dok hidroksicimetne kiseline karakterizira skupina
hidroksiliranih derivata cimetne kiseline s primarnom strukturnom jedinicom Cs-C3 (Dewick,
2007). Mali dio fenolnih kiselina dolazi u slobodnom obliku, te je veliki dio vezan eterskim,
esterskim ili acetalnim vezama za strukturne jedinice biljke (proteini, celuloza, lignin), veée
polifenole, manje organske molekule (glukoza) ili druge prirodne spojeve (terpeni).

Rasprostranjene su u Zitaricama, vocu, povréu, ljekovitim biljkama (Robbins, 2003).
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2.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Antioksidansi mogu sprijeciti ili usporiti oksidaciju na dva nacina; kao primarni antioksidans
uklanjanjem slobodnih radikala ili kao sekundarni antioksidans mehanizmom koji ne ukljucuje
direktno uklanjanje slobodnih radikala. Primarni antioksidansi su fenolne tvari. Sekundarni
antioksidansi djeluju putem razli¢itih mehanizama. Za njih je uobi¢ajeno da pokazuju
antioksidacijsku aktivnost samo u prisustvu neke druge manje komponente (Gordon, 2001.).

Na Slici 7 prikazano je djelovanje antioksidanasa.

s & Mesparen alektron
Antioksidarit \

o9 0 N

N
{ \ 9 “Donacija” [/
T o | @ eIULtdf:u:J*; | | 0 |

o .¥ 8 \

'D__Q____Dz S ——
Slobodan radikal

Slika 7 Mehanizam djelovanja antioksidansa (web 6)

Antioksidacijska aktivnost izdvaja se kao vaina karakteristika polifenola, a izrazava se
hvatanjem slobodnih radikala te vezanjem metalnih iona (Rice-Evans i sur., 1997). 3-glukozid
je najaktivniji antioksidans, dok je cijanidin najéesée prisutan antocijanidin (Einbond i sur.,
2004). Pored prirodno prisutnih antioksidanasa, razvijeni su i sintetski koji se u praksi koriste
kao aditivi, nadomijesci i lijekovi. Medutim, prirodni su antioksidansi sigurniji, uc¢inkovitiji i
vrjedniji od sintetskih (Yanishlieva-Maslarova i Heinonen, 2001). Antioksidacijska aktivnost
ovisi o strukturnim svojstvima, temperaturi, svjetlosti, tipu supstrata, fizikalnom stanju
sustava, kao i o brojnim mikrokomponentama koje djeluju kao prooksidansi ili sinergisti
(Yanishlieva-Maslarova i Heinonen, 2001). Na antioksidacijsku aktivnost utjecu takoder i
glikolizacija i hidroksilacija kostura antocijanidina (Einbond i sur., 2004). Antioksidacijskom
kapacitetu kupine znacajnije pridonose flavonoli negoli antocijani jer su flavonoli jadi

antioksidansi (Zorzi i sur., 2020).
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2.4. DODACI HRANI

Dodaci hrani ili prehrambeni aditivi su tvari poznatog kemijskog sastava koji se ne nalaze u
hrani kao tipi¢an sastojak ve¢ se namjerno dodaju radi povecanja nutritivne vrijednosti hrane,
radi poboljsanja/mijenjanja teksture proizvoda, produZenja trajnosti proizvoda. U hranu se
dodaju tijekom samog postupka proizvodnje, tijekom pripreme, obrade proizvoda,
oblikovanja, pakiranja, transporta te ¢uvanja. Prihvatljiv dnevni unos aditiva ili Acceptable
Daily Intake (ADI) je ona koli¢ina aditiva prisutna u namirnici koja svakodnevnim unosom
tijekom cjeloZivotnog razdoblja nema nikakav rizik za zdravlje ¢ovjeka. Najcesce se dodaju se
u miligramskim koli¢inama, dok se neki aditivi dodaju i u gramima. Prije uporabe u proizvodnji
moraju prodéi toksikolosko ispitivanje koje ukljuuje kutni, subakutni i kroni¢ni toksicitet i
kancerogenost. Takoder, ispituje se i interakcija s drugim sastojcima namirnice i s lijekovima
(European Parliament and Council Directive 89/107/EEC, 1989). Aditiv mora ispuniti tri uvjeta
kako bi se dodao u hranu: ne smije ugrozavati zdravlje potrosaca, mora biti tehnoloski nuzan
te ne smije dovoditi u zabludu potroSaca. Oznacavaju se E-brojem, te se svrstavaju u 22
kategorije: konzervansi, bojila, antioksidansi, emulgatori, zgusnjivaci, stabilizatori, kiseline,
pojacivaci okusa, modificirani Skrobovi, tvari za Zeliranje, tvari za sprje¢avanje zgrudnjavanja,
regulatori kiselosti, tvari za zasladivanje ili sladila, tvari za poliranje, tvari za zadrzavanje vlage,
tvari za tretiranje brasna, ucvrséivadi, tvari za povecanje volumena, tvari za potiskivanje
plinova, emulgatorske soli, tvari protiv pjenjenja i tvari za rahljenje. Ukoliko se nalaze u
namirnici, aditivi moraju biti oznadeni na deklaraciji proizvoda nazivom kategorije, koja je
samim time i tehnoloska svrha uporabe aditiva, zatim slijedi E-broj ili specifican kemijski naziv.
Ako aditiv ima dvije ili viSe tehnoloSke funkcije pri proizvodnji proizvoda, neophodno je

definirati onu tehnolosku svrhu zbog kojeg je aditiv i dodan u namirnicu (NN 81/08, 2010).

2.4.1. Karboksimetilceluloza

Karboksimetilceluloza (CMC) ili celulozna guma je ionski polimer koji u reakcijama s topljivim

proteinima stvara komplekse, topljiva je u hladnoj i toploj vodi, te daje bistru i bezbojnu

17



2. Teorijski dio

otopinu (Slika 8) (Phillips i sur., 2000). CMC se proizvodi eterifikacijom hidroksilnih skupina s
natrijevim monokloroacetatom (SMCA) u prisutnosti vodene luZine. Metoda se temelji na
Williamsonovoj sintezi etera (Tijsen i sur., 2001). Prvi korak u karboksimetilaciji je ravnotezna
reakcija izmedu NaOH i hidroksilne skupine celuloze. Drugi korak je stvarna formacija
karboksimetilne skupine supstitucijom SMCA. Sljedeci koraci su neutralizacija, procis¢avanje i
odvajanje CMC. Stabilnost CMC ovisi o pH, o sastavu i koncentraciji proteina, temperaturi, te
takoder o samoj koncentraciji i vrsti karboksimetilceluloze. Manje je podlozna djelovanju
mikroorganizama od ostalih hidrokoloida. Proizvodnja CMC-a jednostavnija je od proizvodnje
drugih celuloznih etera jer se sve reakcije odvijaju pri atmosferskom tlaku pomocu
komercijalno dostupnih reagensa. Reagens za eterizaciju, natrijev monokloroacetat,
jednostavan je za rukovanje i vrlo je ucinkovit. Iz tih je razloga CMC postao najveci industrijski
celulozni eter (Dahlman i sur., 2003). Navedeni polimer koristi se kao zamjena za $krob,
dekstrin, Zelatinu ili biljnu gumu u razli¢itim industrijama. U prehrambenoj industriji
upotrebljava se kao stabilizator, zgusnjiva¢, emulgator (E466) u proizvodnji instant proizvoda,
umaka i preljeva, smrznutih proizvoda, bezalkoholnih pic¢a, pekarskih proizvoda te mlijecnih
proizvoda koji imaju niski pH. U proizvodima koji sadrze Skrob sprjecava izdvajanje vode i
talozenje proteinskih molekula, dok kod pekarskih proizvoda poveéava prinos, usporava

starenje proizvoda te produzuje rok trajanja (Phillips i sur., 2000).

Slika 8 Struktura karboksimetilceluloze (web 7)

2.4.2. Pululan

Pululan je linarni polisaharid sastavljen od maltotrioznih jedinica povezanih a-(1-4)
glikozidnim vezama (Slika 9). Maltotrioza je trisaharid, Cije su osnovne jedinice molekule

glukoze (Chi i sur., 2009). To je jedan od rijetkih neutralnih, u vodi topljivih mikrobnih

18



2. Teorijski dio

polisaharida koji tvore topive i prozirne filmove s relativno niskom propusnoséu kisika te se
moze proizvesti u velikim koli¢inama procesom fermentacije. Medutim, zbog razliCitih
problema pri proizvodnji ovog polisaharida, njegova primjena u prehrambenoj industriji je
ogranicena (Seo i sur. 2004). Proizvode ga Aureobasidium pullulans (Wang i sur. 2015), gljivice
izolirane iz okolisa koje su patogene za biljke (Cooke, 1959). Uspjesna sinteza pululana bit ée
ostvarena ukoliko su postignuti slijedeci uvjeti: pH od 4 do 5 (Madi i sur. 1996) i temperatura
od 24° do 30°C (Cheng i sur., 2011). Takoder, na sintezu utjece i prisutnost pojedinih vitamina
i minerala (Bender i sur., 1959). Supstrat koji je najucinkovitiji za sintezu pululana je saharoza,
pospjesuje ju dodatak dusikova nitrata u mediju u kojem se gljivice razvijaju (Ravella i sur.,
2010). Visak supstrata negativno utjece na sintezu pululana (Kim i sur., 2000).

U prehrambenoj industriji pululan se koristi za proizvodnju biorazgradivih slojeva, kao zamjena
za Skrob u dijetalnoj hrani, te kao dodatak u prehrani kao prebiotik. Pululanu se mogu dodavati
razni okusi, razne boje, lizosomi zbog kojih sloj ima antimikrobno djelovanje (Chengisur. 2011;

Kandemir i sur., 2005; Oku i sur., 1979; Yuen 1974).

Hzi CH,OH CH,OH
O o] o
OH OH OH
HO o o
OH O
cl:Hg CH,OH CH,OH
o) o] o]
OH OH OH
HO o o
OH OH OH

Slika 9 Struktura pululana (web 8)

2.4.3. Proteini mlijeka

Proteini mlijeka dijele se na proteine sirutke i kazein (Markes, 1977). Kazein ¢ini oko 80%
ukupne kolicine proteina u mlijeku. Dijeli se na nekoliko frakcija, a to su a-kazein, B-kazein, k-
kazein (Sumié, 2008). Proizvodi se iz obranog mlijeka te moZe biti sirigni ili kiseli kazein. Siri$ni
kazein proizvodi se koriStenjem sirila u obranom mlijeku, dok se kiseli kazein dobiva
djelovanjem kiselina, kao Sto su mlijeCna, octena, sumporna i druge, na obrano mlijeko.

NajcesSée se upotrebljava kiseli kazein, dok je siriSni kazein nasao primjenu u industriji
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plasticnih masa (Markes, 1952). U prehrambenoj industriji kazein je nasao primjenu u
proizvodniji sira (Séuri¢, 1991), dok se u drugim industrijama koristi u proizvodnji nekih vrsta
plastike, dok je poznato i kazeinsko ljepilo (Filjak, 1962). Danas se kazein koristi i kao zamjena
za proteine jer stvara odredenu vrstu gela u Zelucu gdje se otpustaju aminokiseline. Druga
vrsta mlije¢nih proteina su proteini sirutke koji ¢ine 18 — 20% ukupnih proteina mlijeka. Radi
svojih nutritivnih i funkcionalnih svojstava imaju Siroku primjenu u prehrambenoj industriji.
Koriste se kao sredstva za Zeliranje, emulgiranje, stvaranje pjene te za vezivanje vode. Proteini
sirutke najvec¢im dijelom sadrze B-laktoglobuline i a-laktalbumine, izuzetno su hidrofilni te
otporniji na djelovanje kiselina i enzima. S druge strane, termolabilni su te denaturiraju pri
temperaturi iznad 60 °C. B-laktoglobulin je dimer sastavljen od dva ista peptidna lanca koji su
¢vrsto povezani nekovalentnim vezama, a sadrii 162 aminokiseline. a-laktalbumin je
kompaktan protein, jednostruki lanac s oko 123 aminokiseline, priblizno kruznog oblika

(Herceg i Rezek, 2006).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

U ovom diplomskom rada zadatak je bio pripremiti gelove na bazi soka kupine i
karboksimetilceluloze. Gelovi su se dodatno jo$ pripremili s dodatkom pululana i proteina
mlijeka. Za istraZzivanje je pripremljeno 5 uzoraka:

1. sok kupine + karboksimetilceluloza,

2. sok kupine + karboksimetilceluloza + 0,1% pululan,

3. sok kupine + karboksimetilceluloza + 0,2% pululan,

4. sok kupine + karboksimetilceluloza + 0,1% pululan + 1% protein mlijeka i

5

sok kupine + karboksimetilceluloza + 0,2% pululan + 1% protein mlijeka.

Na dobivenim uzorcima odredeni su sljedeci parametri:

. ukupni fenoli, proantocijanidini i antocijani spektrofotometrijski;

o pojedinacni fenoli primjenom HPLC-3;

. antioksidacijska aktivnost primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metoda;
. parametri boje (L*, a*, b*, °h, C*, AE).

Na temelju dobivenih rezultata utvrdit ¢e se utjecaj pululana i proteina mlijeka na ispitivane
parametre. Uzorci su skladiSteni 6 mjeseci na sobnoj temperaturi te su evaluirani svi

prethodno navedeni parametri kako bi se utvrdile promjene tijekom skladistenja.
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SOK KUPINE

KARBOKSIMETILCELULOZA

PULULAN

PROTEINI MLIJEKA

S

PRIPREMA UZORAKA

Odredivanje parametara
nakon pripreme

Odredivanje parametara
nakon 6 mjeseci skladistenja

UKUPNI FENOLI
Folin-Ciocalteu

POJEDINACNI POLIFENOLI
tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti

ANTOCIJANI
pH diferencijalna metoda

PROANTOCIJANIDINI
DMAC metoda

ANTIOKSIDACIJSKA
AKTIVNOST
FRAP, CUPRAC, ABTS, DPPH
metoda

PARAMETRI BOJE
kromametar

POSTOTAK POLIMERNE BOJE
metoda po Giustiu i
Worolstadu

INDEKS POSMEDIVANJA

Slika 10 Blok shema rada
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3. Eksperimentalni dio

3.2. MATERUAL | METODE

3.2.1. Materijali

Sok kupine je napravljen presanjem kupina. 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 su nabavljeni od proizvodaca Sigma, Njemacka. Neokuproin, bakar klorid su
proizvodi Gram-mola (Hrvatska). Pululan je dobiven od Hayashibara doo kompanije (Nagase
group, Japan). Karboksimetilceluloza i proteini mlijeka su nabavljeni od Biesterfeld AG

(Hrvatska).

3.2.2. Priprema hidrogelova

Za pripremu hidrogelova, na magnetskoj mijesalici se je mijeSala i zagrijavala (70 °C) smjesa
soka kupine i karboksimetilceluloze (2%). Vruéa smjesa se je prelila u zagrijane staklenke od
40 mL i zatvorila. Hirogelovi s dodacima su se pripremali tako da se je u prvobitnu smjesu
dodao pululan (0,1% ili 0,2%) s/bez dodatka proteina mlijeka. Jedan set uzoraka je koristen za
odredivanje definiranih parametara odmah nakon pripreme, a drugi set uzoraka se je

skladistio 6 mjeseci na sobnoj temperaturi zbog utvrdivanja promjena tijekom skladistenja.

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola koristena je Folin-Ciocalteu metoda. Rezultat se preracunava
iz kalibracijske krivulje galne kiseline.

Postupak: otpipetira se 0,5 mL koncentriranog uzorka, 1,5 mL destilirane vode, 10 mL Folin-
Ciocalteu (1:10) reagensa i 8 mL otopine natrijevog karbonata u epruvetu, promucka se, zatim
se ostavi pri sobnoj temperaturi dva sata na tamnom mjestu. Apsorbancija se mjeri na
spektrofotometru pri 765 nm. Slijepa proba se odreduje destiliranom vodom (2 mL). Mjerenja

su provedena u tri paralele.

24
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3.2.4. Odredivanje proantocijanidina

Za odredivanje proantocijanidina koristena je DMAC metoda.
Postupak: otpipetira se 0,5 ml uzorka i 1 ml 4-dimetilaminocinamaldehid (DMAC) otopine i
ostavi 30 minuta da odstoji. Adsorbancu odredujemo na valnoj duljini od 640 nm. Slijepa proba

se priredi sa etanolom i DMAC otopinom. Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.2.5. Odredivanje pojedinacnih polifenola

Za odredivanje pojedinih polifenola koristena je tekudinska kromatografija visoke
djelotvornosti na uredaju HPLC 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, CA, USA).

Postupak: SadrZaj antocijana, fenolnih kiselina i flavonola odreden je koristeéi HPLC sustav
1260 Infinity Il (Agilent technology, Santa Clara, CA, USA). Navedeni sustav se sastoji od
sljededih dijelova: kvaterna pumpa, detektor s diodnim nizom i kolona Poroshell 120 EC-C 18
(4,6 x 100 mm, 2,7 um). Kao mobilne faze koristeni su 0,1 %-tna HsPO4 (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 sljededi 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. Kromatogrami su snimani u podrucju od 190 do 600 nm. Antocijani
su identificirani na 520 nm, hidroksicimetne kiseline na 320 nm, a flavonoli na 360 nm. Uzorci

su analizirani u paralelama.

3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

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

DPPH metoda
Postupak: otpipetira se 0,2 mL koncentriranog uzorka, 3 mL otopine DPPH, dobro promijesa
te se reakcijska smjesa ostavi 15 minuta. Zatim se mjeri apsorbancija pri 517 nm. Rezultat se

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

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa te se
reakcijska smjesa ostavi 1h i 35 min u mraku. Zatim se mjeri 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 koncentriranog uzorka te 0,9 mL vode. Smjesa se homogenizira te ostavi 30
minuta. Nakon toga mijeri se absorbanca na 450 nm. Rezultat se preracuna iz kalibracijske
krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

FRAP metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 3 mL FRAP otopine, dobro promijesa te se reakcijska
smjesa ostavi 30 minuta. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Rezultat se preracuna iz

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

3.2.7. Odredivanje antocijana

Za odredivanje antocijana koristena je pH-diferencijalna metoda.
Ukupni monomerni antocijani izrazeni su kao cijanidin-3-glukozid. Apsorbancija uzorka se
odredivala na spektrofotometru.
Postupak: otpipetira se 0,2 mL koncentriranog uzorka u dvije kivete. U jednu je dodano 2,8 mL
kalij klorid pufer pH 1, a u drugu 2,8 mL natrij acetat pufera pH 4,5, te se reakcijske smjese
ostave 15 min. Zatim se mjeri apsorbancija pri valnim duljinama od 510 nm i 700 nm.
Za svaki uzorak provedena su dva mjerenja.
Sadrzaj antocijana je izraGunat prema formuli:
¢ (antocijana) (mg/kg) = (Ax M x FR x 1000) / € x |

gdje je: A - absorbanca uzorka, koja se izraCunava prema izrazu:

A = (As17- A700)pH 1 - (As17 - A700)pH 4,5
M - 449,2
FR - faktor razrjedenja
€ - molarna absorptivnost, 26 900
| - duljina kivete, 1 cm

(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana odnosno za cijanidin-3-glukozid).

26



3. Eksperimentalni dio

3.2.8. Odredivanje postotka polimerne boje

Postotak polimerne boje smo odredivali koriste¢i metodu po Giustiu i Wrolstadu (2001.).
Degradacija antocijana moze se pratiti oCitanjem apsorbance u uzorcima koji su tretirani
bisulfitom. Antocijani s bisulfitom tvore bezbojan kompleks (Slika 14). Boja koja nastaje
polimerizacijom antocijana odnosno nastajanjem kompleksa antocijani/tanini, je otporna na
djelovanje bisulfita. Apsorbancija uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm predstavlja stupanj
posmedivanja. Gustoca boje se definira kao suma apsorbanci na 420 nm i Avissmax. Omjer
izmedu polimerne boje i gustode boje se koristi kao postotak boje koja je nastala
polimerizacijom sastojaka.
Otpipetirano je 2,8 mL ekstrakta u dvije kivete, u jednu je dodano 0,2 mL vode, a u drugu 0,2
mL otopine bisulfita. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu spektrofotometra mjerena
apsorbancija pri valnim duljinama Avis-max, 420 nm i 700 nm.
Gustoca boje izracunata je uz koristenje kontrolonog uzorka prema formuli:
Gustoca boje = [(Aa20 nm— A700nm) + (As10— A700 nm)] X FR
Koristeci uzorak tretiran bisulfitom izraCunata je polimerna boja prema slijedecoj formuli:
Polimerna boja = [(A420 nm — A700 nm) + (As10— A700 nm)] X FR
Postotak polimerne boje izracunat je pomoéu formule:

Postotak polimerne boje = (polimerna boja/gustoca boje) x100

3.2.9. Odredivanje indeksa posmedivanja

Indeks posmedivanja odreden je prema sljedecoj formuli
Bl = As20/As10

gdje je As20 absorbanca na 420 nm, a Asio absorbanca na 510 nm.
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3.2.10. Odredivanje boje

Mjerenje i promjena boje praceni su kromametrom (Minolta CR-400) koji ovaj kromametar
mjeri reflektiranu svjetlost s povrsine predmeta. Svjetlost se reflektira, te takvu svjetlost mjeri
Sest osjetljivih silikonskih fotoéelija. Racunalo zapisuje podatke te ih izraZzava u pet razli¢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 10)

L=100

(White)
/ +b 1 +a \
[ A \
|

Hue
|
\‘ - /
‘\ Green
\a
M

L=0
(Black)

Slika 11 Prikaz CIELAB prostora boja (web 9)

L* vrijednosti izrazava svjetlinu, odnosno je li predmet taman ili svijetao. Ukoliko je L* = 0,
predmet je taman, a ako je L* =100 predmet je svijetao. a* vrijednost izrazava crvenuili zelenu
boju. Ukoliko je a* pozitivan predmet je crvene boje, ukoliko je a* negativan predmet je zelen.
b* vrijednost izrazava Zutu ili plavu boju. Ukoliko je b* pozitivan predmet je Zute boje, a ako
je b* negativan predmet je plav. Uz L*, a* i b* vrijednosti na kromametru se mjeri i zasi¢enje
(C*) i ton boje (°h). Zasiéenje (C*) predstavlja udio Ciste boje u ukupnom vizualnom dozivljaju
boje tj. udio pojedinih valnih duljina u ukupnom tonu boje. Ton boje (°h) predstavlja vizualni
dozivljaj na osnovi kojeg definiramo pojedinu boju (plavu, Zutu, crvenu itd.) ovisno o
dominantnoj valnoj duljini. Svjetlina (L*) izrazava udio crne u nekom tonu boje, odnosno
slicnost boje s nizom akromatskih boja od crne preko sive do bijele.

AE predstavlja promjenu boje, odnosno udaljenost izmedu dvije tocke u koordinatnom
sustavu boje. Promjena boje izracunava se na temelju L*, a* i b* vrijednosti prema formuli:

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2]05
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3. Eksperimentalni dio

AL* = L* - L*,
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 3.

Tablica 3 Odnos izracunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

AE

Vidljivost razlike ljudskim okom

<0,2

Razlika boja se ne vidi

02-1

Razlika boja se primjecuje

Razlika boja se vidi

Razlika boja se dobro vidi

Ocigledna odstupanja boja

3.2.11. Statisticka analiza podataka

Rezultati su obradeni pomoéu ANOVA testa uz statisticku znacajnost od p<0,05.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. UKUPNI FENOLI, PROANTICIJANIDINI I ANTOCIJANI U SOKU KUPINE |
HIDROGELOVIMA NAKON PRIPREME | NAKON SKLADISTENJA

U Tablici 4 prikazana je koncentracija ukupnih fenola, proantocijanidina i antocijana u soku
kupine i hidrogelovima nakon pripreme dok je u Tablici 5 koncentracija ukupnih fenola (TPC),
proantocijanidina (PAC) i monomernih antocijana (MAC) u hidrogelovima nakon 6 mjeseci
skladistenja. Najvedi udio ukupnih fenola nakon pripreme imao je uzorak hidrogela s 0,1%
pululana (0,91 g/kg), zatim uzorak hidrogela s 0,2% pululana (0,89 g/kg), uzorak hidrogela bez
dodataka (0,82 g/kg), hidrogel s 0,2% pululana + 1% mlijecni protein (0,80 g/kg), hidrogel s
0,1% pululan + 1% mlijecni protein (0,77 g/kg).

Nakon 6 mjeseci skladiStenja, najveéu koncentraciju ukupnih fenola imao je uzorak hidrogela
$0,2% pululana, uzorak s 0,1% pululana i hidrogel bez dodataka (oko 0,83 g/ kg), zatim hidrogel
5 0,2% pululana + 1% protein mlijeka (0,72 g/kg) te najmanju koncentraciju imao je hidrogel s
0,1% pululana + 1% protein mlijeka (0,68 g/kg).

Koncentracija proantocijanidina nakon pripreme slijedi slijedeci niz: najve¢u koncentraciju ima
hidrogel bez dodataka (40,16 pg/g), zatim hidrogel s 0,1% pululana (38,81 pg/g), hidrogel sa
0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (33,06 pg/g), hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina
mlijeka (29,81 pg/g), hidrogel s 0,2% pululana (25,64 ug/g) te sok kupine (19,73 pg/g). Nakon
6 mjeseca skladistenja doslo je do degradacije proantocijanidina.

Najvec¢u koncentraciju antocijana ima sok kupine (92,57 mg/kg), nakon pripreme gelova
koncentracija MAC se smanjuje te slijedi niz: hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka
(32,93 mg/kg), zatim hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (25,84 mg/kg), hidrogel
s 0,1% pululana (22,75 mg/kg), hidrogel s 0,2% pululana (21,85 mg/kg) te hidrogel bez
dodataka (19,38 mg/kg).

Nakon 6 mjeseci skladistenja, koncentracija antocijana je sljedeéa: najveéu koncentraciju ima
hidrogel sa 0,2% pululana + 1% protein mlijeka (8,44 g/L), zatim uzorak sa 0,1% pululana + 1%
protein mlijeka (7,44 g/L), hidrogel bez dodataka (5,67 g/L), hidrogel sa 0,2% pululana (5,42

g/L) te najmanju koncentraciju biljezi hidrogel sa 0,1% pululana (4,55 g/L).
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Tablica 4 Ukupni fenoli (TPC), proantocijanidini (PAC) i monomerni antocijani (MAC) u soku

kupine i hidrogelovima nakon pripreme

uzorci TPC (g/kg) PAC (ug/g) MAC (mg/kg)

sok kupine 0,63 +0,00¢ 19,73 +£0,22F | 92,57 + 0,322

2% CMC 0,82+0,00° | 40,16 +0,72® | 19,38 +0,17¢

2% CMC+0,1% P 0,91 +0,00*° | 38,81+0,83 | 22,75 +0,64¢

2% CMC+0,2% P 0,89+0,00° | 25,64 +0,83% | 21,85+0,23¢

2% CMC + 0,1% + 1% MP 0,77+0,01¢ | 29,81+0,33¢ | 32,93+0,68°
2% CMC+0,2% + 1% MP 0,80+0,01¢ | 33,06+0,81° | 25,84 +0,75°

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina

proteina mlijeka; vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.

Tablica 5 Ukupni fenoli (TPC), proantocijanidini (PAC) i monomerni antocijani (MAC) u
hidrogelovima nakon 6 mjeseca skladistenja

TPC (g/kg) PAC (ug/g)
0,81 + 0,022 -

uzorci MAC (mg/kg)

2% CMC 5,67 £0,16°

2% CMC+0,1% P 0,83 £ 0,05° - 4,55+ 0,69¢

2% CMC+0,2% P 0,84 + 0,04° - 5,42 +0,89¢

2% CMC+0,1% P + 1% MP 0,68 + 0,00°¢ - 7,44 + 0,370

2% CMC+0,2% P + 1% MP 0,72 £ 0,00° - 8,44 +0,10°

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — kolic¢ina pululana; 1% MP — kolicina

proteina mlijeka; vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.

33



4. Rezultati i rasprava

4.2. POJEDINI POLIFENOLI U SOKU KUPINE | HIDROGELOVIMA NAKON
PRIPREME | NAKON SKLADISTENJA

U Tablici 6 nalaze se koncentracije pojedinih polifenola (mg/kg) u soku kupine odredeni HPLC
metodom. Koncentracija cijanidin-3-glukozid u soku kupine iznosi 67,96 mg/kg, cijanidin-3-0O-
dioksalilglukozida 23,76 mg/kg, klorogenske kiseline 6,31 mg/kg, elaginske kiseline 5,47
mg/kg, kofeinske kiseline 0,76 mg/kg, galne kiseline 7,26 mg/kg, p-kumarinske kiseline 8,22
mg/kg, rutina 0,74 mg/kg, kvercetin 4,54 mg/kg, te ukupno fenola u soku kupine ima 125,02
mg/kg.

U Tablici 7 prikazani su rezultati polifenola u hidrogelovima odredeni HPLC metodom nakon
pripreme, dok se u Tablici 8 nalaze koncentracije polifenola u hidrogelovima odredeni nakon
6 mjeseci skladistenja. Odredeni su antocijani: cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-O-
dioksalillglukozid. Nakon pripreme najveéu koncentraciju cijanidin-3-glukozida imao je
hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (124,06 mg/kg), zatim hidrogel s 0,2% pululana
+ 1% proteina mlijeka (120,15 mg/kg), hidrogel s 0,2% pululana (105,67 mg/kg), hidrogel s
0,1% pululana (103,93 mg/kg), te hidrogel bez dodataka (95,24 mg/kg). Nakon skladistenja
najvecu koncentraciju antocijana cijanidin-3-glukozida imali su hidrogel s 0,1% pululana + 1%
protein mlijeka i hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (oko 40 mg/kg). Hidrogel s
0,1% pululana, hidrogel s 0,2% pululana i hidrogel bez dodataka imali su oko 35,01 mg/kg ovog
antocijana. Iz rezultata je vidljivo da je dosSlo do gubitka cijanidin-3-glukozida tijekom
skladistenja.

Nakon pripreme najvecu koncentraciju cijanidin-3-O-dioksalilglukozida imao je hidrogel s 0,1%
pululana + 1% proteina mlijeka (58,01 mg/kg), zatim hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina
mlijeka (56,21 mg/kg), hidrogel s 0,1% pululana (52,95 mg/kg), hidrogel s 0,2% pululana (50,81
mg/kg), te hidrogel bez dodataka (49,80 mg/kg). Nakon skladistenja doslo je do degradacije
ovo antocijana.

Odredene su fenolne kiseline: klorogenska kiselina i elaginska kiselina, dok kofeinska kiselina,
galna kiselina i p-kumarinska kiselina nisu odredene u hidrogelovima za razliku od soka. Nakon
pripreme najvecu koncentraciju klorogenske kiseline imali su hidrogel s 0,1% pululana + 1%
proteina mlijeka i hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (oko 43,6 mg/kg), nesto nize

koncentracije imali su hidrogel s 0,1% pululana i hidrogel s 0,2% pululana (42 mg/kg), a
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hidrogel bez dodataka imao je najmanju koncentraciju (40,36 mg/kg). Tijekom skladistenja
doslo je do malog povecanja koncentracije klorogenske kiseline te su najvecu koncentraciju
imali hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (43,27mg/kg), hidrogel s 0,2% pululana +
1% proteina mlijeka (43,25 mg/kg), a preostali hidrogelovi oko 42,5 mg/kg.

Nakon pripreme najveéu koncentraciju elaginske kiseline imao je hidrogel s 0,2% pululana +
1% proteina mlijeka (23,03 mg/kg), zatim hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka
(21,27 mg/kg), hidrogel s 0,2% pululana (20,40 mg/kg), hidrogel s 0,1% pululana (19,71
mg/kg), te hidrogel bez dodataka (18,85 mg/kg). Nakon skladistenja koncentracija elaginske
kiseline je opala kod uzorka hidrogela s 0,2% pululana + 1% protein mlijeka (22,71 mg/kg), dok
se kod ostalih uzoraka povecala. Najvecu vrijednost navedene kiseline nakon skladistenja imali
hidrogel bez dodataka, su hidrogel s 0,1% pululana i hidrogel s 0,2% pululana (23,4 mg/kg), te
najmanju vrijednost imao je hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (22,15 mg/kg).
Ukupno fenola nakon pripreme najvise su sadrzavali hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina
mlijeka i hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka. Hidrogel bez dodataka imao je najnizu
vrijednost ukupnih fenola (204,25 mg/kg). Tijekom skladistenja znacajno opada koncentracija

ukupnih fenola te slijedi trend koji je utvrden nakon pripreme uzoraka.

Tablica 6 Koncentracija pojedinih polifenola (mg/kg) u soku kupine odredena HPLC metodom

Fenoli sok kupine
cijanidin-3-glukozid 67,96 +0,40°
cijanidin-3-O-dioksalilglukozid 23,76 £ 0,037
klorogenska kiselina 6,31 +0,03°
elaginska kiselina 5,47 +0,00°
kofeinska kiselina 0,76 £ 0,00?
galna kiselina 7,26 £ 0,01°
p-kumarinska kiselina 8,22 +0,00?
rutin 0,74 + 0,002
kvercetin 4,54 + 0,052

ukupno 125,02
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Tablica 7 Koncentracija pojedinih polifenola (mg/kg) u hidrogelovima odredena HPLC

metodom
Uzorci cijanidin-3- cijanidin-3-0O- klorogenska elaginska
ukupno
glukozid dioksalilglukozid kiselina kiselina
2% CMC 95,24 + 3,08° 49,80 +0,55° 40,36 +0,66° | 18,85+0,35° 204,25
2% CMC+0,1% P 103,93 £ 0,29¢ 52,95 +0,75°¢ 42,00+ 0,23° | 19,71+0,12¢ 218,59
2% CMC +0,2% P 105,67 +0,55° | 50,81 +1,15° 41,74 +0,16° | 20,40 % 0,16° 218,62
2% CMC+0,1% P+ 1% MP | 124,06 +0,81°¢ 58,01 + 0,33¢ 43,06 +0,10¢ | 21,27 +0,13¢ 246,40
2% CMC+0,2% P +1% MP | 120,15+0,40¢ | 56,21+ 0,66° 43,17 £0,04 | 23,03 +0,00f 242,56

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze, 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana, 1% MP — koli¢ina

proteina mlijeka u hidrogelovima; vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istoj koloni su

statisticki razlicite.

Tablica 8 Koncentracija pojedinih polifenola (mg/kg) u hidrogelovima odredena HPLC

metodom nakon 6 mjeseci skladiStenja

cijanidin-3- cijanidin-3-0O- klorogenska elagi¢na
Uzorci Ukupno
glukozid dioksalilglukozid kiselina kiselina
2% CMC 35,01+ 0,02 - 42,34+0,01 23,28 + 0,04 100,63
2% CMC+0,1% P 34,74+ 0,15 - 42,81 +0,03 23,21+0,03 100,76
2% CMC+0,2% P 35,12 £ 0,07 - 42,99 + 0,03 23,66 + 0,04 101,77
2% CMC+0,1%P+1% MP | 40,01+0,13 - 43,22 +0,11 22,15+0,18 105,38
2% CMC+0,2% P+ 1% MP | 39,47 £0,06 - 43,27 £ 0,09 22,71+0,17 105,45

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze, 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana, 1% MP — koli¢ina

proteina mlijeka u hidrogelovima; vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istoj koloni su

statisticki razlicite.
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4.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST SOKA KUPINE | HIDROGELOVA NAKON
PRIPREME | SKLADISTENJA

Antioksidacijska aktivnost ispitana je primjenom FRAP, CUPRAC, DPPH i ABTS metodama.
Metode se medusobno razlikuju prema mehanizmu odredivanja antioksidacijske aktivnosti.
FRAP i CUPRAC temelje se na inaktivaciji metala, dok se DPPH i ABTS temelje na blokiranju
slobodnih radikala. Prikazani su podaci antioksidacijske aktivnosti nakon pripreme (Tablica 9)
te nakon 6 mjeseci skladistenja (Tablici 10). FRAP metodom su najvece antioksidacijske
aktivnosti nakon pripreme imali uzorci hidrogela bez dodataka, hidrogela s 0,1% pululana te
hidrogela s 0,2% pululana (0,50 umol/100 g), zatim hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina
mlijeka (0,44 umol/100 g), hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (0,41 umol/100 g)
te sok kupine (0,39 umol/100 g). Nakon skladistenja zadrzZan je isti trend kao i nakon pripreme
uzoraka te nije doslo do znacajnije promjene antioksidacijske aktivnosti. CUPRAC metodom
izmjerene su vece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u usporedbi s FRAP metodom, tako
da najvecu aktivnost nakon pripreme uzoraka imao hidrogel bez dodatka (37,13 umol/100 g),
zatim hidrogel s 0,2% pululana i hidrogel s 0,1% pululana (oko 35 umol/100 g), te hidrogel s
0,2% pululana + 1% proteina mlijeka i hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (oko 30
umol/100 g). Antioksidacijska aktivnost soka kupine iznosila je 28,20 umol/100 g. Tijekom
skladistenja doslo je do smanjenja antioksidacijske aktivnosti, te je najveéu vrijednost imao
hidrogel s 0,2% pululana (35,62 umol/100 g), zatim hidrogel s 0,1% pululana i hidrogel bez
dodataka (33,3 umol/100 g), a najmanju vrijednost su imali hidrogel s 0,2% pululana + 1%
proteina mlijeka (28,34 umol/100 g), te hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (25,73
umol/100 g). DPPH metodom uzorci s najve¢om vrijednosti antioksidacijske aktivnosti nakon
pripreme bili su hidrogel bez dodataka, hidrogel s 0,2% pululana i hidrogel s 0,1% pululana
(oko 3,63 umol/100 g), dok su hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka i hidrogel s 0,1%
pululana + 1% proteina mlijeka (3,43 umol/100 g) imali niZe vrijednosti. Najmanju vrijednost
antioksidacijske aktivnosti imao je sok kupine (2,78 umol/100 g). Nakon skladistenja zadrzan
jeistitrend kao i nakon pripreme. Primjenom ABTS metode najvecu antioksidacijsku aktivnost
imao je uzorak soka kupine (5,41 umol/100 g) za razliku od ostalih metoda koje su se koristile.

Od hidrogelova najvecu antioksidacijsku aktivnost imao je hidrogel bez dodataka (3,91
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umol/100 g), te hidrogel s 0,1% pululana i hidrogel s 0,2% pululana (3, 7 umol/100 g). Preostala
dva hidrogela imala su niZe vrijednosti, hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (3,38
umol/100 g) te hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (3,19 umol/100 g). Tijekom
skladiStenja doSlo je do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. Najvedu antioksidacijsku
aktivnost imali su hidrogel bez dodataka, hidrogela s 0,1% pululana i hidrogel s 0,2% pululana
(oko 3,3 umol/100 g), dok su hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka i hidrogel s 0,1%

pululana + 1% proteina mlijeka (2,4 umol/100 g) imali niZu antioksidacijsku aktivnost.

Tablica 9 Antioksidacijska aktivnost soka kupine i hidrogelova nakon pripreme

_ FRAP CUPRAC DPPH ABTS
uzorci

(umol/100 g) (umol/100 g) (umol/100g) | (umol/100 g)
sok kupine 0,39+0,01*° | 28,20+0,22° 2,78+0,07° | 5,41+0,05°
2% CMC 0,50+0,02° | 37,13+0,78¢ 3,69 +0,02° | 3,91+0,06°
2% CMC +0,1% P 0,50 £0,02° 34,70+ 0,48° 3,60 £0,04° | 3,77 +0,11%¢
2% CMC +0,2% P 0,50 +0,02¢ 35,47 £ 0,10° 3,63+0,02° | 3,67+0,14°
2% CMC+0,1% P + 1% MP 0,41+0,00° | 29,86+0,16** | 3,40%0,11° 3,19 £ 0,07°
2% CMC +0,2% P + 1% MP 0,44+0,02° | 31,38+0,52° | 3,47+0,06° | 3,38+0,07°

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — kolic¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina

proteina mlijeka; vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.

Tablica 10 Antioksidacijska aktivnost hidrogelova nakon 6 mjeseci skladistenja

FRAP CUPRAC DPPH ABTS
uzorci
(umol/100g) | (umol/100g) | (umol/100g) | (umol/100 g)
2% CMC 0,49 £ 0,00° 33,05+0,90° | 3,70 +0,09° 3,44 +0,14°
2% CMC+0,1% P 0,50 £ 0,00° 33,46 +0,22° | 3,66 +0,02° 3,26 +0,28°
2% CMC+0,2% P 0,51 +0,01°¢ 35,62 +0,04¢ | 3,59 +0,06° 3,48 +0,16°

2% CMC+0,1% P + 1% MP 0,38+0,00° | 25,73+0,93* | 3,27 +0,02° 2,22 +0,38°

2% CMC+0,2% P + 1% MP 0,42 +0,00° | 28,34+0,81° | 3,33 +0,06° 2,61+0,23°

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — kolic¢ina pululana; 1% MP — kolicina

proteina mlijeka; vrijednosti oznaéene razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.
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4.4. POLIMERNA BOJA | INDEKS POSMEDIVANJA HIDROGELOVA NAKON
PRIPREME | NAKON SKLADISTENJA

U Tablici 11 prikazana je polimerna boja i indeks posmedivanja hidrogelova nakon pripreme,
dok su rezultati skladistenja prikazani u Tablici 12.

Rezultati ukazuju da je najvisa vrijednost polimerne boje nakon pripreme utvrdena za hidrogel
s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (32,79%), zatim hidrogel bez dodataka (31,57%),
hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (30,03%), hidrogel s 0,1% pululana (28,35%), a
za hidrogel s 0,2% pululana najmanja (27,61%).

Nakon 6 mjeseci skladistenja, polimerna boja raste te najvecu vrijednost ima hidrogel bez
dodataka (70,10%), zatim hidrogel s 0,1% pululana (67,83%), uzorak hidrogela s 0,2% pululana
(66,98%), hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (57,24%), a najmanju vrijednost imao
je hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (57,24%).

Indeks posmedivanja nakon pripreme uzoraka slijedi niz: istu vrijednost imali su hidrogela bez
dodataka i hidrogela s 0,2% pululana (0,43), zatim hidrogel s 0,1% pululana (0,41), hidrogel s
0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (0,39) te hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka.
Nakon 6 mjeseci skladistenja, indeks posmedivanja raste i to najvise kod uzorka hidrogela s
0,1% pululana (0,99), zatim hidrogel bez dodataka te hidrogel s 0,2% pulululana imaju jednake
vrijednosti (0,97), hidrogel s 0,2% pululana i 1% protein mlijeka (0,76), te najmanju vrijednost

indeksa posmedivanja imao je uzorak hidrogela s 0,1% pululana + 1% protein mlijeka (0,73).

Tablica 11 Polimerna boja (PC) i indeks posmedivanja (BI) hidrogelovima nakon pripreme

uzorci PC (%) BI
2% CMC 31,57+0,22 0,43+0,01
2% CMC+0,1% P 28,35+0,97 0,41+0,01
2% CMC+0,2% P 27,61 0,53 0,43+0,01
2% CMC+0,1% P + 1% MP 32,79+0,70 0,38 £ 0,00
2% CMC+0,2% P + 1% MP 30,03+0,33 0,39+0,01

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — kolic¢ina pululana; 1% MP — kolicina

proteina mlijeka
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Tablica 12 Polimerna boja (PC) i indeks posmedivanja (BI) hidrogelovima nakon 6 mjeseci

skladistenja

uzorci PC (%) BI
2% CMC 70,10+0,81 0,97 £ 0,00
2% CMC+0,1% P 67,83+0,50 0,99 £ 0,00
2% CMC+0,2% P 66,98 + 0,07 0,97 +0,01
2% CMC+0,1% P + 1% MP 53,99 + 0,55 0,73+£0,03
2% CMC +0,2% P + 1% MP 57,24+ 0,30 0,76 £0,00

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — kolic¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina

proteina mlijeka
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4.5. PARAMETRI BOJE SOKA KUPINE | HIDROGELOVA NAKON PRIPREME |
NAKON SKLADISTENJA

U Tablicama 13 i 14 prikazani su rezultati boje soka kupine i hidrogelova nakon pripreme, dok
su u Tablicama 15 i 16 prikazani rezultati boje hidrogelova nakon 6 mjeseci skladistenja.
Pomocu L* vrijednosti odreduje se je li predmet taman ili svijetao, svi uzroci nakon pripreme
imaju nisku L* vrijednost Sto ukazuje na to da su relativno tamni, najtamniji je hidrogel s 0,2%
pululana (20,69), a najsvjetliji je hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (29,68).
Tijekom skladistenja doslo je do povecanja L* vrijednosti, Sto znaci da su svi uzorci posvijetlili.
Najvecu L* vrijednost nakon 6 mjeseci skladistenja imali su hidrogel s 0,1% pululana + 1%
proteina mlijeka i hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (oko 31), a preostali
hidrogelovi su imali L* vrijednost oko 22.

Pomocu a* vrijednosti izrazava se crvena boja te su uzorci nakon pripreme imali vrijednosti:
najmanje izrazenu crvenu boju imao je hidrogel s 0,1% pululana (3,24), dok je najvedi intenzitet
crvene boje imao uzorak hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (15,15).
Tijekom skladistenja doSlo je do smanjenja a* vrijednosti, odnosno do gubitka intenziteta
crvene boje tako da jesu najmanje izrazenu crvenu boju imali hidrogel bez dodatka, hidrogel s
0,1% pululana i hidrogel s 0,2% pululana (oko 2,7), dok su najveci intenzitet crvene boje imali
hidrogel s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka i hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka
(oko 10,2).

Pomocu b* vrijednosti definiramo Zutu boju, te su svi uzorci imali pozitivnu vrijednost. Nakon
pripreme najvedi intenzitet Zute imao je hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (4,50),
najmanji intenzitet Zute imali su hidrogelovi s pululanom (1,56). Tijekom skladiStenja intenzitet
Zute se povecava, to jest vrijednost b* raste te nakon skladistenja najveéu vrijednost ima
hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (5,31), dok najmanju vrijednost ima uzorak
hidrogela s 0,1% pululana (2,38).

Na osnovi L*, a* i b* izracunava se promjena boje AE nakon pripreme i nakon skladistenja.
Nakon pripreme ukupna promjena boje se racunala u odnosu na pocetni sok kupine od kojeg
su pripremljeni uzorci. Najveca promjena boje uocena je kod hidrogela s 0,2% pululana + 1%
proteina mlijeka (14,79), zatim hidrogela s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (14,17), manje

promjene boje imali su uzorci hidrogela bez dodataka (0,61), hidrogela s 0,1% pululana (0,59),
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dok je najmanju promjenu boje imao hidrogel s 0,2% pululana (0,48).

Tijekom skladistenja takoder je doslo do promjene ukupne promjene boje. Najve¢a ukupna
promjena boje utvrdena je kod hidrogela s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (5,30), zatim
hidrogela s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (4,78), hidrogela bez dodataka (1,95), hidrogel
s 0,2% pululana (1,61), te najmanju ukupnu promjenu boje ima uzorak hidrogela s 0,1%

pululana (1,49).

Tablica 13 Parametri boje (L*, a*, b*) soka kupine i hidrogelova nakon pripreme

uzorci L* a* b* AE
Sok kupine 20,75 +0,01°¢ 3,64 +0,05° | 2,00+0,01¢
2% CMC 21,00+ 0,01° 4,18 +0,04% | 1,90+0,02° 0,61
2% CMC+0,1% P 20,72 +0,01° 3,24 £0,00* | 1,56+0,01° 0,59
2% CMC+0,2% P 20,69 +0,01° 3,39+0,09* | 1,59 +0,03° 0,48
2% CMC+0,1% P + 1% MP 28,93 +0,01°¢ 14,98 +£ 0,04 | 4,26 +0,01¢ 14,17
2% CMC+0,2% P + 1% MP 29,68 + 0,00 15,15 +0,01 | 4,50+0,01¢ 14,79

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina %

proteina mlijeka; vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.

Tablica 14 Parametri boje (°h, C*) soka kupine i hidrogelova nakon pripreme

uzorci °h c*
Sok kupine 28,78 + 0,40 4,15 + 0,04¢
2% CMC 24,45 +0,34° 4,59 +0,03¢
2% CMC+0,1% P 25,73 £0,21°¢ 3,60 +0,01°
2% CMC+0,2% P 25,20 + 1,06°¢ 3,75 +0,06°

2% CMC+0,1% P + 1% MP

15,86 + 0,07°

15,57 +0,03¢

2% CMC+0,2% P + 1% MP

16,54 + 0,03°

15, 81 + 0,01f

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina %

proteina mlijeka; vrijednosti oznaéene razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razlicite.
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Tablica 15 Parametri boje (L*, a*, b*) hidrogelova nakon 6 mjeseca skladiStenja

uzorci L* a* b* AE
2% CMC 22,08+0,01° | 2,69+0,04° | 2,55+0,02° 1,95
2% CMC+0,1% P 21,84 +0,01° | 2,70+0,04° | 2,38+0,04° 1,49
2% CMC+0,2% P 21,85+0,01° | 2,67 £0,02°® | 2,44+0,01° 1,61

2% CMC+0,1% P +1% MP | 31,15+0,01° | 10,21+0,05° | 4,93 +0,03° 5,30

2% CMC+0,2% P + 1% MP | 30,96 +0,00° | 10,61 +0,03° | 5,31+0,02° 4,78

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina %
proteina mlijeka; AE odredeno u usporedbi s gelovima nakon pripreme; vrijednosti oznacene

razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razli¢ite.

Tablica 16 Parametri boje (L*, a*, b*) hidrogelova nakon 6 mjeseca skladiStenja

uzorci °h c*
2% CMC 43,39 +0,31°¢ 3,71 +£0,04°
2% CMC+0,1% P 41,42 +0,77° 3,60 +0,01°
2% CMC+0,2% P 42,46 +0,24°¢ 3,62 +0,02°
2% CMC+0,1% P + 1% MP 25,79 £ 0,20° 11,35+ 0,04°
2% CMC+0,2% P + 1% MP 26,55 +0,12° 11,86 +0,02°

2% CMC — koli¢ina karboksimetilceluloze; 0,1 — 0,2% P — koli¢ina pululana; 1% MP — koli¢ina %
proteina mlijeka; AE odredeno u usporedbi s gelovima nakon pripreme; vrijednosti oznacene

razli¢itim slovima u istoj koloni su statisticki razliite.

Ton boje (°h) najvedi je kod soka kupine (28,78), a kod hidrogelova najvecu vrijednost imali su
hidrogel s 0,1% pululana (25,73), hidrogel s 0,2% pululana (25,20), hidrogela bez dodataka
(24,45), dok nesto nizu vrijednost imaju uzorci hidrogela s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka
(16,54) te hidrogela s 0,1% pululana + 1% proteina mlijeka (15,86). Tijekom skladistenja dolazi
do rasta vrijednosti tona boje, tako da je najveéu vrijednost imao hidrogel bez dodataka
(43,39), zatim hidrogel s 0,2% pululana (42,46), hidrogel s 0,1% pululana (41,42), dok su nesto
manje vrijednosti imali hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (26,55) i hidrogel s 0,1%

pululana + 1% proteina mlijeka (25,79).
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Zasi¢enje, odnosno C* vrijednost nakon pripreme uzoraka slijedi niz: najveéu C* vrijednost
imao je hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (15,81), zatim hidrogel s 0,1% pululana
+ 1% proteina mlijeka (15,57), hidrogel bez dodataka (4,59), hidrogel s 0,2% pululana (3,75),
te hidrogel s 0,1% pululana (3,60). Tijekom skladiStenja doslo je do gubitka zasi¢enja, odnosno
smanjena C* vrijednosti kod svih uzoraka. Najvecu C* vrijednost nakon 6 mjeseci skladiStenja
imao je hidrogel s 0,2% pululana + 1% proteina mlijeka (11,86), zatim hidrogel s 0,1% pululana
+ 1% proteina mlijeka (11,35), dok nizu vrijednost imaju hidrogel bez dodataka (3,71), hidrogel
s 0,2% pululana (3,62) te hidrogel s 0,1% pululana (3,60).
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6. Literatura

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

1.

Dodatak pululana i proteina mlijeka u hidrogelove na bazi karboksimetlceluloze i soka
kupine imao je utjecaj na udio polifenola i antocijana.

Nakon pripreme najveci udio proantocijanidina utvrden je u hidrogelu bez dodataka
pululana i proteina mlijeka, a tijekom skladistenja doslo je do degradacije navedenih
spojeva.

Nakon pripreme najveci udio monomernih antocijana utvrden je u hidrogelovima s
dodatkom pululana i proteina mlijeka, te su isti uzroci imali i najveci udio ovih spojeva
nakon skladistenja.

Najvedi udio fenola utvrden HPLC-om utvrden je u hidrogelovima s dodatkom
pululana i proteina mlijeka, te su isti uzroci imali i najveci udio ovih spojeva nakon
skladistenja.

Nakon pripreme, u uzorcima su utvrdeni cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-O-
dioksalilglukozid. Tijekom skladiStenja dosSlo je do potpunog gubitka cijanidin-3-O-
dioksalilglukozid u hidrogelovima.

Antioksidacijska aktivnost odredena je FRAP, CUPRAC, DPPH i ABTS metodama. Nakon
pripreme najvecu antioksidacijsku aktivnost izmjerenu navedenim metodama imao je
hidrogel bez dodataka.

Tijekom skladistenja osim Sto je utvrden gubitak fenola utvrdeno je povedanje indeksa
posmedivanje i polimerne boje.

Dodatak pululana i proteina mlijeka utjecao je i na parametre boje. Najve¢a promjena
ukupne boje nakon pripreme (u odnosu na sok kupine) utvrdena je u hidrogelovima s

dodatkom pululana i proteina mlijeka.
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