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1. UvOD

Posljednjih godina javlja se povecano zanimanje potrosaca za funkcionalnim proizvodima od
kojih se, osim osnovne funkcije zadovoljavanja nutritivnih potreba, zahtjeva svojstvo
promicanja zdravlja i zastite od bolesti (Soria i Villamiel, 2010). Primjerice, obogacivanje
kruha bioaktivnim komponentama kao §to su prehrambena vlakna i1 nezasi¢ene masne kiseline
moze imati blagotvorni u¢inak na zdravlje (Tarek-Tilistyak i sur., 2013). Zbog toga je vazno da
metode za preradu hrane omoguée o¢uvanje nutritivnih i senzorskih kvaliteta kao i bioaktivnost
odredenih komponenti. Medu novim tehnologijama, posebna je paznja posvecena ultrazvuku
(Soria 1 Villamiel, 2010). Tretman ultrazvukom pokazuje brojne prednosti medu kojima su:
ekonomska prednost, ekoloska prihvatljivost, uSteda energije, moguca poboljSana
bioraspolozivost mikronutrijenata pri cemu se zadrzavaju njihova izvorna svojstva i dr. (Drmié

i Rezek Jambrak, 2010; Al Juhaimi i sur., 2017).

Pseudozitarice i zitarice predstavljaju vazan izvor makronutrijenata i bioaktivnih komponenti
te se mogu koristiti kao namirnice za izradu funkcionalne hrane (Hg$ i sur., 2014). Kao
kvalitetna sirovina za tu svrhu pokazala se heljda (Ahmed i sur., 2014). Heljda sadrzi znacajnu
koli¢inu polifenola te je dobar izvor esencijalnih aminokiselina, prehrambenih vlakana,
minerala (Zn, Fe, K i Mg), vitamina (B, C i E), D-kiro-inozitola, karotenoida i fitosterola (Zhu,
2016). Ova pseudozitarica uzgaja se u ograni¢enim kolicinama i na malim povrSinama te je
zbog toga slabo iskoriStena (Tolaini 1 sur., 2016). Osim heljde, 1 proso ima odli¢ne nutritivne
karakteristike te se moze iskoristiti u prehrani ljudi i time pridonijeti njenoj raznolikosti (Sun 1
sur., 2014). Sastav prosa ¢ine ugljikohidrati (60 - 70 %), masti (1,5 - 5 %), proteini (7 - 11 %),
prehrambena vlakna (2 - 7 %) te je bogat vitaminima i mineralima (Sarita i Ekta Singh, 2016).
Iako proso ima blagotvorne ucinke, u zapadnim drzavama je nedovoljno iskoriSten u ljudskoj

prehrani (Sanderson i sur., 2017).

Tijekom prerade razliCite vrste hrane nastaje otpad koji predstavlja ekoloski problem te je za
njegovo rjesavanje potrebno utro$iti mnogo energije i novca. Kako bi se rijeSio taj problem
pozornost se usmjeruje na smanjenje i iskoristenje otpada odnosno nusproizvoda koji mogu
predstavljati izvor bioaktivnih komponenti (Y1lmaz i Tavman, 2015., Kowalska i sur., 2017.)
Bucina pogaca je nusproizvod u proizvodnji bucinog ulja koji je slabo iskoriSten u ljudskoj
prehrani i uglavnom se koristi kao sto¢na hrana. Uslijed prisutnosti brojnih blagotvornih
komponenti, medu kojima su proteini visoko zastupljeni, bucina pogaca mogla bi se iskoristiti

kao materijal u proizvodnji funkcionalnih proizvoda i dodataka prehrani (Vastag i sur., 2010).



Cilj ovog rada bio je istraziti nutritivni potencijal prosa i heljde, kao zitarice odnosno
pseudozitarice koje nisu u velikoj mjeri zastupljene u prehrani ljudi te budine pogace, kao
nusproizvoda proizvodnje bucinog ulja. Ove sirovine bi zbog svojeg kvalitetnog nutritivnog
sastava mogle obogatiti prehranu ljudi i doprinijeti blagotvornom u¢inku na zdravlje, a njihova
dodatna vrijednost je izostanak glutena, zbog Cega se takoder mogu koristiti kao sirovine u
prehrani osoba koje boluju od celijakije i intolerancije na gluten. Kako bi se navedene sirovine
Sto bolje iskoristile u svrhu proizvodnje funkcionalnih proizvoda, ultrazvuk visokog intenziteta
(UVI) se koristio kao metoda tretmana uzoraka. Prethodno je istrazen utjecaj UVI na
oslobadanje bioaktivnih spojeva iz navedenih sirovina (Braje, 2017), dok je u ovom radu ispitan
ucinak tretmana UVI na nezasi¢ene masne kiseline te netopljiva i topljiva prehrambena vlakna.
Istrazivanjem se Zeljelo utvrditi kako UVI utjece na povecanje koli¢ine raspolozivih sastojaka
(prehrambena vlakna), odnosno u kojoj mjeri utjece na njihovu degradaciju, posebice na sadrzaj

1 sastav nezasi¢enih masnih kiselina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 ULTRAZVUK U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Ultrazvuk se definira kao zvucni val frekvencije iznad 20 kHz te ga ljudsko uho ne moze cuti
(Herceg i sur., 2009; Awad i sur., 2012). Frekvencija ultrazvuka previsoka je za ljudsko slusno
podrucje koje se proteze u rasponu od 16 Hz do 16 kHz. Prikaz podjele zvuka prema

frekvencijama i primjeri moguce primjene prikazani su na slici 1.

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

Y
v
v

/ v \ \

Bumbar Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Podrucje ljudskog Ultrazvuk visokog Produljeno podrucje Visoka frekvencija
sluha inteziteta 100 kHz - 2 MHz 2 Mhz - 10 MHz
16 Hz - 16 kHz 20 kHz - 100 kHz Kemija zvuka Dijagnosticka medicina
Ciscenje Kemijska analiza

Plasti¢no zavarivanje
Kemija zvuka

Slika 1. Podrugja podjele zvuka prema frekvencijama (Herceg i sur., 2009)

2.1.1. Podjela i primjena

Na temelju frekvencijskog raspona, primjena ultrazvuka u procesu prerade, analize i kontrole
kvalitete hrane dijeli se na ultrazvuk niskog i visokog intenziteta (Awad i sur., 2012). Glavna
razlika izmedu dvije skupine navedenih valova ocituje se u rezultatima njihovog djelovanja
(Musielak i sur., 2016). Ultrazvuk niskog intenziteta djeluje u frekvencijskom rasponu iznad 2
MHz te mu je intenzitet manji od 1 W cm (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Ova tehnika
uzrokuje minimalne fizicke 1/ili kemijske promjene svojstava hrane te se koristi kao
nedestruktivna tehnika u cilju dobivanja podataka o fizikalno-kemijskim svojstvima, strukturi,
sastavu i koncentraciji tvari u hrani, kontroli pakiranja, razini kapljevine u bac¢vama ili
tankovima (Herceg i sur. 2009; Charoux i sur., 2017). Ultrazvuk niskog intenziteta primjenjuje
se u procjeni sastava sirovih i fermentiranih mesnih proizvoda, ribe i peradi, kontroli kvalitete
svjezeg voca i povréa, kruha i proizvoda od Zitarica, smrznute hrane, procesu proizvodnje sira,
otkrivanju krivotvorenja meda, procjeni agregacije, veli¢ine i vrste proteina i dr. (Awad 1 sur.,

2012). Ultrazvuk visokog intenziteta djeluje u frekvencijskom rasponu 20 - 100 kHz te mu



intenzitet iznosi 1 - 1000 W cm (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Primjena ultrazvuka visokog
intenziteta uzrokuje fizicke, mehanicke, kemijske / biokemijske promjene te se primjenjuje u
procesima proizvodnje, konzerviranja i sigurnosti hrane (Awad i sur., 2012). U prehrambenoj
industriji jo§ se koristi za promjenu viskoznosti, stvaranje emulzija, uzrokuje pucanje stanica,
agregaciju suspenzija, polimerizaciju, degaziranje tekuce hrane, ekstrakciju enzima i proteina,
inaktivaciju mikroorganizama, rezanje, poboljSavanje procesa zamrzavanja i odledivanja,

kristalizaciju, filtraciju, pasterizaciju, sterilizaciju, susenje i dr. (Musielak i sur., 2016).

2.1.2. Mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta

Ultrazvuk visokog intenziteta moze se stvoriti pokretanjem tekucine, mlazom plina ili pomocu
elektricne snage, koji je ujedno i najceS¢e upotrebljavani nacin u sustavu prehrambene
industrije (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Ultrazvuéni pretvara¢ pretvara elektri¢nu ili
mehanicku energiju u energiju zvuka. Tri su tipa pretvaraca u uobicajenoj upotrebi- pretvarac
s teku¢inom, magnetostriktivni i piezoelektri¢ni pretvara¢ koji se najcesce koristi. Specifican
tip ultrazvucénog pretvaraca se sastoji od dva diska piezoelektriéne keramike sloZzene poput
sendvica izmedu dva identiéna metalna bloka. Dva diska se polariziraju u suprotnim
smjerovima i razdvajaju elektrodom spojenom na izvor snage. Dijelovi se izlazu predstresu
klinom. Piezoelektri¢ni materijali kao Sto je barijev titanat ili olovov metaniobat se Sire i
kontrahiraju u promjenjivom elektricnom polju te se na taj nacin stvaraju ultrazvucni valovi
koji se sondom emitiraju u medij (Rezek Jambrak i sur, 2010; Drmic¢ i Rezek Jambrak, 2010).
Piezoelektri¢ni elementi koji se upotrebljavaju u ultrazvu¢nim pretvara¢ima mogu biti krhki pa
se ugraduju izmedu metalnih blokova (prednji i straznji dio, slika 2) (Rezek Jambrak 1 sur,

2010).

straznji di(m "
pretvara¢

Klin = (AR
O @)
F elektriéni -
/ : « kontakti izvor napajanja
g, & X

piezo- klin
-elementi predniji dio j

y, N

> sonda sa mikrovrhom

o

Slika 2. Ultrazvuk visokog intenziteta u obliku sonde s piezoelektri¢énim pretvara¢em u obliku

“sendvica” (Rezek Jambrak i sur., 2010)



Prolaskom ultrazvu¢nog vala kroz medij dolazi do nastanka longitudinalnih valova te se javljaju
podruc¢ja promjenjivin kompresija i ekspanzija tlaka. Formiraju se milijuni mikroskopskih
mjehuri¢a. Zbog oscilacije tlaka u mediju, mjehuri¢i osciliraju te u fazi ekspanzije malo vise
narastu nego $to se smanje u fazi kompresije (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010). Kada velicina
mjehuri¢a dosegne kriticnu vrijednost, oni se raspadaju tijekom ciklusa kompresije i stvara se
prolazna vruca tocka (hot spot) $to je prikazano na slici 3. Raspadom kavitacijskih mjehuri¢a
stvaraju se ekstremni lokalni uvjeti koji uklju¢uju povecanje temperature i tlaka Cije se
vrijednosti procjenjuju na 5000 - 5050 K i 50 - 5000 atm. Ovi uvjeti mogu dramati¢no ubrzati
kemijsku reaktivnost medija (Rezek Jambrak i sur., 2010; Pingret i sur., 2013; Chemat 1 sur,
2017). Zbog fenomena kavitacije tretman ultrazvukom se primjenjuje u brojnim procesima u

prehrambenoj industriji (Pingret i sur., 2013).

Kompresija
Akusti¢ni
pritisak j 2 Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
_ Ekspanzija Implozija
o ]
=
=
2 -
5 Val
3
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Slika 3. Usporedba ciklusa kompresije i ekspanzije sa formiranjem, rastom i implozijom

kavitacijskog mjehuri¢a (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010)

2.1.3. U¢inci ultrazvuka visokog intenziteta

Ultrazvu¢na obrada predstavlja odredeni broj parametara koje je potrebno pazljivo prouciti
zbog njihovog moguceg utjecaja na proces. Osim parametara koji su povezani sa ultrazvu¢nim
uredajem kao $to su frekvencija, valna duljina i amplituda vala, ultrazvu¢na snaga 1 posljedi¢ni
intenzitet takoder utjeCu na proces i mogu biti optimizirani. Dizajn reaktora kao 1 oblik sonde
takoder utjeCu na proces (Pingret i sur, 2013). Ultrazvuk se moZe primjenjivati u mediju
kruto/tekuce ili kruto/plinovito, ali se uglavnom primjenjuje u sistemu kruto/tekuce. Sistem
kruto/plinovito nije Cest zato jer neuskladenost impendacije 1 apsorpcija zraka otezavaju

prijenos ultrazvuka. Kao otapala, danas se za ekstrakciju preferiraju ekoloski prihvatljiva kao
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Sto su mjeSavina alkohola 1 vode (Esclapez i sur., 2011). Ovisno o procesu za koji se ultrazvuk
koristi, kemijski ucinci mogu predstavljati prednost ili nedostatak (Drmi¢ i Rezek Jambrak,
2010). lako tretman ultrazvukom moze izazvati pozitivne uc¢inke na kvalitetu parametara hrane,
istrazivanja su pokazala da tretman takoder moze uzrokovati promjene nekih parametara hrane
koji mogu dovesti do loSijeg prihvac¢anja kona¢nog proizvoda. Dolazi do negativne promjene
okusa, boje, povecanog sadrzaja Secera, degradacije antioksidativnih komponenti i lipida te

nastajanja hidroksilnih radikala (Soria i Villamiel, 2010; Pingret i sur., 2013).

Kao $to je navedeno ranije, primjena ultrazvuka u prehrambenoj industriji je Cesta 1 koristi se
za razli¢ite procese. U daljnjem tekstu navedeno je nekoliko primjera i u¢inaka ultrazvuka kroz

znanstvena istrazivanja.

Ultrazvu¢na ekstrakcija ima Siroku upotrebu i dobro utvrdenu metodu rada (Ashokkumar,
2015). U radu Tian i sur., 2013. usporedivana je ekstrakcija masnih kiselina iz sjemenki nara
na tri razlicita nacina: tradicionalnom ekstrakcijom po Soxhletu sa heksanom kao otapalom,
ekstrakcija superkritiénim COz te ultrazvu¢na ekstrakcija. Sastav i koli¢ina nezasi¢enih masnih
kiselina u sva tri slu¢aja odredeni su plinskom kromatografijom. Rezultati su pokazali da je
ultrazvucna ekstrakcija najucinkovitija za ekstrakciju ulja iz sjemenki nara jer je prinos iznosio
25,11 % te je bio znacajno veéi od ekstrakcije po Soxhletu (20,50 %) i ekstrakcije
superkriti¢cnim CO2 (15,72 %).

Santos Junior 1 sur. (2014) su koristili ultrazvuk kao metodu za transesterifikaciju masnih
kiselina pri ¢emu su za optimizaciju i validaciju metode koristili rafinirano sojino ulje koje je
tretirano u ultrazvuénoj kupelji pri frekvenciji od 42 kHz te je optimizacija metode trajala 11,
72 minute. Razvijena metoda primijenjena je na uzorku sardine te se rezultati nisu statisticki
razlikovali u usporedbi sa metodom prema Josephu i Ackmanu. Time je razvijena nova metoda
koja je brza i na uc¢inkovit na¢in se moze koristiti za odredivanje masnih kiselina u uzorcima sa
viskom udjelom slobodnih masnih kiselina (10 %) i vlage (5 %) bez rizika oksidacije sastojaka

tijekom procesa.



2.2. PREHRAMBENA VLAKNA

2.2.1. Definicija, podjela i prehrambeni izvori

Prehrambena vlakna su jestivi dijelovi biljaka ili analogni ugljikohidrati koji nisu probavljivi
niti se apsorbiraju u tankom crijevu ¢ovjeka, dok se u debelom crijevu djelovanjem bakterija
djelomicno ili potpuno fermentiraju te time pozitivno utjecu na zdravlje (DeVries, 2003;
Gyurova i1 Enikova, 2015). Postoji viSe razliCitih kriterija podjele prehrambenih vlakana te se
ona dijele prema ulozi u biljci, vrsti polisaharida, gastrointestinalnoj topljivosti, mjestu probave,
produktima probave 1 fizioloSkoj ulozi (Dhingra i sur., 2012). Najsire prihvacena podjela je
prema topljivosti i/ili fermentabilnosti. U netopljiva prehrambena vlakna uglavnom se
svrstavaju sastojci stani¢ne stijenke (celuloza, lignin, hemiceluloza), dok su topljiva necelulozni
polisaharidi (pektin, gume, sluzi) (Dhingra i sur. 2012; Dai i Chau, 2017). Lako fermentabilna
vlakna vec¢inom su topljiva u vodi dok su ona djelomi¢no ili manje fermentabilna netopljiva
(Fuller i sur., 2016). Koli¢ina i sastav vlakana su razli¢iti, ovisno o namirnicama. Prehrambena
vlakna prirodno su prisutna u zitaricama, povréu, vocu, orasastom vocu, sjemenkama i
mahunarkama. Prehrana bogata vlaknima ima manju energetsku vrijednost, ¢esto ima manji
sadrzaj masti, volumno je veca te bogatija mikronutrijentima (Dhingra i sur., 2012). Podjela
prehrambenih vlakana prema topljivosti/fermentabilnosti i njihovi prehrambeni izvori prikazani
su u tablici 1, dok je u tablici 2 prikazana koli¢ina netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana

1z razli¢itih izvora.

Tablica 1. Podjela prehrambenih vlakana prema topljivosti/fermentabilnost i prehrambeni
izvori (Dhingra i sur., 2012; Yangilar, 2013)

Karakteristike Komponente vlakana Glavni prehrambeni izvori
netopljiva celuloza korjenasto povrée, grasak, Se¢erna repa,
prehrambena mekinje, cjelovite Zitarice, jabuke
vlakna/manje hemiceluloza cjelovite zitarice, mekinje
fermentabilna lignin drvenaste biljke, povrée, braSno
. voce, povrée, leguminoze, SeCerna repa,
pektin P g p

krumpir, cjelovite Zitarice

sjemenke mahunarki (guar, rogac)
ekstrakti morskih algi (karagenan, alginati)
mikrobne gume (ksantan, gelan)
zobena kasa, mahunarke

topljiva prehrambena
vlakna/lako gume
fermentabilna

biljni ekstrakti (akacija guma, karaja guma,

sluzi tragakant guma), prehrambeni aditivi




Tablica 2. Koli¢ina netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana i prehrambeni izvori (Dhingra

i sur., 2012)
Lvor Prehrambena vlakna (g 100 g™ jestivog dijela)
Ukupna Netopljiva Topljiva
Zitarice
JeCam 17,3 - -
Kukuruz 13,4 - -
Zob 10,3 6,5 3,8
Riza (suha) 1,3 1,0 0,3
Riza (kuhana) 0,7 0,7 0,0
PSenica (cjelovitog
Jrna) 12,6 10,2 2,3
PSenic¢ne klice 14,0 12,9 11
Mahunarke
Zeleni grah 1,90 1,40 0,50
Soja 15,0 - -
Grasak, Zelfeni, 35 32 03
smrznuti
Grah, konzervirani 6,3 4,7 1,6
Leca 11,4 10,3 1,1
Lima grah,
konzervirani 2 38 04
Bijeli grah (sirov) 17,7 13,4 4,3
Povrée
Krumpir 1,30 1,0 0,30
Gorka dinja 16,6 13,5 3,1
Cikla 7,8 5,4 2,4
Lisce piskavce 49 4.2 0,7
Okra 4,3 3,0 1,3
§pinat, sirov 2,6 2,1 0,5
Repa 2,0 1,5 0,5
Rajcica, sirova 1,2 0,8 0,4




Mladi luk, sirov 2,2 2,2 0,0
PatlidZan 6,6 53 1,3
Krastavci, oguljeni 0,6 0,5 0,1
Cvjetaca, sirova 1,8 1,1 0,7
Celer, sirovi 1,5 1,0 0,5
Mrkva, sirova 2,5 2,3 0,2
Brokula, sirova 3,29 3,00 0,29
Voce
Jabuka, neoguljena 2,0 1,8 0,2
Kivi 3,39 2,61 0,80
Mango 1,80 1,06 0,74
Ananas 1,20 1,10 0,10
Nar 0,60 0,49 0,11
Lubenica 0,50 0,30 0,20
Grozde 1,2 0,7 0,5
Naranca 1,8 0,7 1,1
Sljiva 1,6 0,7 0,9
Jagoda 2,2 1,3 0,9
Banana 1,7 1,2 0,5
Breskva 1,9 1,0 0,9
Kruska 3,0 2,0 1,0
OrasSasto voce 1 sjemenke
Bademi 11,20 10,10 1,10
Kokos, sirov 9,0 8,5 0,5
Kikiriki, przeni 8,0 75 0,5
Indijski orascic¢ 6,0 - -
Sjemenke sezama 7,79 5,89 1,90
Lanene sjemenke 22,33 10,15 12,18

2.2.2. Utjecaj na zdravlje
Preporuceni dnevni unos prehrambenih vlakana ovisi o dobi i cjelokupnom zdravstvenom

stanju. Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) i Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO)




preporucuju dnevni unos od najmanje 25 g na dan za odrasle osobe. Preporuke se baziraju na
ulozi vlakana u reguliranju rada crijeva (Benitez-Paez i sur., 2016; Ljubici¢ i sur., 2017).
Ukljucivanjem vlakana u prehranu, ona pokazuju razlicite fizioloske ucinke koji su povezani sa
probavnim traktom, dijabetesom te bolestima srca (Mudgil i Barak, 2013). Mnoge studije su
istaknule da netopljiva kao i topljiva prehrambena vlakna pokazuju sposobnost pozitivnog
ucinka na gastrointestinalni trakt ljudi na razli¢ite nacine (Dai i Chau, 2017). Smatra se da su
tri glavna mehanizma odgovorna za blagotvorne ucinke prehrambenih vlakana- poveéanje
mase, viskoznost 1 fermentacija. Obi¢no netopljiva vlakna povecavaju masu stolice, ublazavaju
zatvor 1 poboljSavaju pravilnost probave (Dai 1 Chau, 2017). Topljiva prehrambena vlakna, koja
su lako fermentabilna mogu povecati masu stolice poticanjem rasta crijevne mikrobiote te tako
pokazuju potencijalni prebioticki karakter (Yangilar, 2013; Dai i Chau, 2017). Zbog
neprobavljivosti, prehrambena vlakna ulaze nepromijenjena u proksimalni dio debelog crijeva
gdje sluze kao glavni izvor energije za anaerobne bakterije ¢ija fermentabilna aktivnost utjece
na stvaranje organskih kiselina (mlijecne i jantarne) i kratkolan¢anih masnih kiselina (acetata,
propionata i butirata) koje imaju glavnu fiziolosku ulogu. Uloga vlakana u debelom crijevu je
omekSavanje konzistencije 1 povecanje mase stolice te ucestalosti defekcije Sto utjeCe na
prevenciju konstipacije, divertikulitisa i raka debelog crijeva (Mudgil i Barak, 2013; Benitez-
Paez i sur., 2016). Iako su topljiva vlakna slabije zastupljena u hrani nego netopljiva, vjeruje
se da imaju vaZzne ucinke na probavne 1 apsorpcijske procese (Yangilar, 2013). Brojna
epidemioloska istraZivanja podupiru zastitni u¢inak prehrane bogate prehrambenim vlaknima
sa niskim glikemijskim indeksom kod osoba oboljelih od dijabetesa tipa 2 (Kendall i sur.,
2010). Pretpostavlja se da neka prehrambena vlakna povecavaju viskozitet 1 odgadaju
praznjenje zeluca te to utjece na umjereno i produljeno postprandijalno oslobadanje glukoze u
cirkulaciju ¢ime se smanjuje odgovor na inzulin, dok kratkolan¢ane masne kiseline koje nastaju
fermentacijom u debelom crijevu poticu osjetljivost na inzulin. Drugi mehanizam kojim vlakna
povecavaju osjetljivost na inzulin je indukcija sinteze glukagon sli¢nog peptida (GLP-1) koji
utjeCe na odgadanje praznjenja zeluca, inhibira lu¢enje glukagona, stimulira lu¢enje inzulina te
smanjuje proizvodnju glukoze u jetri Sto zajednicki moze djelovati na smanjenje potrebe za
inzulinom (Li i Uppal, 2010). Brojna epidemioloska i klinicka istraZivanja su pokazala da
prehrambena vlakna imaju izravni uc¢inak na smanjenje rizika od bolesti srca (Kendall 1 sur.,
2010). Meta-analiza koja je obuhvatila 627 408 ispitanika pokazala je inverznu povezanost
unosa prehrambenih vlakana sa incidencijom i smrtnosti od koronarnih bolesti srca. Mehanizmi
koji objasnjavaju takav utjecaj vlakana su: modifikacija lipidnog profila - smanjenje ukupnog
kolesterola, triglicerida 1 oksidacije LDL-kolesterola, smanjenje razine glukoze u Krvi
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usporavanjem intestinalne apsorpcije i povec¢anjem osjetljivosti na inzulin, smanjenje krvnog
tlaka, povecanje odrzivosti endotela koronarnih arterija te smanjenje stvaranja unutarstani¢nih
reaktivnih kisikovih Cestica (Wu 1 sur., 2014). Potencijalni negativni u¢inci vlakana ukljucuju
smanjenje apsorpcije minerala konzumiranjem namirnica koje u svom sastavu sadrze 1 fitate (s
druge strane vlakna mogu poboljSati apsorpciju minerala zbog smanjenja pH vrijednosti do
kojeg dolazi fermentacijom u debelom crijevu) te nuspojave u gastrontestinalnom traktu-

proizvodnja plinova i nadutost (Li i Uppal, 2010; Mudgil i Burak, 2013).

2.3. NEZASICENE MASNE KISELINE

2.3.1. Podjela i prehrambeni izvori

Masne kiseline se sastoje od ugljikovodi¢nog lanca koji sadrzi metilnu grupu i terminalnu
karbonilnu grupu. Njihove znadajke prvenstveno su odredene strukturom stoga se masne
kiseline dijele na zasi¢ene - bez dvostrukih veza (SFA), mononezasi¢ene - sa jednom
dvostrukom vezom (MUFA) i polinezasicene - sa dvije ili viSe dvostrukih veza (PUFA) (Roche,
1999). Nezasi¢ene masne kiseline se javljaju u dvije razli¢ite geometrijske konfiguracije, Cis i
trans. U cis-konfiguraciji atomi vodika se nalaze s iste strane, dok se u trans-konfiguraciji
nalaze sa suprotne strane dvostruke veze (Roche, 1999; Schwingshackl i Hoffmann, 2012).
Oleinska kiselina je jedna od najreprezentativnijih mononezasi¢enih n-9 masnih kiselina te je
ujedno i najprisutnija MUFA u prehrani sa zastupljeno$¢u oko 90 % od svih MUFA
(Schwingshackl i Hoffmann, 2012; Galan-Arriero i sur., 2017). Koli¢inski je najvise
zastupljena u biljnim uljima (uljana repica, badem 1 kikiriki) kao 1 Zivotinjskim tkivima te je
glavni sastojak bioloskih membrana (Delgado 1 sur., 2017). Mediteranska prehrana je poznata
kao prehrana s visokim unosom maslinovog ulja koje je izvor oleinske kiseline, dok je jo§
zastupljena u crvenom mesu, punomasnom mlijeku, orasastom vocu i drugom vocu sa visokim
udjelom masti kao §to su masline 1 avokado (Orsavova i sur., 2015). PUFA se dijele u dvije
kategorije (n-6 i n-3 masne Kkiseline, slika 4) koje ljudi ne mogu sintetizirati te su one esencijalne
I potrebno ih je unositi prehranom. Linolna kiselina (LA, 18:2n-6) i a-linolenska (ALA, 18:3n-
3) su glavne esencijalne nezasi¢ene masne kiseline (Roche, 1999). Brojne razlicite sjemenke i
njihova ulja sadrze znatne koli¢ine ALA te u tu skupinu spadaju laneno ulje, ulje uljane repice
1 soje te orasi. U manjim koli¢inama jo$ je prisutna u ulju kukuruza, suncokretovom ulju i ulju
Safranike, dok su navedena ulja glavni izvori LA (Calder, 2012). LA je takoder prisutna u
drugim biljnim uljima - ulju kikirikija, sjemenki pamuka, sjemenki grozda, sjemenki konoplje,

vvvvv

(Russo, 2009; Orsavova, 2015).
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CH3 COOH

Slika 4. Kemijska struktura omega 6 i omega 3 masnih kiselina (Vranesi¢ Bender, 2011)

2.3.2. Utjecaj na zdravlje

Masne kiseline sve su viSe prepoznate kao glavni bioloski regulatori koji su povezani sa
zdravstvenim statusom te pokazuju brojne vazne uloge u stani¢noj funkciji. Pravilna prehrana
je ona koja osigurava ravnotezu unosa n-6 i n-3 PUFA (Dunbar i sur., 2014). Esencijalne masne
kiseline se smatraju funkcionalnom hranom 1 nutraceuticima. Brojna istrazivanja su pokazala
da imaju znacajnu ulogu u mnogim biokemijskim putevima koji rezultiraju kardioprotektivnim
djelovanjem zbog antiaterogenog, antitrombotskog, protuupalnog, antiaritmijskog i
hipolipidemijskog ucinka te smanjuju rizik kardiovaskularnih bolesti, raka, osteoporoze i
dijabetesa. Vidljiv je njihov utjecaj na koncentraciju lipoproteina, fluidnost bioloSkih
membrana, funkciju membranskih proteina i receptora, regulaciju krvnog tlaka i metabolizam
minerala (Orsavova i sur., 2015). Linolna i a-linolenska masna kiselina se natjecu za isti enzim
(A-6 desaturazu) sa svrhom pretvorbe u arahidonsku (AA) odnosno eikozapentaensku (EPA) i
dokozaheksaensku (DHA) masnu kiselinu (Naughton 1 sur., 2016), ¢ija sinteza je prikazana na
slici 5 (Dunbar i sur., 2014). Dokazano je da je afinitet A-6 desaturaze veéi za ALA nego LA
(Orsavova i sur., 2015). Razlicita istrazivanja pokazuju razlicite postotake pretvorbe ALA u
DHA (0,01 - 10 %) iz Cega slijedi da je pretvorba ograni¢ena pa je prehrambene izvore EPA i

DHA potrebno uvrstiti u prehranu te se navodi da je kod odraslih osoba postotak pretvorbe
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znatno nizi u usporedbi sa malom djecom. (Brenna i sur., 2009; Swanson i sur., 2012; Dunbar
isur.,2014). EPA i DHA su n-3 dugolancane masne kiseline te su u velikim koli¢inama prisutne
u ribi (losos, haringa i1 pastrva) i1 Skoljkama te suplementima ribljeg ulja, a vazne su zbog
povoljnog ucinka na kardiovaskularnu i kognitivnu funkciju (Russo, 2009; Swanson 1 sur.
2012). Povecanje unosa LA vazan je Cimbenik koji utjeCe na zdravstveni status zbog
sposobnosti smanjenja ugradnje n-3 PUFA u fosfolipidnu membranu. Vazno je naglasiti da
visoke razine LA smanjuju pretvorbu ALA u DHA i EPA. lako obje vrste, i n-6 i n-3 masne
kiseline mogu biti prekursori upalnih medijatora, produkti n-3 masnih kiselina imaju slabija
upalna svojstva, a u nekim slu¢ajevima su i protuupalni (Naughton i sur., 2016). Eikozanoidi
koji se sintetiziraju iz EPA koja moze biti sintetizirana nakon unosa ALA, pokazuju suprotna
svojstva eikozanoidima koji su izvedeni iz arahidonske kiseline (AA). Eikozanoidi izvedeni iz
AA ukljucuju prostaglandin E2 (PGE2), tromboksan Az (TXAy), i leukotrien B4 (LTBa) te su
oni jaki vazokonstriktori 1 utje€u na agregaciju trombocita. S druge strane eikozanoidi
sintetizirani iz EPA, ukljucujuci prostaglandin Es (PGEz), tromboksan Az (TXAgz) i leukotrien
Bs (LTBs) slabije utje¢u na agregaciju trombocita te pokazuju slabiju kemotakti¢ku aktivnost.
Brojna istrazivanja su pokazala zastitnu ulogu n-3 PUFA kod upalnih bolesti crijeva zbog
protuupalnih svojstava (Reifen i sur., 2015). Mononezasi¢ene masne kiseline imaju zastitnu
ulogu 1usporavaju napredovanje koronarnih bolesti srca (Mahalle i1 sur., 2016). Povecani unos
jednostruko nezasic¢enih n-9 masnih kiselina je povezan sa smanjenjem bijesa 1 razdraZljivosti,
dok pridrZzavanje mediteranske prehrane koja je bogata oleinskom kiselinom utjece na

smanjenje boli kod osoba sa upalnim artritisom (Galan-Arriero i sur., 2017).
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Slika 5. Biosintetski putevi n-6 i n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (Dunbar i sur., 2014)
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2.4. SASTOJCI ZA PROIZVODNJU FUNKCIONALNIH PROIZVODA

2.4.1. Bucina pogaca
Bucina pogaca (slika 6) je nusproizvod u industriji jestivih ulja koji zaostaje nakon ekstrakcije
ulja, ali je nedovoljno iskoristena u ljudskoj prehrani. Tradicionalno se koristi kao sto¢na hrana

i gnojivo za tlo (Teh i Bekhit, 2015).

Slika 6. Bucina pogac¢a (Anonymous 1)

2.4.1.1 Kemijski sastav

Bucine kostice, iz kojih se dobiva pogaca su odli¢an izvor proteina te ulja koje je bogato
nezasi¢enim masnim kiselinama te uglavnom sadrzi linolnu i oleinsku masnu Kiselinu (Lazos,
1992; Milovanovi¢ 1 sur., 2014). Udio ulja, koji zaostaje nakon ekstrakcije iznosi 8,2 %, dok je
udio ukupnih vlakana 23,2 %. (Tarek-Tilistyak, 2014). Ukupni udio ugljikohidrata varira
izmedu 10 % i 20 %, te sadrzi znatne koli¢ine mineralnih tvari (Milovanovié i sur., 2014). Zbog
visokog sadrzaja proteina (60 — 65 %) bucina pogafa se moze koristiti za proizvodnju
proteinskih izolata ili koncentrata. U svome sastavu takoder sadrzi i fenolne komponente

(Vastag i sur., 2010).

2.4.1.2. Primjena u proizvodnji prehrambenih proizvoda

U radu Tarek-Tilistyak i sur., 2014. bucina pogaca je koriStena kao sastojak za obogacivanje
kruha, zajedno sa pogacom suncokreta, Zutog lana 1 oraha, koji moze posluziti kao alternativni
prehrambeni izvor za osobe koje vode racuna o svom zdravlju. Pogace se mogu koristiti i za
obogacivanje drugih pekarskih proizvoda i na taj naCin utjecati na povecanje ponude
funkcionalne hrane.

Bucina pogaca koristila se kao sastojak muffina u koli¢ini od 33 % kao zamjena za pSenicno
brasno te je time doprinijela pove¢anoj nutritivnoj vrijednosti. Muffini su bili ponudeni djeci u
starosti 7 - 12 godina, od kojih ih je 71 % okarakteriziralo kao ukusne ili vrlo ukusne (Biatek i
sur., 2016).
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2.4.2. Proso
Proso (slika 7) je vazna zitarica u zemljama u razvoju koja pokazuje povoljne karakteristike jer
je otporna na susu, Stetocine 1 bolesti te joj je potrebno kratko vrijeme za rast usporedujuéi sa

drugim zitaricama (Sarita i Ekta Singh, 2016).

Slika 7. Proso (Anonymous 2)

2.4.2.1. Kemijski sastav

Sastav prosa Cine ugljikohidrati (64,8 %), proteini (12,9 %), masti (3,8 %), vlakna (4,9 %) i
minerali (2,4 %). Proso je jo$ izvor fitokemikalija i antioksidanasa (Thilagavathi i sur., 2015).
Nutritivni sastav prosa omogucuje njegov blagotvorni utjecaj na zdravlje koji se o€ituje u

antimikrobnim, antioksidativnim 1 antidijabetickim svojstvima (Devi i sur., 2014).

2.4.2.2. Primjena u proizvodnji prehrambenih proizvoda

U mnogim africkim 1 azijskim podru¢jima proso se koristi kao glavni sastojak razlicite
tradicionalne hrane - kruha (fermentirani ili nefermentirani), kase, grickalica i napitaka koji
mogu biti alkoholni ili bezalkoholni (Kalinova, 2007; Saleh 1 sur., 2013). Glavni proizvodi koji
se dobivaju preradom prosa su: oljustena zrna, brasno i pahuljice za doru¢ak (Kalinova, 2007).
Preradom se nastoji povecati nutritivna vrijednost, poboljsati probavljivost i bioraspolozivost
nutrijenata i smanjenje anti-nutrijenata (Sarita i Ekta Singh, 2016). Brasno se koristi kao
djelomi¢na zamjena za pSeni¢no brasno u pripremi kruha, kolaca i tjestenine (Kalinova, 2007).
Sanderson i sur. (2017) su upotrijebili rafinirani proso za izradu novog proizvoda te su proizveli
kus-kus koji je sadrzavao vec¢i udio lipida i prehrambenih vlakana od kus-kusa dobivenog iz

pSenice.
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2.4.3. Heljda
Heljda (slika 8) se svrstava u pseudozitarice zbog sli¢nosti nacina upotrebe i kemijskog sastava
sa konvencionalnim Zitaricama. Izrazito je ekoloski prilagodljiva S$to joj omogucuje rast u

ekstremnim uvjetima (Ahmed i sur., 2014).

Slika 8. Heljda (Anonymous 3)

2.4.3.1. Kemijski sastav

Heljda u svom sastavu sadrzi brojne komponente, medu kojima su prisutni proteini (12 - 18,9
%), polisaharidi (glavna skladi$na komponeta je $krob koji je zatupljen u koli¢ini 63 — 66 %),
prehrambena vlakna (7 %), lipidi (1,5 — 4 %) - koji u svom sastavu sadrze najvise oleinske i
linolne masne Kiseline, rutin, polifenoli te minerali (2,2 - 3,5 %). Sadrzaj varira ovisno o
ekoloskim &imbenicima (Christa i Soral-Smietana, 2008). Zabiljezeno je da konzumiranje
heljde i njezinih proizvoda moze utjecati na brojne pozitivne zdravstvene ucinke:
antioksidativne, hipokolesterolemi¢ne, antidijabeticke, antikancerogene, protuupalne te utjecaj

na zastitu od neurodegenerativnih bolesti (Giménez-Bastida i Zielinski, 2015).

2.4.3.2. Primjena u proizvodnji prehrambenih proizvoda

Zrna heljde predstavljaju glavni oblik u kojem se ona konzumira. Oljustena zrna se koriste kao
pahuljice za dorucak ili se usitnjavaju u brasno koje se koristi za pripremu pekarskih proizvoda.
Przena zrna, koja su u sredi$njoj 1 isto¢noj Europi poznata pod nazivom ,,kasa* se kuhaju te se
koriste kao prilog uz jelo. U pekarskoj industriji se koristi u proizvodnji kruha, kolaca,
grickalica i rezanaca (Giménez-Bastida i sur., 2015). Moguca je njena primjena i u proizvodnji

probiotickih proizvoda (Matejéekova i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U ovom radu kao materijal koristili su se heljda, proso i bu¢ina pogaca usitnjeni pomocu
elektricnog mlina sa svrhom odredivanja utjecaja tretmana ultrazvukom na udio nezasi¢enih
masnih kiselina te netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana. Navedenim uzorcima takoder
je odreden i potpuni kemijski sastav. Bu¢ina pogaca i heljda nabavljene su u suradnji sa uljarom
,Poljo Posavec iz Dunjkovca. Proso je proizvod robne marke K-Bio ¢ija zemlja podrijetla je

Njemacka, a kupljen je u trgovackom lancu Kaufland.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Kemijski sastav heljde, prosa i bu¢ine pogace

3.2.1.1. Odredivanje kolicine vode
Koli¢ina vode u heljdi i prosu odreduje se metodom koja je odredena Pravilnikom o metodama
fiz.-kem. analize za Zita i mlinske proizvode 74/88 (ICC 110/1), dok se koli¢ina vode u bué¢inoj

pogaci odreduje prema AACC International Method 44 - 15.02.

Aparatura i pribor

1. metalna zdjelica sa standardiziranim poklopcem ® 55 mm, visine 15 mm, otporne na
koroziju

2. elektri¢ni suSionik, Thermo Scientific, HERATHERM OGS60 (Waltham, SAD)-

upotreba suSionika sa prisilnom cirkulacijom zraka je visoko preporucljiva zbog

osiguranja efikasnog suSenja 1 homogenije temperature. Brzina ventilatora mora biti

prilagodena suSenju praSkastih proizvoda unutar suSionika.

eksikator sa silicagelom i indikatorom zasic¢enosti

laboratorijska zlica

analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,001 g, KERN ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)

o o~ w

laboratorijski mlinac

Postupak rada
U prethodno osuSenu i izvaganu metalnu zdjelicu izvaze se 5 - 6 g mljevenog uzorka. Za

odredivanje koli¢ine vode u uzorcima heljde i prosa otvorena zdjelica s uzorkom i poklopcem
se stavi u suSionik zagrijan na 130 °C u trajanju od 90 minuta, dok se u uzorak bucine pogace
susi na 103 °C do postizanja konstantne mase. Nakon suSenja zdjelica se izvadi iz suSionika,

pokrije poklopcem te se stavi hladiti u eksikator. Nakon Sto se zdjelica s uzorkom ohladi, izvaze
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se. Za svaku sirovinu rade se dva paralelna uzorka te se kao rezultat uzima srednja vrijednost.

Koli¢ina vode u uzorku se prikazuje u postocima, a izracunava se prema formuli:

(mo-mi) x 100

mo

koli¢ina vode (%) =

[1]

Mo = masa uzorka, u g
M1 = masa uzorka nakon susenja, U g.

Dobiveni podaci o koli¢ini vode u uzorku koriste se za izracun udjela koli¢ine suhe tvari, koja

se prikazuje u postocima, a izraunava se prema formuli:

suha tvar (%) = 100 % - koli¢ina vode (%) [2]

3.2.1.2. Odredivanje sadrzaja dusika (proteina) po Kjeldahl-u

Sadrzaj proteina odreduje se prema normi HRN ISO 1871 : 1999 (ISO 1871 : 1975 (E)) ICC
105/2 i metodi AACC Method 46 - 12.

Reagensi

1. H2SO0s, koncentrirana (96 do 98 %), Carlo Erba (Milano, Italija)

2. NaOH, 40 % u destiliranoj vodi - 400 g krutog NaOH, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)
se otopi u 600 ml destilirane vode u obrocima (hladi se u hladnoj vodi jer je reakcija
izrazito egzotermna). Nakon hladenja dopuni se destiliranom vodom do 1 | i promijesa
se.

3. H3BOs, 4 % (40 g I') otopina u destiliranoj prokuhanoj vodi - 80 g borne kiseline, Poch
(Gliwice, Poljska) otopi se u otprilike 1500 ml vruce destilirane vode, pomijesa i doda
se jo$ vruce vode do otprilike 1800 ml. Otopina se ohladi na sobnu temperaturu i doda
se 25 ml bromkrezol-zelene otopine i 17,5 ml metilnog-crvenila. Nadopuni se do 2 | sa
destiliranom vodom i promijesa.

4. Kkatalizator : Kjeldahl-ove tablete (bez Zive i selena), 115348, Merck (Billerica, SAD)

5. HCI, 0,1 N titrival, Kefo (Sisak, Hrvatska) - pripremi se prema uputi proizvodaca
titrivala

e odredivanje faktora otopine (F) HCI (c = 0,1 mol I'Y) s Na,CO3
o Na2COs se osusi na 250 °C i ohladi se u eksikatoru

oodvaze se 0,15 - 0,2 g Na.COs na desetinu miligrama
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6.

7.

o otopi se u 100 ml vode

o titrira se kiselinom (¢ = 0,1 mol I'Y) uz metil-crvenilo do promjene boje
iz Zute u crvenu

o kuhanjem se istjera CO2 i ponovno se titrira do crvene boje

Faktor otopine se odredi prema formuli:

2 x 1000 x m (Na2CO
F — (Na2CO3) g [3]
V (HCI) ml x 106,004 x 0,1

obojeni indikator (kada se upotrebljava ru¢na ili kolorimetrijska titracija)
e metil-crvenilo, 1 %, Kemika (Zagreb, Hrvatska) - otopi se 100 mg u 100 ml 95
% alkohola
e bromkrezol-zeleno, 1%, Kemika (Zagreb, Hrvatska) - otopi se 100 mg u 100 ml
95 % alkohola

destilirana voda

Aparatura i pribor

1.

© o N o g bk~ wDN

laboratorijska vaga, KERN ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)

uredaj za mineralizaciju, FOSS (Hillerad, Danska)

Kjeldahl-ove kivete za mineralizaciju sa stalkom

efikasni sistem za odvod pare: aspirator ili proc€istac plina ili teku¢a voda.
uredaj za destilaciju, FOSS (Hillerad, Danska)

posudice za vaganje od nikla ili nehrdajuceg celika

25 ml birete (graduacija = 0,1 ml)

250 ml Erlenmayer tikvice

10 ml dispenzeta za koncentriranu H2SO4

10. 25 ml dispenzeta za bornu kiselinu

Postupak rada
Minerlizacija

U Tecator kivete metodom dvostrukog vaganja stavi se 1 g uzorka. U svaku kivetu se doda 1

tableta Kjeldahl katalizatora i 12 ml konc. sulfatne kiseline te se lagano mijesa dok se uzorak

potpuno navlazi kiselinom. Nakon toga stalak s epruvetama se stavi u digestijsku jedinicu za

mineralizaciju 1 ukljuci se sistem za odvod pare. Prvih 10 minuta spaljuje se uz maksimalan

protok vode, a nakon toga se protok vode smanji na 50 %. Mineralizacija je zavrSena nakon

otprilike 60 minuta, a tekucina u epruvetama je bistra i svjetlo-zelene boje. Epruvete se sa
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stalkom izvade iz digestijske jedinice i ostave hladiti zajedno s poklopcem do sobne
temperature. Nakon hladenja u svaku epruvetu stavi se 80 ml destilirane vode.

Priprema prihvatnih tikvica

Za vrijeme trajanja mineralizacije za svaki uzorak se pripremi jedna Erlenmayer tikvica od 250
ml te se u njih stavi 25 ml borne kiseline i 3 kapi indikatora.

Destilacija

Ukljuci se aparat za destilaciju, pusti se voda da se napuni generator pare (ventil ispuStanja vode
mora biti zatvoren) te se na postolje predvideno za prihvatnu tikvicu stavi prazna tikvica, a na
mjesto predvideno za Kjeldhalovu kivetu stavi se prazna kiveta. Pokrene se generator pare.
Nakon §to se u prihvatnu tikvicu skupi kondenzat, otvore se zastitna vratasca te se prihvatna
tikvica zamijeni tikvicom u koju je stavljeno 25 ml borne kiseline (destilacijska cjev¢ica mora
biti uronjena u otopinu), a Kjeldhalova kiveta se zamijeni kivetom u koju je stavljen spaljeni
uzorak i 80 ml destilirane vode te se ponovno zatvore vratasca. Dozira se 50 ml 40 %-tnog
NaOH u Kjeldhalovu kivetu i pokrene se destilacija koja se odvija oko 4 minute (do volumena
125 ml). Dobiveni destilat je zelene boje (ukazuje na prisustvo amonijaka) te mora biti hladan
jer u protivnom dolazi do gubitka amonijaka. Nakon zavrsetka destilacije, Kjeldhalova kiveta
se isprazni u izljev uz obilo pustanje hladne vode, a destilat se titrira kloridnom kiselinom te se
zabiljeZi utroSak.

Titracija kloridnom kiselinom

Titracija se vr$i pomocu birete koja je napunjena 0,1 N HCI-om te se titrira izravno u prihvatnu
tikvicu. Titracija je zavrSena kada se boja otopine promijeni u blijedo ruZicastu.

Izracun mase proteina

Masa proteina izracunava se na slijedeci nacin:

{ (a - b) x Nis x fiisx 1,4007}

% N = Muzorka [4]
a = volumen HCI utrosen za titraciju uzorka, u ml
b = volumen HCI utro$en za titraciju slijepe probe, u ml
N = molaritet kiseline
f = faktor kiseline
m = masa uzorka (talog u lon¢i¢u nakon susenja), u g
% bjelancevina= % N x F [5]

F = faktor za preracunavanje dusika u bjelancevine (6,25)
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3.2.1.3. Ekstrakcija masti po Soxhletu
Reagensi
1. petroleter, Carlo Erba (Milano, Italija)

Aparatura i pribor

1. aparatura po Soxhletu

papirnate ¢ahure

vata

staklene kuglice

laboratorijska vaga, KERN ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)
susionik, Instrumentaria, ST-01/02 (Zagreb, Hrvatska)

7. eksikator

Postupak rada
Ekstrakcija masti provodi se u aparaturi po Soxhletu prema metodi HRN EN ISO 650 : 2010.

o a ~ wDn

U tikvice sa okruglim dnom se stave 3 staklene kuglice. Na dno papirnate cahure se stavi malo
vate te se Cahura napuni uzorkom (prethodno osuseni talog) gotovo do vrha, a na vrh se ponovno
stavi vata. Cahura s uzorkom se stavi u ekstraktor. Ekstraktor je spojen sa tikvicom koja se
nalazi u kupelji, a s gornje strane je spojen na povratno hladilo koje sluzi za kondenzaciju
kapljica otapala koje ponovno pada na uzorak 1 na taj nacin se ekstrahira mast. Kao otapalo za
ekstrakciju koristi se petroleter koji se ulijeva kroz hladilo u koli¢ini da popuni oko 3/4
volumena tikvice. Uzorci se zagrijavaju na 150 °C u trajanju od 8 sati. Mast se skuplja u tikvicu,
a viSak otapala se izlije iz hladila te otpari iz tikvice. Nakon otparavanja otapala, tikvice s
ekstrahiranim mastima se suse u susioniku na 103 °C u trajanju od 1 sat, te se stave u eksikator
na hladenje 1 nakon toga se izvazu. Nakon vaganja ekstrahirani uzorci masti se ponovno stave

na suSenje u susionik na 30 minuta te se postupak ponavlja do postizanja konstantne mase.

3.2.1.4. Odredivanje udjela netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana
Za odredivanje udjela prehrambenih vlakana koristi se odmasc¢eni uzorak. Uzorci se odmaste

metodom po Soxhletu koja je opisana u poglavlju 3.2.1.3.

Reagensi

1. 96 %-tni etanol, Kefo (Sisak, Hrvatska)
2. 78 %-tni etanol - pripremi se tako da se u odmjernu tikvicu od 1 | stavi 179 ml destilirane
vode te se tikvica do oznake napuni 96 %-tnim etanolom

3. aceton, Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska)
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10.
11.

12.

13.

enzimi, Megazyme International Ireland (Wicklow, Irska) - ¢uvaju se na temp. 0 - 5 °C
e termostabilna a-amilaza (E-BLAAM); 3000 Ceralpha Units mI*
e proteaza (E-BSPRT); 50 mg mLt; 350 Tyrosine Units ml*!
e amiloglukozidaza (E-AMGDF); 200 pNP B-maltoside Units ml™* (ili 3,300 Units
ml* on soluble starch)
destilirana voda
Celite, Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)
otopina za pranje filter lonc¢i¢a, Labex, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
6,0 M otopina NaOH - 24 g NaOH, Lach-Ner (Neratovice, Ceska) se stavi u odmjernu
tikvicu od 100 ml te se tikvica nadopuni do oznake destiliranom vodom
otopina MES-TRIS pufera- svaki 0,05 M; pH = 8,2 pri 24 °C
e priprema - u odmjernoj tikvici od 2 | otopi se 1952 g 2(N-
morfolino)etansumporne kiseline (MES), Acros Organics (New Jersey, SAD) i
12,2 g tris(hidroksimetil)aminometana (TRIS), Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)
u 1,7 I destilirane vode. pH se postavi na vrijednost 8,2 pomoc¢u 6,0 M NaOH te
se tikvica nadopuni do oznake destiliranom vodom
37 %-tna otopina HCI, Carlo Erba (Milano, Italija)
0,561 M otopina HCI - 9,63 ml 37 %-tne otopine HCI-a se otpipetira u odmjernu tikvicu
od 200 ml u koju je prethodno stavljeno oko 100 ml vode te se nadopuni do oznake
destiliranom vodom
5 %-tna otopina NaOH (w/w)- u odmjernu tikvicu od 100 ml se stavi 5 g NaoH te se
otopi u 95 ml destilirane vode
5 %-tna otopina HCI (v/v)- 12,24 ml 37 %-tne HCI se stavi u odmjernu tikvicu od 100
ml u koju je prethodno stavljeno oko 50 ml destilirane vode te se nadopuni do oznake

destiliranom vodom

Aparatura i pribor

1.
2.
3.

staklene caSe
laboratorijske boce, 500 mli 11
stakleni filter lonc¢i¢i (50 ml, veli¢ina pora 40 - 60 um)
e priprema lonc¢i¢a za upotrebu:
o lonci¢i se stave u mufolnu pe¢ na 525 °C preko noci

o makne se Celite i pepeo koriste¢i vakuum
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o lonciéi se stave u Labex, otopinu za pranje na sobnu temperaturu u
trajanju od 1 h
o lonciéi se ispiru s vodom i destiliranom vodom
o za zadnje ispiranje Koristi se 15 ml acetona i loncic¢i se ostave suSiti na
zraku
o doda se 1 g Celite u posusene loncice i stavi ih se susiti na 130 °C u
susionik do konstantne mase
o lonciéi se hlade u eksikatoru oko 1 h, nakon toga ih se izvaze i zabiljezi
se masa
boca za odsisavanje, 500 ml
stakleni lijevak za filtraciju
gumeni prsten
izvor vakuuma
vodena kupelj s tresilicom, Stuart, SBS40 (UK)
laboratorijska vaga, KERN ALS 220-4N i KERN KB 2000-2N (Balingen, Njemacka)
10. staklena menzura, 50 i 500 ml
11. susionik, Thermo Scientific, HERATHERM OGS60 (Waltham, SAD)

© oo N o g b~

12. Stoperica

13. eksikator

14. pH metar, JENWAY 3510 (UK)

15. mikropipete (50 - 200 um i 5 ml) i nastavci, Eppendorf (Hamburg, Njemacka)
16. magnetska mijesalica, IKA® RT5 (Staufen im Breisgau, Njemacka)

17. $patula

18. jednokratna plasti¢na pipeta

19. mufolna pe¢

Postupak rada

Metoda za analizu netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana modifikacija je AACC 32 -
05.01 metode za odredivanje ukupnih prehrambenih vlakana (AACC 32 - 05.01) i AACC 32 -

21.01 metode za odredivanje topljivih/netopljivih prehrambenih vlakana.

Shematski prikaz metode odredivanja netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana prikazan je
u prilogu 2.
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Odredivanje netopljivih prehrambenih vliakana

U svaku od Cetiri laboratorijske boce (500 ml) izvaze se po 1 g prethodno odmasc¢enog uzorka
te se doda 40 ml otopine MES-TRIS pufera. Slijepa proba pripremi se na isti na¢in samo bez
uzorka i pripremi se u dvije laboratorijske boce. Nakon dodatka pufera u svaku bocu stavi se
magnet te se boce stave mijesati na magnetsku mijesalicu (MOT = 1,5) dok se uzorak ne otopi.
U iste boce, mijeSajuéi na magnetskoj mijesalici, doda se 50 ul otopine termostabilne a-amilaze.
Boce se poklope sa ¢epom (ne zatvara se do kraja), stave u vodenu kupelj sa tresilicom (jacina
postavljena na 120) te se konstanto mijeSaju na 98 — 100 °C i inkubiraju 30 min. (Slijepa proba
i kontrolna bucina pogaca analizirane su na taj nain. Ostali uzorci su se stavili u lonac sa
kipu¢om vodom koja se zagrijavala na reSou te su bili mijeSani ru¢no svakih 5 min). Nakon
zavrSetka inkubacije uzorci se izvade iz vodene kupelji i ohlade se na otprilike 60 °C. Sa stijenki
boca sastruze se prsten pomocu Spatule te se Spatula i stijenka isperu sa 10 ml destilirane vode
koriste¢i pipetu. Temperaturu vodene kupelji potrebno je podesiti na 60 °C na nacin da se iz
kupelji odlije nesto vode i doda se hladna voda. U ohladene uzorke doda se 100 ul otopine
proteaze te se boce poklope sa ¢epom (ne zatvara se do kraja) i stave se u vodenu kupelj sa
konstantnim mijeSanjem u trajanju od 30 min. Vrijeme se po¢ne mjeriti kada temperatura u
kupelji dosegne 60 °C. Nakon zavrSene druge inkubacije zaustavi se mijeSanje, a boce se ostave
u kupelji kako bi se podesila pH vrijednost na 4,1 - 4,8. U svaku bocu doda se 5 ml 0,561 M
otopine HCl-a te se za konac¢no postavljanje pH vrijednosti dodaje nekoliko kapi (otprilike 5 -
10) 5 %-tne otopine HCl-a pomocu jednokratne plastiéne pipete. Nakon $to se podesi pH
vrijednost, u boce se doda po 200 pl otopine amiloglukozidaze, poklopi se ¢epom (ne zatvara
se do kraja) i ostavi se inkubirati u vodenoj kupelji sa konstantnim mijeSanjem na 30 min.
Vrijeme se po¢ne mjeriti kada temperatura u kupelji dosegne 60 °C. ZavrSetkom trece
inkubacije uzorci idu na vakuum filtraciju. Vakuum filtracija provodi se na nacin da je boca za
odsisavanje spojena na izvor vakuuma te se filtracija vrsi preko staklenih loncica. Prije filtracije
uzorka potrebno je rasporediti Celite po lonc¢i¢u koriste¢i nekoliko mililitara destilirane vode
koja se zatim usisa. Lon¢i¢i s Celitom su prethodno izvagani i zabiljezena im je masa. Uzorak
iz boca koje su se inkubirale u vodenoj kupelji se filtrira kroz lon¢i¢ u odsisnu bocu. Talog koji
je zaostao u boci se ispire sa 4 x 5 ml destilirane vode koja je zagrijana na 70 °C. Filtrat i voda
prebace se iz boce za odsisavanje u Cistu, izvaganu laboratorijsku bocu (1 I) te se kasnije koriste
za odredivanje topljivih prehrambenih vlakana. Talog u lon¢icu ispere se sa 2 X 10 ml 96 %-
tnog etanola i acetona. Nakon ispiranja taloga u lon¢icu, lon¢i¢ se stavi u susionik na 103 °C te

se susi preko noc¢i. Osuseni lonci¢ stavi se u eksikator, a nakon hladenja se izvaze 1 zabiljezi se
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masa. Masa taloga izraCuna se na nacin da se oduzme masa loncica i Celita od mase osusenog
lonc¢i¢a i Celita sa uzorkom. Za izracun netopljivih vlakana potrebno je odrediti koli¢inu
proteina (metoda je opisana u poglavlju 3.2.1.2.) i pepela (metoda je opisana u poglavlju
3.2.1.6.).

Odredivanje topljivih prehrambenih vilakana

Za odredivanje topljivih prehrambenih vlakana koristi se uzorak (filtrat i voda) koji je skupljen

u prethodno izvaganu laboratorijsku bocu (1 ) prilikom odredivanja netopljivih vlakana.

Boca sa skupljenim uzorkom se izvaze te se izracuna masa uzorka. Dobivena masa koristi se
za izra¢un potrebnog volumena 96 %-tnog etanola, zagrijanog na 60 °C koji se dodaje u bocu
sa uzorkom u volumenu koji je 4 puta ve¢i od mase uzorka. Nakon dodatka etanola uzorak se
ostavi stajati na sobnoj temperaturi 1 h u svrhu talozenja topljivih prehrambenih vlakana (slika
9). Prije filtracije uzorka potrebno je rasporediti Celite po lon¢i¢u koriste¢i nekoliko mililitara
(oko 15 ml) 78 %-tnog etanola koji se zatim usisa. Lon¢i¢i s Celitom su prethodno izvagani i
zabiljezena im je masa. Uzorak se filtrira kroz lon¢i¢. Za kvantitativno prenoSenje 1 ispiranje
ostatka taloga iz boca u lon¢i¢ koristi se Spatula i 78 %-tni etanol. Nakon filtracije talog se
ispere sa 2 x 15 ml 78 %-tnog etanola, 96 %-tnog etanola i acetona. Isprani talog u lon¢i¢u susi
se u susioniku preko no¢i na 103 °C. Osuseni lonci¢ stavi se u eksikator, a nakon hladenja se
izvaze 1 zabiljeZi masa. Masa taloga izracuna se na nacin da se oduzme masa lonci¢a i Celita
od mase osuSenog lonci¢a i Celita sa uzorkom. Za izrac¢un topljivih prehrambenih vlakana
potrebno je izracunati koli¢inu proteina i pepela na jednak nacin kao i kod netopljivih

prehrambenih vlakana.

Slika 9. Fotografija taloZenja topljivih prehrambenih vlakana bucine pogace
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3.2.1.5. Odredivanje sadrzaja Seéera volumetrijski po Luff-Schoorl-u

Sadrzaj Secera odreduje se prema metodi Egan i sur. (1981).

Reagensi

1. reagens za bistrenje po Carrezu

Carrez | - u odmjernu tikvicu od 100 ml otopi se 21,95 g cinkova acetata (Zn
(CH3sCO0O)2 x 2H20) ili 24 g cinkova acetata (Zn(CHsCOO), x 3 H20) i 3 g
ledene (glacijalne) octene kiseline te se dopuni do oznake destiliranom vodom

Carrez Il - u odmjernu tikvicu od 100 ml otopi se 10,6 g kalijeva
heksacijanoferata (KsFe(CN)s X 3 H20) te se dopuni do oznake destiliranom

vodom

2. otopina kompleksa bakra po Luff-Schoorlu (Luffov reagens)

otopina bakrenog sulfata - 25 g bakrenog sulfata (CuSO4 x 5H20) ili 16 ¢
bezvodnog bakrenog sulfata se otopi u 100 ml destilirane vode

otopina limunske kiseline - 50 g limunske kiseline (CsHsO7 x H20) otopi se u
50 ml destilirane vode

otopina natrijeva karbonata- 143 g bezvodnog natrijeva karbonata (Na.COs3) ili
338 g kristalnog natrijevog karbonata (Na2COs x 10 H20) se otopi u 300 - 400
ml mlake destilirane vode i ohladi se

priprema u odmjernu tikvicu od 1000 ml stavi se otopina natrijevog karbonata i
uz oprezno mijeSanje doda se otopina limunske kiseline. MijeSa se do nastanka
ugljikovog dioksida te se doda otopina bakrenog sulfata i dopuni do oznake.
Pripremljena otopina se ostavi preko no¢i i ako je potrebno se filtrira. Kontrolira
se molaritet: ¢ (Cu) = 0,1 mol I':; ¢ (1/2 Na,CO3) = 2 mol I

3. 30 %-tna otopina KJ (kalij jodid) - U odmjernu tikvicu od 100 ml odvaze se 30 g KJ,

Carlo Erba (Milano, Italija) te ga je potrebno dobro otopiti i dopuniti destiliranom

vodom do oznake. Otopina se priprema na dan koriStenja.

4. 6 mol I otopina H2SO4 (sumporna kiselina) - U odmjenu tikvicu od 1000 ml do

polovine se stavi destilirana voda. Nakon toga ulije se 323 ml konc. sumporne kiseline,

Carlo Erba (Milano, Italija) te je otopinu potrebno ohladiti. Uz hladenje se dodaje

preostala koli¢ina destilirane vode do oznake.

5. 0,1 M otopina Na>S;03 (natrij-tiosulfata) - 25 g natrijevog tiosulfata, Gram-Mol

(Zagreb, Hrvatska) (Na2S203 x 5 H20 p.a.) otopi se u odmjernoj tikvici od 1000 ml u

prokuhaloj destiliranoj vodi. Nakon toga doda se oko 0,2 g Na>COs ili se koristi titrival
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po uputi proizvodaca. Otopina se Cuva u tamnoj boci i nakon 10 dana otopini se odreduje
molaritet

2 %-tna otopina Skroba - U 1 | vrele vode doda se 5 g topivog Skroba izmijeSanog sa 30
ml vode. Otopina se kuha 3 minute, ohladi te moze dodati 10 mg merkuri joda kao
konzervansa.

0,1 mol I otopina NaOH (natrij hidroksid) - pripremi se prema uputi proizvodaca
titrivala, Kefo (Sisak, Hrvatska)

0,1 mol I't HCI (kloridna Kiselina) - pripremi se prema uputi proizvodaga titrivala, Kefo
(Sisak, Hrvatska)

1 %-tna otopina fenolftaleina u etanolu - U odmjernu tikvicu od 100 ml odvaze se 1 g
fenolftaleina, Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska). Fenolftalein je potrebno dobro otopiti u

etanolu i dopuniti etanolom do oznake.

10. koncentrirana HCI (kloridna kiselina), Carlo Erba (Milano, Italija)

11. 1 mol I* otopina NaOH (natrijeva luzina), Kefo (Sisak, Hrvatska)

Aparatura i pribor

1.

© 0o N o g Bk~ w DN

vaga (mjerno podruéje: 0,1 mg)

staklena ¢asa, 400 ml

mlin

Bunsenov plamenik

azbestna mrezica i tronozac

Erlenmayer tikvica s bruSenim ¢epom od 300 ml
povratno hladilo

odmjerne tikvice od 100, 250 i 1000 ml

vodena kupelj

10. pipete od 10 i 25 ml

Postupak rada
Kontrola reagensa po Luff-Schoorlu

Otpipetira se 25 ml reagensa, doda se 3 g kalijeva jodida i 25 ml 6 mol I'* sumporne
kiseline. Titrira se 0,1 mol I* otopinom natrijeva tiosulfata, uz prisutnost §kroba koji se
dodaje pri kraju titracije. Koli¢ina utro$enog 0,1 mol I natrijevog tiosulfata mora
iznositi 25 ml (ako ne iznosi 25 ml treba dodati jos bakrenog sulfata).

U odmjernu tikvicu od 100 ml otpipetira se 10 ml reagensa i do oznake se dopuni s
vodom. U konusnoj tikvici pomijesa se 10 ml razrijedenog reagensa sa 25 ml 0,1 mol I

! Kloridne kiseline i 10 minuta se zagrijava na vreloj vodenoj kupelji. Nakon toga
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otopina se ohladi i dopuni svjeze prokuhanom vodom do pocetnog volumena, a zatim
se titrira 0,1 mol I otopinom natrijevog hidroksida uz dodatak fenolftaleina. Koli¢ina
utroSene otopine natrijevog hidroksida mora iznositi izmedu 5,5 i 6,5 ml.

e Otpipetira se 10 ml razrijedenog reagensa i titrira se sa 0,1 mol I otopinom kloridne
kiseline, uz dodavanje fenolftaleina do nestanka ljubicaste boje. Koli¢ina utroSene
otopine klorovodi¢ne kiseline mora iznositi izmedu 6 i 7,5 ml.

e pH vrijednost Luffova reagensa na temperaturi od 20 °C iznosi 9,3 - 9,4

Priprema uzorka

Oko 100 g uzorka se samelje u malom mlinu. U ¢asu od 400 ml odvaze se 5 - 10 g uzorka i
doda se 200 ml vode. Za odstranjivanje balastnih tvari doda se 5 ml otopine Carrez 1i 5 ml
otopine Carrez II. Nakon svakog dodavanja, sadrzaj se dobro pomijesa. Cjelokupna koli¢ina se
prenese u odmjernu tikvicu od 250 ml, dopuni se do oznake, promijesa i filtrira. To je filtrat I.
Odredivanje reduciranih (prirodnih) Secera-prije inverzije

U odmjernu tikvicu od 100 ml otpipetira se 25 ml filtrata | i do oznake se dopuni destiliranom
vodom. U konusnu tikvicu od 300 ml otpipetira se 25 ml Luffove otopine, doda 25 ml
razrijedenog filtrata I (treba sadrzavati od 15-60 mg Secera). Konusna tikvica se do vrenja (koje
treba zapoceti nakon dvije minute) zagrijava izravno na plameniku. Vrenje se nastavlja na
azbestnoj mrezici s okruglim otvorom promjera 6 - 7 ¢cm, a konusna tikvica se spoji sa
povratnim hladilom. Od pocetka kljuanja kuha se to¢no 10 minuta, nakon ¢ega se sadrzaj
tikvice hladi pod mlazom vode. Nakon 5 minuta doda se 10 ml otopine KJ i postupno 25 ml 6
mol I otopine sumporne kiseline. Nakon toga titrira se 0,1 mol I* otopinom natrijeva tiosulfata
uz neprekidno mijeSanje, do pojave zute boje. Zatim se doda nekoliko mililitara Skroba 1 nastavi
se titrirati natrijevim tiosulfatom, kap po kap, dok se plava boja potpuno ne izgubi.

U istim se uvjetima mora obaviti i slijepa proba sa istom koli¢inom Luffova reagensa, samo
Sto se umjesto razrijedenog filtrata I dodaje 25 ml vode.

Odredivanje ukupnih reduciranih Sec¢era — nakon inverzije (hidrolize)

U odmjernu tikvicu od 100 ml otpipetira se 10 ml filtrata I, razrijedi se priblizno sa 30 ml
destilirane vode i doda se 0,5 ml koncentrirane kloridne kiseline. Odmjerna tikvica sa sadrzajem
se stavi na vrelu vodenu kupelj invertirati 30 minuta, a zatim se neutralizira sa 1 mol I*
otopinom natrijevog hidroksida, uz dodatak fenolftaleina kao indikatora. Nakon neutralizacije
tikvica se dopuni do oznake destiliranom vodom. Daljnji postupak je isti kao pri odredivanju
reduciranih Secera.

Ukupni reducirani Seceri izraCunavaju se nakon hidrolize.
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nereducirajuci Secer = ukupni reducirani Secer — reducirani Secer [6]

(invertni Secer) (nakon hidrolize) (prije hidrolize)

Izracunavanje sec¢era po Luff-Schoorl-u

Za izraCunavanje Secera koristi se tablica 3 (empirijska).

Tablica 3. Izracunavanje Secera po Luff-Schoorl-u (Egan i sur., 1981)

0,1 M tiosulfat Glukoza, fruktoza Laktoza Maltoza
ili invertni Secer
ml mg razlika mg razlika mg razlika
1 2.4 - 36 - 39 -
2 4.8 24 7.3 3.7 7.8 3,9
3 72 24 11,0 3.7 11,7 3,9
4 97 25 14,7 37 15,6 3,9
5 12,2 25 18,4 37 19,6 4.0
6 147 25 221 37 235 39
7 17,2 25 258 37 275 4.0
8 198 26 205 37 315 40
9 224 26 332 37 355 40
10 250 26 37,0 38 395 4.0
11 276 26 40,8 3.8 43,5 4.0
12 30,3 27 4416 38 47,5 4.0
13 33,0 27 48 4 38 51,6 41
14 357 27 522 38 55,7 41
15 385 28 56,0 38 59,8 41
16 413 28 509 39 63,9 41
17 442 29 63,8 39 68,0 41
18 471 29 67,7 39 72,2 42
19 50,0 29 1.7 40 75,5 43
20 53,0 3,0 75,7 40 809 4.4
21 56,0 3,0 79,8 41 854 45
22 59,1 31 839 41 90,0 46
23 622 31 88,0 41 946 46

Primjer izracuna

U postupku je odvagano 10 g uzorka, a razrjedivanje je obavljeno na ovaj nacin: 10 g
razrijedeno je do 250 ml, od toga je otpipetirano 10 ml i razrijedeno do 100 ml. Za konacni
postupak otpipetirano je 25 ml.

Odredivanje ukupnih reduciranih se¢era — nakon inverzije (hidrolize) - primjer

Za titraciju slijepe probe (SP) utroseno je 24,9 ml 0,1 mol I* otopine Na,S,0s3, a za titraciju
pokusa (P) utroseno je 9,9 ml iste otopine, tako da razlika iznosi (SP-P) 15 ml, §to odgovara

vrijednosti od 38,5 mg ukupnih reducirajucih Se¢era nakon hidrolize iz tablice 3.

30



. . 250 x 100 x 38,5 mg x 100
% ukup.red. Secera nakon hidrolize = =385%

10 g x 10 ml x 25 x 1000

] ) 250 x 100 x 9,7 mg x 100
% prirodnog inverta = =3,88 %

10 g x 25 ml x 25 x 1000

% saharoze = (% ukupnog red.Se¢era — % reduciranih Secera) x 0,95 [7]

3.2.1.6. Odredivanje kolicine pepela

Koli¢ina pepela u koriStenim sirovinama odreduje se metodom koja je odredena Pravilnikom o
metodama fiz.-kem. analize za Zita i mlinske proizvode 74/88 i HRN EN ISO 2171 : 2010
normom. Metoda za odredivanje pepela modificirana je i radena prema protokolu za
odredivanje prehrambenih vlakana - AACC 32 - 05.01 metode za odredivanje ukupnih
prenhrambenih vlakana i AACC 32 - 21.01 metode za odredivanje topljivih/netopljivih

prehrambenih vlakana (Megazyme International Ireland, 2016).

Aparatura i pribor

1. posuda za spaljivanje, ravnog dna, od platine, kremenog pijeska (kvarca) ili porculana,
promjera 50 mm do 55 mm i visine od 15 mm do 20 mm

eksikator sa silicagelom i1 indikatorom zasi¢enosti

ploca s elektriénim zagrijavanjem ili Bunsenov plamenik

analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g , KERN ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)
mufolna pe¢ s regulatorom temperature i dovoljnim strujanjem zraka

termorezistentna ploca

N o a DD

laboratorijska klijesta

Postupak rada

Ociscene posude za spaljivanje se zare u mufolnoj pe¢i oko 15 minuta na 900 °C do konstantne
mase te se hlade u eksikatoru najmanje 1 h do sobne temperature i izvazu se.

Izvaze se 5 - 6 g samljevenog uzorka i ravnomjerno se rasporedi u iZarene i izvagane posude za
spaljivanje. Za postizanje ujednaenog izgaranja proizvoda, sadrzaj u posudi se neposredno

prije izlaganja moze navlaziti sa 1 - 2 mL etanola. Posuda sa izvaganim uzorkom najprije se
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zagrijava na pocetnom dijelu mufolne peci ili na elektri¢noj plo¢i ili Bunsenovom plameniku.
Kad se sadrzaj u posudi ugljenizira, posuda se prenosi u mufolnu pe¢ prethodno zagrijanu na
525 °C +/- 20 °C. Izgaranje se smatra zavrSenim kad je ohladeni uzorak bijele boje. Kad se
izgaranje zavrsi, posuda se hladi 1 minutu na termorezistentnoj plo€i, a zatim u eksikatoru do
sobne temperature. Nakon hladenja, uzorak se brzo izvaze.

Izracun kolicine pepela

Koli¢ina pepela iskazuje se prema postocima mase prema suhoj tvari i izraCunava prema

formuli:

koli¢ina pepela (% m/m) = m, x = x 1:)(())0 18]
mg -V

Mo = masa ispitanog uzorka, u g

m1 = masa ostatka, u g

v = koli¢ina vode u ispitanom uzorku, u %

3.2.1.7. Odredivanje sadrzaja raspolozivih ugljikohidrata

Udio raspolozivih ugljikohidrata u ovom radu je odreden racunski, oduzimanjem mase vode,
masti, proteina, pepela, reducirajucih Secera i vlakana od ispitivane koli¢ine namirnica (100 g).
lako reducirajuci Seceri pripadaju raspolozivim ugljikohidratima, radi boljeg razumijevanja

kemijskog sastava ispitivanih uzoraka, reducirajuci $eceri su prikazani kao posebna kategorija.

3.2.2. Odredivanje utjecaja tretmana ultrazvukom na sastav nezasi¢enih masnih kiselina heljde,
prosa i bucine pogace
3.2.2.1. Priprema uzoraka

Reagensi

1. destilirana voda
2. 96 %-tni etanol, Kefo (Sisak, Hrvatska)

Aparatura i pribor

mlin, FOSS, CT 193 Cyclotec™ (Hillered, Danska)
laboratorijska vaga, KERN, ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)
staklene ¢aSe, 600 ml

ultrazvuk, Hielscher, UP400St (Teltow, Njemacka) sa sondom od titanija (d = 22 mm)

o > w0 e

magnetska mijesalica, IKA® C-MAG HS 7 (Staufen im Breisgau, Njemacka)

32



6. termometar, IKA® ETS-D5 (Staufen im Breisgau, Njemacka)

7. laboratorijske boce

8. centrifuga, Hettich ZENTRIFUGEN, ROTINA 35 (Tuttlingen, Njemacka)
9. plasti¢ne epruvete za centrifugu

10. metalna zlica

11. Petrijeve zdjelice

12. susionik, instrumentaria, ST-01/02 (Zagreb, Hrvatska)

Postupak rada

Za odredivanje udjela nezasi¢enih masnih kiselina koristi se sirovina (bras$no) koja je usitnjena
u mlinu. Uzorci za analizu (suspenzija) pripreme se na nacin da se izvaze 45 g brasna u staklenu
¢asu od 600 ml te se doda 300 ml 50 %-tne vodene otopine 96 %-tnog etanola (150 ml
destilirane vode i 150 ml 96 %-tnog etanola). Kontrolni uzorci za sve tri sirovine se pripreme
na nacin da se mijeSaju na magnetskoj mijesalici podeSenoj na MOT = 1,5 na sobnoj temperaturi
te na temperaturi od 55 °C u trajanju od 20 minuta. Uzorci tretirani ultrazvukom pripreme se
tako da se u suspenziju uroni ultrazvu¢na sonda od titanija promjera 22 mm, 24 kHz, snage 400
W pri amplitudi od 100 %, te je tretman trajao 5, 10 i 20 minuta. Nakon toga uzorak se prebaci
u 6 plasti¢nih epruveta za centrifugu (masa ¢ahure i uzorka 55 - 65 g) te se centrifugira 15
minuta na 10 000 okretaja. Nakon centrifugiranja talog se ravnomjerno rasporedi u Petrijeve
zdjelice te se stavi na susSenje u suSionik na 60 °C u trajanju od 1,5 h. OsuSeni talog se koristi
za ekstrakciju masti / odmasé¢ivanje, kao $to je opisano u poglavlju 3.2.1.3 te nakon

odmascivanja za analizu sadrzaja vlakana (poglavlje 3.2.3.)

3.2.2.2. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Reagensi

1. izooktan, J.T.Baker (Deventer, Nizozemska)

2. 2 M metanolna otopina KOH, Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska)

3. Na-hidrogensulfat monohidrat, Acros Organics (New Jersey, SAD)
Aparatura i pribor

1. staklene epruvete sa cepom

2. laboratorijska vaga, KERN ALS 220-4N (Balingen, Njemacka)

3. vortex, IKA® MS 3 basic (Staufen im Breisgau, Njemacka)

4. mikropipete (5 ml, 1 ml, 200 pl) i nastavci, Eppendorf (Hamburg, Njemacka)
5. HPLC vijalice
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Postupak rada

Prethodno ekstrahirani uzorci masti koriste se za odredivanje udjela nezasi¢enih masnih
kiselina te ih je potrebno prevesti u oblik metilnih estera koji su hlapljivi, kako bi se mogla
provesti analiza plinskom kromatografijom. Priprema metilnih estera radi se prema metodi
HRN EN ISO 5009 : 2004.

U staklenu epruvetu izvaze se 60 mg uzorka masti te se doda 4 ml izooktana. Nakon toga doda
se 200 pl 2 M metanolne otopine KOH te se vortexira 30 sekundi. U smjesu se doda 1 g Na-
hidrogensulfat monohidrata i provortexira se. Bistra otopina gornjeg sloja (1 ml) se prebaci u

HPLC vijalicu te se koristi za analizu na plinskom kromatografu.

3.2.2.3. Analiza metilnih estera masnih kiselina plinskom kromatografijom
Reagens

1. izooktan, J.T.Baker (Deventer, Nizozemska)

Aparatura i pribor

1. plinski kromatograf, ATI Unicam 610 (Cambridge, Engleska)
e uvjeti rada:
o kolona - kapilarna TR-FAME (Thermo), 30 m x 0,22 mm, debljina filma
0,25 pm; stacionarna faza — 70 % cijanopropil-polisilfenilen siloksan
o temperatura kolone - programirana (120 °C do 160 °C — 4 °C min™, 160
°C do 190 °C - 10 min%, na 190 °C zadrzava se 10 min)
o plin nosioc - helij
o protok plina nosioca - 0,7 ml min
o temperatura injektora - 250 °C
o split—1:75
o temperatura detektora — 280 °C
o koli¢ina injektiranog uzorka- 1,0 pl
2. mikroinjektor, Hamilton Bonaduz, Microliter "™ #701 (Bonaduz, Svicarska)

3. racunalo s instaliranim 4880 softverom (Unicam 4880 Chromatography Dana System)

Postupak rada

Analiza estera masnih kiselina vrsi se prema metodi HRN EN ISO 5508 : 1999.

Za odredivanje sastava masnih kiselina koristi se plinski kromatograf koji je opremljen sa

injekcionim sustavom, pe¢nicom i plameno-ionizijskim detektorom (FID) koji je preko kanala
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spojen na rac¢unalo. Uvjeti analize zadani su kompjuterskim sustavom nakon provedenih
preliminarnih ispitivanja po kojima su odabrani optimalni uvjeti (temperatura kolone, detektora

1 injektora, koli¢ina injektiranog uzorka te protok plina).

Uzorci se unose u injektor pomoc¢u mikroinjektora u koli¢ini od 1 ul. Kao bazna otopina koristi
se izooktan. Za svaki pripremljeni uzorak rade se dvije paralelne probe te se kao rezultat uzima
srednja vrijednost. Rezultati sastava masnih kiselina prikazani su graficki, kromatogramom
(Prilog 1). Identifikacija pojedinih masnih Kkiselina provodi se usporedbom vremena
zadrzavanja metilnih estera standardne smjese 18 masnih kiselina (F.A.M.E.) poznatog sastava.
Kvantitativni sastav masnih kiselina izratuna se prema metodi normalizacije povrsina koja je

takoder kompjuterski odabrana.

3.2.3. Odredivanje utjecaja tretmana ultrazvukom na udio netopljivih i topljivih prehrambenih
vlakana

Metoda odredivanja netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana opisana je u poglavlju 3.2.1.4.
Prije odmaséivanja uzorci tretirani ultrazvukom (trajanje tretmana 20 min pri 100 % amplitude)

i netretirani uzorci pripreme se na na¢in koji je opisan u poglavlju 3.2.2.1.

3.2.4. Obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata napravljena je u programu Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
SAD). Izracun podataka u tablicama i grafovi su napravljeni u programu Excel 2016. Za izracun
udjela netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana u koristio se Megazyme Mega-Calc™
(prilog 3) koji je preuzet s internetske stranice www.megazyme.com. Rezultati mjerenja
izrazeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, a za usporedbu uzoraka
koriStena je analiza varijance (ANOVA), s Tukey post-hoc testom. Kao granica statisticke

znacajnosti postavljena je vrijednost za p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu odredivao se utjecaj tretmana mljevenog zrna heljde i prosa te bucine pogace
ultrazvukom visokog intenziteta na udio nezasi¢enih masnih kiselina te udio njihovih topljivih
i netopljivih vlakana. Tretman UVI (snage 400 W, 100 % amplitude) je proveden uranjanjem
ultrazvucne sonde u trajanju 5, 10 ili 20 minuta u suspenziju pripremljenu iz 45 g brasna i 300
ml 48 %-tnog etanola. Ovdje je potrebno napomenuti da, iako je primjenjena snaga UVI bila
400 W to nije stvarna snaga prenesena na uzorak jer ona ovisi o koncentraciji, volumenu i
specifi¢noj toplini uzorka. Kod kontrolnog uzorka se, umjesto uranjanja ultrazvu¢ne sonde,
suspenzija mijeSala na magnetskoj mijesalici bez grijanja i sa grijanjem na 55 °C u trajanju od
20 minuta. Nakon tretmana UVI, suspenzija je podvrgnuta centrifugiranju te se dobiveni talog
nakon susenja koristio za ekstrakciju masti metodom po Soxhletu. Ekstrahirana mast koristila
se za pripremu metilnih estera masnih kiselina koji su se koristili za odredivanje udjela
nezasic¢enih masnih kiselina pomocu plinske kromatografije, dok je preostali kruti uzorak

koriSten za odredivanje topljivih 1 netopljivih vlakana.

Ovo istrazivanje je direktan nastavak na istrazivanje provedeno i prikazano u diplomskom radu
(Braje, 2017) u kojem je pod istim uvjetima i na istim uzorcima ispitivan utjecaj UVI na
oslobadanje slobodnih fenolnih spojeva i antioksidanasa. Istrazivanjem se Zelio dalje ispitati
uc¢inak UVI na pojedine komponente bucine pogace, heljde 1 prosa, kako bi se utvrdio smjer

njegovog djelovanja (pozitivan, negativan ili neutralan).

Rezultati utjecaja tretmana ultrazvukom na udio nezasi¢enih masnih kiselina su prikazani u
postocima ukupnih masnih kiselina, i to kao srednja vrijednost paralelnih uzoraka sa

standardnom devijacijom.

Rezultati utjecaja tretmana ultrazvukom na udio netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana
prikazani su na grafovima, i iskazani u postocima kao srednja vrijednost paralelnih uzoraka na

suhu tvar odmaséenih uzoraka sa standardnom devijacijom.

Osim utjecaja UVI na sastav 1 udio nezasi¢enih masnih kiselina te topljivih 1 netopljivih
vlakana, odreden je i kemijski sastav bu¢ine pogace, prosa i heljde. Rezultati su prikazani u
postocima na suhu tvar sirovine u tablici za bucinu pogacu, dok su za proso i heljdu prikazani
pomocu grafova. U tablici 4 su sumirano prikazane koriStene metode za odredivanje udjela

pojedinih sastojaka navedenih sirovina.
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Tablica 4. Prikaz metoda za odredivanje pojedinih sastojaka ispitivanih namirnica

Ispitivani sastojci Metoda odredivanja
voda/suha tvar susenje (gravimetrijska metoda)
proteini metoda po Kjeldahl-u
masti metoda po Soxhletu
ugljikohidrati podaci dobiveni razlikom ostalih sastojaka
vlakna enzimsko-gravimetrijska metoda
ukupni reducirajuéi Seceri volumetrijska metoda po Luff-Schoorl-u
pepeo spaljivanje (gravimetrijska metoda)

4.1. KEMIJSKI SASTAV HELJDE, PROSA i BUCINE POGACE

U ovome radu odreden je kemijski sastav ispitivanih sirovina te su rezultati prikazani u daljnjim
tablicama i slikama. Kemijski sastav je odreden s ciljem utvrdivanja potencijalnog koristenja
heljde, prosa i bu¢ine pogacée u proizvodnji funkcionalnih proizvoda. Iako literaturni podaci o
kemijskom sastavu prosa i heljde postoje, podaci o hranjivom sastavu bucine pogace su rijetki.
Stoga smo zeljeli istim metodama i u istim laboratorijskim uvjetima analizirati sve tri sirovine
kako bi mogli bu€inu pogacu preciznije pozicionirati u odnosu na ove Zitarice. Rezultati su
izraZeni na suhu tvar uzorka (tablica 6; slike 10 i 11), a udio vode, odnosno suhe tvari prikazan

je u tablici 5.

Tablica 5. Udio suhe tvari i vode (%)

Sirovina Suha tvar Voda
Heljda 87,3+0,11 12,7+0,11
Proso 87,25+0,11 12,75+0,11

Bucina pogaca 98,55+ 0,06 1,45+ 0,06

Kemijski sastav bucine pogace prikazan je u tablici 6. Rezultati su pokazali da bucina pogaca
u svom sastavu sadrzi visoki udio proteina, preko 50 %. Udio ukupnih vlakana iznosi 16,58 +
0,49 % te ona ¢ine vecinu ukupnih ugljikohidrata (od ¢ega 3,48 + 0,40 % ¢ine topljiva, a 13,1+

0,14 % netopljiva, tablica 6), dok ostali dio ¢ine reducirajuci Seceri (1,93 £+ 0,02 %). Osim
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reducirajucih Secera, drugi raspolozivi ugljikohidrati u ovome radu nisu detektirani. lako se

bucina pogaca dobiva prilikom proizvodnje bucinog ulja, ¢ak 22,15 + 0,03 % njezine suhe tvari

¢ini ulje koje je zaostalo u tom procesu. Iz tablice 9 se vidi da visok udio masnih kiselina ulja

u buéinoj pogaci ¢ine nezasi¢ene masne kiseline - oleinska i linolna.

Tablica 6. Kemijski sastav bu¢ine pogace (% na suhu tvar)

Ukupni Vlakna
Sirovina | Proteini | Pepeo | Masti | Ugljikohidrati* | reducirajuci K li li
Sederi ukupna topljiva netopljiva
. 50,9 9,65 | 22,15 1,93 3,48 13,1
Bucnvla L 4 4 nd + 1%54%i + +
Pogaca | 004 | 001 | 0,03 0,02 ! 0,40 0,14

*Ugljikohidrati bez reducirajucih Secera i vlakana
nd — nije detektirano

U radu Tarek-Tilistyak i sur. (2014) takoder je odreden kemijski sastav buéine pogace te je

zabiljeZen sli¢an udio proteina (50,4 %). Vec¢inu ukupnih ugljikohidrata isto su ¢inila vlakna

koja su zabiljezena u nesto vecem udjelu (23,2 %) u odnosu na udio dobivenih u ovome radu,

dok je udio ulja znatno manji i iznosi 8,2 %. U istom radu bucina pogaca je koriStena za

obogacivanje kruha. Kemijski sastav odreden ovim istrazivanjem takoder ide u prilog bucinoj

pogaci kao sirovini koja bi se mogla koristiti za obogacivanje prehrambenih proizvoda,

posebice proteinima i vlaknima.

0,55

78,93

4,29

1,33

® Proteini
Pepeo

Masti

Ugljikohidrati

= Ukupni reducirajuci seceri

m Vlakna

Slika 10. Kemijski sastav prosa (% na suhu tvar)
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Kemijski sastav prosa prikazan je na slici 10. Najveéi udio svih sastojaka prosa cine
ugljikohidrati, 78,93 % suhe tvari (u udio ne ulaze reducirajuci $eceri i vlakna). Udio proteina
iznosi 11,2 + 0,43 %, dok je udio masti 4,29 + 0,01 %. Udio vlakana iznosi 3,7 = 0,08 %, ali
treba napomenuti da je odreden kemijski sastav oljustenog prosa. Sastav prosa koji je dobiven
u drugim istrazivanjima varira, pa tako udio ugljikohidrata iznosi 60 — 75 %, proteina 5 — 13
%, masti 1,5 — 5 %, a vlakana 2 - 8,5 % (Devi i sur., 2014; Thilagavathi i sur., 2015; Sarita i

Ekta Singh, 2016) sto je u skladu sa vrijednostima dobivenim ovim istrazivanjem.

1,3

m Proteini
3,01
= Pepeo
: Masti

Ugljikohidrati
B Ukupni reducirajudi Seceri

= Viakna

72,17

Slika 11. Kemijski sastav heljde (% na suhu tvar)

Kemijski sastav heljde prikazan je na slici 11. Najve¢i udio medu sastojcima heljde Cine
ugljikohidrati (u udio ne ulaze reducirajuci Seceri 1 vlakna) koji su zastupljeni u udjelu od 72,17
%. Nakon ugljikohidrata, prema zastupljenosti su najvise prisutni proteini kojih ima 15,5 + 0,43
% te vlakna (5,9 + 0,08 %). Udio masti je nizak i iznosi 3,01 + 0,01 %. Prema podacima iz rada
Christa i Soral-Smietana (2008) udio $kroba iznosi 59 — 70 % na suhu tvar, proteina 12 - 18,9
%, vlakana 7 % te udio masti iznosi 1,5 — 4 %. Ti podaci mogu se povezati sa rezultatima

dobivenim ovim istrazivanjem.
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Kemijski sastav prosa i heljde su sli¢ni. Obje sirovine u svome sastavu sadrze najvise
raspolozivih ugljikohidrata. Heljda za razliku od prosa sadrzi veci udio proteina (4,3 % vise) i
vlakana (2,2 % vise) te manji udio masti (1,28 % manje). Dodatno, nutritivna prednost heljde
pred prosom ocituje se i u koli¢inama fenolnih spojeva i antioksidanasa, kao $to je prethodno
dokazano (Braje, 2017). Bucina pogaca razlikuje se sastavom od heljde i prosa te ima znatno
veci udio proteina, vlakana i masti od ispitivane Zitarice i pseudozitarice. Takoder je udio pepela
veci u bucinoj pogaci (9,65 + 0,01 %) za razliku od heljde (2,12 + 0,01 %) i prosa (1,33 + 0,01
%).

4.2. UTIECAJ TRETMANA ULTRAZVUKOM VISOKOG INTENZITETA NA UDIO
NEZASICENIH MASNIH KISELINA HELJDE, PROSA i BUCINE POGACE

Utjecaj tretmana UVI odreden je na temelju sastava i udjela nezasi¢enih masnih kiselina u
uzorcima brasna heljde, prosa i bu¢ine pogace. Veéina istraZzivanja koja su do sada proucavala
vezu izmedu ultrazvuka i masnih kiselina fokusirala su se na utjecaj ultrazvuka na ekstrakciju
ulja (masnih kiselina) (Tian i sur., 2013; Da Porto i sur., 2013; Gutte i sur., 2015). lako postoji
I manji broj istrazivanja u kojima je istrazen utjecaj tretmana ultrazvukom na masne kiseline
(Chemat i sur., 2004; Luque-Garcia i Luque de Castro, 2004; Pingret i sur., 2012; Al Juhaimi i

sur., 2017) utjecaj ultrazvuka na heljdu, proso i buc¢inu pogacu jos do sada nije bio ispitan.

U slijede¢im tablicama je prikazan utjecaj tretmana UVI na sastav i koli¢inu nezasi¢enih

masnih kiselina (NMK) u uzorcima brasna heljde, prosa i bucine pogace.

Tablica 7. Udio nezasi¢enih masnih kiselina (%) u uzorcima heljde sa i bez tretmana UVI

Nezasicene
masne Kiseline Nula Nula + grijanje 5 min 10 min 20 min
Palmitoleinska
C 161 0,23 + 0,042 0,19 + 0,012 0,24 + 0,082 0,24 + 0,062 0,20 + 0,012
Oleinska
C 181 36,65+0,62% | 37,18 +0,29% | 37,47 +0,08% | 37,15+ 0,14% | 36,58 + 0,212
Linolna
C 182 36,90 £0,51* | 36,79 +0,20* | 36,62+0,11% | 36,88 +0,27% | 37,23 +£0,072
Linolenska
C 183 2,14 +0,08% | 2,11 +0,022¢ | 2,01+0,04° | 2,05+0,01° | 2,20+ 0,052
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Gadoleinska

C 20:1 3,11+0,28° 3,15+ 0,09° 3,03+£0,15* | 3,06+0,15* | 3,28 +0,04%

Eruka

C 291 0,16 + 0,032 0,13+ 0,022 0,14+0,01* | 0,13+0,02* | 0,17 +0,04?

Nula - suspenzija je mije$ana na magnetskoj mijeSalici na sobnoj temp. u trajanju od 20 minuta

Nula + grijanje - suspenzija je mije$ana na magnetskoj mijesalici uz grijanje na 55 °C u trajanju od 20 min

5, 10 i 20 min - tretman ultrazvukom (uranjanje sonde u suspenziju) u razli¢itom vremenu trajanja pri 100 %
amplitude

Razli¢itim slovima oznaceni su uzorci unutar jednog reda izmedu kojih postoji statisti¢ki znacajna razlika, p <
0.05

Najzastupljenije nezasi¢ene masne kiseline u heljdi su linolna (36,90 %) i oleinska (36,65 %)
te su one zastupljene u gotovo istim udjelima (tablica 7). Podaci su u skladu s istrazivanjem
Ahmed i sur. (2014) gdje su takoder odredeni gotovo jednaki udjeli tih dviju masnih kiselina.
Medu ispitivanim sirovinama heljda je jedina u kojoj je zabiljeZena prisutnost eruka masne
kiseline, iako je udjelno gotovo zanemariva (0,16 %). Utjecaj tretmana UVI na sastav NMK
heljde prikazan je u tablici 7. Rezultati pokazuju da grijanje uzorka na 55 °C u trajanju od 20
min bez tretmana UVI u nekim slu¢ajevima pokazuje povecanje (najveée povecanje pokazuje
oleinska kiselina sa 36,65 % na 36,97 %), a u drugim smanjenje udjela NMK u odnosu na
nezagrijani 1 netretirani uzorak (najve¢e smanjenje pokazuje linolna kiselina sa 36,90 % na
36,79 %), ali razlika nikada nije statisticki znacajna. Povecanje udjela masnih kiselina nakon
tretmana ultrazvukom vidljivo je za linolnu, linolensku, eruka i gadoleinsku kod tretmana
ultrazvukom u trajanju od 20 min, dok je tretman od 5 i 10 min utjecao na smanjenje udjela
navedenih masnih kiselina u usporedbi sa nezagrijanim, netretiranim uzorkom. Vrijednosti za
linolnu, gadoleinsku i eruka masnu kiselinu u tretiranim uzorcima nisu statisti¢ki znacajne, dok
su rezultati za linolensku masnu kiselinu statisti¢ki znacajni (p < 0,05), ali samo za tretman
ultrazvukom u trajanju od 5 min (2,01 %) u usporedbi sa netretiranim kontrolnim uzorkom
(2,14 %). Takoder, izmedu uzoraka heljde tretiranom UVI u trajanju od 20 min (2,20 %) i
uzorcima tretmanima 5 i 10 min (2,01 % i 2,05 %) postoji statisti¢ki znacajna razlika u koli¢ini
omega-3 linolenske masne kiseline. Suprotno tome, tretman ultrazvukom u trajanju od 5i 10
min utjecao je na povecanje udjela palmitoleinske i oleinske masne kiseline, dok je tretman u
trajanju od 20 min utjecao na smanjenje udjela navedenih kiselina, ali rezultati nisu statisticki

znacajni (p > 0,05).
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Tablica 8. Udio nezasi¢enih masnih kiselina (%) u uzorcima prosa sa i bez tretmana UVI

Nezasi¢ene
masne kiseline Nula Nula + 5 min 10 min 20 min
grijanje
Palmitoleinska
C 1611 0,15 + 0,042 0,13 +0,01° 0,16 + 0,018 0,14 +0,00% | 0,18 + 0,05
Oleinska
C 181 21,41 +0,69* | 21,35+1,81% | 20,82 +0,32% | 22,21+ 0,07% | 20,83 + 0,692
Linolna
C 18:2 63,56 = 0,89% | 64,06 +1,41% | 64,35+ 0,01% | 61,92 + 0,022 | 64,67 +0,93°
Linolenska
C 183 0,97 + 0,062 0,97 +0,08? 1,02+ 0,032 0,89 +0,01% | 1,02+ 0,06
Gadoleinska
C 201 0,51 +0,03? 0,52 +0,03? 0,40 +£ 0,128 0,56 +0,03% | 0,46+0,172

Nula - suspenzija je mije$ana na magnetskoj mije$alici na sobnoj temp. u trajanju od 20 minuta

Nula + grijanje - suspenzija je mije$ana na magnetskoj mijesalici uz grijanje na 55 °C u trajanju od 20 min

5, 10 i 20 min - tretman ultrazvukom (uranjanje sonde u suspenziju) u razli¢itom vremenu trajanja pri 100 %
amplitude

Razli¢itim slovima oznaceni su uzorci unutar jednog reda izmedu kojih postoji statisticki znacajna razlika, p <
0.05

Najveci udio NMK u prosu ¢ini linolna (63,56 %), a nakon nje slijedi oleinska (21,41 %)
(tablica 8). Rezultat utjecaja tretmana UVI na NMK u sastavu prosa prikazan je u tablici 8.
Utjecaj grijanja uzorka na 55 °C u trajanju od 20 min bez tretmana UVI nije pokazao statisticki
znacajnu razliku u odnosu na njithov udio u netretiranom 1 nezagrijanom uzorku. Na sastav svih
masnih kiselina u uzorcima prosa tretman UVI u trajanju od 10 min djelovao je suprotno u
usporedbi sa tretmanom koji je trajao 5 i 20 min. Kod palmitoleinske, linolne i linolenske masne
kiseline tretman UVI u trajanju od 10 min izazvao je malo smanjenje njihovog udjela u odnosu
na netretirani i nezagrijani uzorak, dok je tretman od 5 i 20 min utjecao na njihovo povecanje.
Statisticki znacajna razlika zabiljeZena je samo za linolnu kiselinu i to usporedujucéi tretmane
od 10 min (61,92 %) i 20 min (64,67 %). Kod ostalih NMK (oleinske i gadoleinske) u¢inak je
bio suprotan pa je tretman od 10 min uzrokovao povecanje, a tretman od 5 i 20 min smanjenje

njihovog udjela, bez statisti¢ki znacajne razlike.
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Tablica 9. Udio nezasi¢enih masnih kiselina (%) u uzorcima buéine pogace sa i bez tretmana

uVvi
Nezasi¢ene
masne kiseline Nula Nula + grijanje 5 min 10 min 20 min
Palmitoleinska
C 161 0,13 + 0,002 0,12 + 0,012 0,13 + 0,002 0,12 + 0,012 0,13 + 0,002
Oleinska
C 181 35,78 +0,03% | 35,794+0,05* | 35,99 +£0,04% | 35,98 +0,15* | 35,89 +0,19?
Linolna
C 18:2 46,06 + 0,02% | 45,83 +0,04% | 46,15+ 0,05° | 46,07 +0,18% | 45,91 + 0,082
Linolenska
C 183 0,27 + 0,008 0,27 + 0,008 0,26 + 0,008 0,26 + 0,008 0,27 +£ 0,018
Gadoleinska
C 201 0,12 + 0,012 0,11 + 0,002 0,10 + 0,022 0,10+ 0,018 0,10+ 0,012

Nula - suspenzija je mije$ana na magnetskoj mijesalici na sobnoj temp. u trajanju od 20 minuta

Nula + grijanje- suspenzija je mijeSana na magnetskoj mijesalici uz grijanje na 55 °C u trajanju od 20 min

5, 10 i 20 min- tretman ultrazvukom (uranjanje sonde u suspenziju) u razli¢itom vremenu trajanja pri 100 %
amplitude

Razli¢itim slovima oznaceni su uzorci unutar jednog reda izmedu kojih postoji statisti¢ki znacajna razlika, p <
0.05

Najvec¢i udio NMK u sastavu bucine pogace Cini linolna (46,06 %) te iza nje slijedi oleinska
(35,78 %) masna kiselina (tablica 9). Sli¢an udio je zabiljeZen u radu Delas (2010) gdje prema
podacima udio linolne iznosi 46,58 %, dok udio oleinske masne kiseline iznosi 35,12 %.
Rezultat utjecaja tretmana UVI na udio NMK bucine pogace prikazan je u tablici 9. Udio NMK
u netretiranom 1 nezagrijanom uzorku buc¢ine pogace u odnosu na uzorak koji je grijan na 55 °C
u trajanju od 20 min bez tretmana UVI nije pokazao statisticki znac¢ajnu razliku na udio nijedne
masne kiseline. Statisticki znacajna razlika utjecaja zabiljezena je jedino za linolnu masnu
kiselinu i to izmedu tretmana UVI u trajanju od 5 min (46,15 %) te grijanog uzorka na 55 °C u
trajanju od 20 min (45,83 %) i tretmana UVI u trajanju od 20 min (45,91 %). Udio NMK u
uzorcima bucine pogace pokazao je najmanje razlike usporedujuci tretman UVI u trajanju od
5, 10 1 20 min sa uzorcima brasna heljde 1 prosa. Najveca razlika koja je ujedno 1 statisticki
znacajna je izmedu trajanja tretmana UVI od 5 1 20 min te iznosi 0,24 %, dok je kod ostalih
vrijednosti razlika manja ili jednaka 0,01 % ili nije zabiljezena.

Nedostatak promjena ili minimalne detektirane promjene u udjelima i koli¢inama nezasi¢enih

masnih kiselina u skladu su s prijasnjim istrazivanjima. Tako je istrazivanje Luque-Garcia i
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Luque de Castro (2004) pokazalo da nakon tretmana ultrazvukom nije doslo do promjene udjela
masnih kiselina u sjemenkama suncokreta, soje i uljane repice. Al Juhaimi i sur. (2017) su pak
u svom radu zabiljezili razliite utjecaje tretmana ultrazvukom u trajanju od 10, 20 i 30 min na
sastav masnih kiselina ljeSnjaka, kikirikija i crnog kima. Najveci utjecaj na smanjenju udjela
oleinske kiseline u uzorcima ljeSnjaka i kikirikija te linolne kiseline u uzorku crnog kima
uzrokovao je tretman u trajanju od 30 min. Chemat i sur. (2004) te Pingter i sur. (2012) ispitivali
su utjecaj ultrazvuka na suncokretovo ulje, s naglaskom na temperaturu tretmana te materijal
koristene ultrazvu¢ne sonde. Prvi su pokazali da je tretman ultrazvukom u trajanju 1 h pri
temperaturama 20 °C i 60 °C blago snizio udio linolne kiseline, dok je oleinska bila blago
snizena pri 20 °C, a poviSena pri 60 °C u odnosu na netretrirani uzorak. Pingret i sur. (2012) su
pak ulje suncokreta tretirali 15 min na temperaturi 25 °C te su koristili ultrazvuéne sonde od
dva razli¢ita materijala i veliCine te pri dva uvjeta: (I) sonda od titanija, vrh sonde 6 mm, 20
kHz, maksimalne snage 140 W te (Il) sonda od Pyrexa®, vrh sonde 17 mm, 24 kHz,
maksimalne snage 180 W. U tom radu je takoder doslo do vrlo malih ili nikakvih promjena u
sastavu i udjelu masnih kiselina, no autori su takoder promatrali i druge parametre degradacije
lipida (peroksidni broj, slobodne masne kiseline, anisidinski broj, oksidacijsku vrijednost
(TOTOX), konjugirane diene, polarne spojeve) te utvrdili da kod vecine njih dolazi do porasta,
bilo blagog, bilo zna¢ajnog (u slucaju peroksidnog broja, anisidinskog broja, TOTOX-a i
slobodnih masnih kiselina), pri ¢emu su vrsta koriStene sonde 1 uvjeti tretmana znacajno utjecali
na konac¢ne rezultate. Sonda od titanija je inducirala manju pojavu slobodnih radikala te se kao
takva pokazala prikladnija za ultrazvuéni tretman lipida.

Opcenito, kako je istaknuto u radu Pingret 1 sur. (2013) joS nije razjasnjen nacin na koji
ultrazvuk utjeCe na degradaciju lipida. Do degradacije lipida dolazi zbog reakcija hidrolize ili
oksidacije, do kojih pak moze do¢i zbog autooksidacije, foto-oksidacije ili enzimske oksidacije,
te ovisi o mnogo ¢imbenika poput fotosenzibilizacije, sastava masnih kiselina, vrste kisika, kao
I prisustva manjih spojeva poput metala, pigmenata, fosfolipida, slobodnih masnih kiselina,
mono i diacilglicerola, oksidansa te antioksidanasa. Degradacija lipida nije samo problem zbog
smanjenja senzorske prihvatljivosti nego i zbog zdravstvene sigurnosti, budu¢i da moze docli
do stvaranja molekula koje se mogu vezati za intrastani¢ne nukleofile, $to posljedi¢no rezultira
denaturacijom proteina i DNA te moguénostima pojave mutacija. Zbog svega navedenog
potrebno je istraziti moguce mehanizme i ¢imbenike koji utjecu na oksidaciju za bolje
razumijevanje ucinka ultrazvuka na lipide. Medu ¢imbenike koji su prisutni u ultrazvucnoj
preradi hrane ubrajaju se mnogi koji utjecu na degradaciju lipida: izvor energije, sastav masnih

kiselina, vrsta kisika i manjih sastojaka poput metala, pigmenata, fosfolipida, slobodnih masnih
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kiselina, mono 1 diacilglicerola, termicki oksidiranih spojeva i antioksidanasa. U ovom
istrazivanju mjerenje udjela nezasi¢enih masnih kiselina odabrana je kao jedna od metoda
kojiom se moze kvantificirati oksidacija (zasi¢ene masne kiseline nisu pri tome dobar parametar
jer prakticki ostaju nepromijenjene tijekom auto-oksidacije). Medutim, kako je vidljivo, mogu
se koristiti i druge metode poput testova za odredivanje konjugiranih diena, peroksidnog broja,
kiselinskog broja te analiza hlapljivih molekula, iako se navodi da se hlapljive molekule najprije
degradiraju djelovanjem ultrazvuka. Oksidativna stabilnost se ne smatra standardnim
parametrom kvalitete ulja, iako mozZe biti korisna za procjenu roka trajanja (Pingret i sur., 2013).

Dodatno, dobra procjena degradacije lipida moze biti i senzorska analiza (Pingret i sur., 2012).

4.3. UTJECAJ TRETMANA ULTRAZVUKOM VISOKOG INTENZITETA NA UDIO
NETOPLJIVIH | TOPLJIVIH PREHRAMBENIH VLAKANA HELJDE, PROSA i
BUCINE POGACE

Poznato je da se fizikalno-kemijska svojstva vlakana mogu modificirati kemijskim, enzimskim,
mehanickim (npr. mljevenje), termalnim ili termo-mehanic¢kim (npr. ekstruzija) tretmanima,
¢ime se mijenja njihova funkcionalnost. Tako se zna da mljevenje mijenja hidratacijska svojstva
vlakana, dok grijanje opcenito mijenja omjere topljivih 1 netopljivih vlakana (Dhingra 1 sur.,
2012). Osim toga, termalno procesiranje moze povecati sadrzaj vlakana, kao $to je pokazano u
radu Dziedzic i sur. (2012) u kojem je tostirano zrno heljde imalo veéi sadrzaj netopljivih i
topljivih vlakana u odnosu na netretirano. Takoder je takav u¢inak uocen i u radu Hes i sur.
(2014) gdje je zrno heljde nakon vrenja u vodi imalo ve¢i sadrzaj topljivih 1 netopljivih vlakana
u usporedbi sa netretiranim.

Medutim, u preglednom radu Dhingra i sur. (2012), uoceno je da je vecina istrazivanja koja se
bavila utjecajem procesiranja na vlakna starijeg datuma, odnosno 20-ak i vise godina staro, dok
se dodatnim pregledom literature pokazalo da utjecaj tretmana UVI na udio prehrambenih
vlakana nije do sada istraZivan, posebice ne u materijalima poput Zitarica 1 uljarica.

Sljedece slike grafi¢ki prikazuju udio netopljivih 1 topljivih prehrambenih vlakana u
odmascéenim kontrolnim (netretiranim) i tretiranim uzorcima brasna heljde, prosa i bucine

pogace.
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Slika 12. Udio netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana u kontrolnim i UVI tretiranim
uzorcima odmaséene heljde

Udio netopljivih vlakana u tretiranom uzorku heljde se povec¢ao na 6,66 + 0,43 % u odnosu na
njihov udio u kontrolnom uzorku (4,10 + 0,08 %) Sto je vidljivo na slici 12, a razlika do koje je
doslo statisti¢ki je znacajna (p < 0,05). Udio topljivih vlakana u oba uzorka je ostao isti. Od
ukupnih vlakana, netopljiva vlakna u heljdi zauzimala su 67,54 + 0,08 %, dok su topljiva
zauzimala 32,46 + 0,08 %.

Veze izmedu polifenolnih spojeva i prehrambenih vlakana u biljnoj hrani igraju vaznu ulogu u
kontroli oslobadanja biokativnih komponenti (Gonzalez-Aguilar i sur., 2017). Oko 95 %
fenolnih komponenti u zitaricama je kovalentno povezano sa polisaharidima stani¢ne stijenke
esterskom vezom (Vitaglione 1 sur., 2008). Ipak, u istrazivanju Hung i Morita (2008) se navodi
da su fenolne komponete u heljdi uglavnom prisutne u slobodnom obliku u odnosu na druge
zitarice. Budu¢i da se u netopljiva prehrambena vlakna svrstavaju sastojci stani¢ne stijenke
(celuloza, lignin, hemiceluloza) (Dhingra i sur. 2012; Dai i Chau, 2017), moguce je da je uslijed
tretmana UVI doslo do pucanja stani¢ne stijenke te su se oslobodila navedena vlakna (za koje
se pretpostavlja da su takoder prisutna u slobodnom obliku), §to je u konacnici dovelo do
povecanja njihovog udjela, odnosno da je mozda doslo do reorganizacije strukture i povezivanja
kompleksa vlakana i proteina (Dhingra i sur. 2012). Povecanje udjela polifenolnih spojeva i

antioksidacijskog kapaciteta u uzorcima heljde tretiranim UVI se pripisuje njithovoj vecoj
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prisutnosti u slobodnom obliku i utjecaju ultrazvuka visokog intenziteta na povecanje njihovog

oslobadanja (Braje, 2017).
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Slika 13. Udio netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana u kontrolnim i UVI tretiranim
uzorcima odmaséenog prosa
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Slika 14. Udio netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana u kontrolnim i UVI tretiranim
uzorcima odmascene bucine pogace
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Tretman UVI nije pokazao ucinak na udio netopljivih kao niti topljivih prehrambenih vlakana
u uzorcima prosa i buéine pogace $to je vidljivo na slikama 13 i 14, odnosno nije doslo do
statisticki znac¢ajnog povecanja netopljivih vlakana u bucinoj pogaci gdje se koli¢ina povecala
sa 16,83 + 0,22 % u kontrolnom uzorku na 17,06 + 1,31 % u tretiranom uzorku, dok se u prosu
povecala sa 2,89 + 0,05 % na 2,94 + 0,17 % (izrazeno na suhu tvar). Udio netopljivih vlakana
bucine pogace iznosi 79,01 = 0,49 %, a prosa 76,17 + 0,03 % ukupnih vlakana. Utjecaj UVI na
topljiva vlakna, koja su u bucinoj pogaci ¢inila 20,99 + 0,49 %, a u prosu 23,83 + 0,03 %

ukupnih vlakana, takoder nije statisticki znacajan.

Iako je u ovom istrazivanju pokazano da, s izuzetkom heljde, UVI nema utjecaj na sadrzaj,
omjere i koli¢inu topljivih i netopljivih vlakana, mogu¢nost djelovanja ultrazvuka na vlakna jo§
uvijek ne treba odbaciti. Naime, moguce je da koristena enzimsko-gravimetrijska metoda nije
dovoljno robusna, te ne ukljuCuje 1 analizu topljivih vlakna male molekulske mase
(oligosaharida). Usprkos tome, istrazivanje Zhang i sur. (2013), koje je proucavalo utjecaj
ultrazvuka na strukturu i reoloska svojstva pektina jabuke, je utvrdilo da ultrazvuk nije imao
utjecaj na primarnu strukturu pektina, ali je zna€ajno utjecao na viskozna svojstva. Stoga bi u
buduénosti trebalo razmisliti da se umjesto gravimetrijske metode, kao pokazatelja utjecaja na
svojstva vlakna koristi neka odfizikalnih odnosno reoloSkih metoda. Osim toga, kao §to je
pokazano u radu Hromadkové i sur. (2003), ultrazvuk moze biti koriSten kao metoda za
ubrzanje procesa ekstrakcije vlakana. Dodatno, to isto istraZivanje je pokazalo da ultrazvu¢ni
tretman nema znaCajnih utjecaja na strukturna i molekularna svojstva hemiceluloze

ekstrahirane iz ljuskica heljde.
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5. ZAKLJUCCI

Prema rezultatima ovog istrazivanja izvedeni su slijedec¢i zakljucci:

1. U usporedbi sa kemijskim sastavom prosa i heljde, bu¢ina pogaca se pokazala kao
najbogatiji izvor proteina, masti, prehrambenih vlakana te pepela (mineralnih tvari), no
I najsiromasniji izvor raspolozivih ugljikohidrata.

2. Visoki sadrzaj proteina (51 %), ulja (22 %) i vlakana (17 %), koja ¢ine gotovo ukupni
udio svih ugljikohidrata, ukazuje na visoki potencijal bu¢ine pogace u obogacivanju
prehrambenih proizvoda.

3. U nativnim uzorcima heljde, prosa i bucine pogace najveéi udio nezasi¢enih masnih
kiselina zauzima esencijalna omega-6 linolna masna kiselina te njezin udio iznosi 37 %
ukupnih masnih kiselina heljde, 64 % prosa i 46 % bucine pogace. Najveci udio
esencijalne omega-3 linolenske masne kiseline prisutan je u heljdi, gdje zauzima 2 %
ukupnih masnih kiselina.

4. Zagrijavanje uzoraka (55 °C) u trajanju od 20 min nije pokazalo statisti¢ki znacajan
utjecaj na udio nezasi¢enih masnih kiselina u uzorcima heljde, prosa i bucine pogace.

5. Ultrazvuk visokog intenziteta (UVI) u trajanju 5, 10 i 20 min pri 100 % amplitude nije
pokazao ucinak na udio nezasi¢enith masnih kiselina ispitivanih uzoraka. Statisticki
znacajno smanjenje (p < 0,05) u odnosu na netretirani uzorak postignuto je samo za
omega-3 linolensku masnu kiselinu u heljdi i to u usporedbi sa tretmanom UVI u
trajanju od 5 min.

6. U bucinoj pogaci, heljdi i prosu vec¢inu ukupnih vlakana ¢ine netopljiva vlakna, i to 79
% za bucinu pogacu, 68 % za heljdu i 76 % za proso.

7. Tretman UVI u trajanju od 20 minuta pri 100 % amplitude utjeCe samo na povecanje
netopljivih vlakana heljde.

8. Tretman UVI u trajanju od 20 minuta pri 100 % amplitude ne utjece na koli¢inu topljivih

vlakana heljde, prosa i bu¢ine pogace.
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7. PRILOZI

7.1. EKSPERIMENTALNI DIO

Prilog 1. Kromatogram masnih kiselina

58



staviti 1 g uzorka u laboratorijsku bocu (4x)
dodati 40 ml MES-TRIS pufera, svaki 0,05 M, pH = 8,2 pri 24 °C
dodati 50 pl termostabilne a-amilaze
vodena kupelj, 98-100 °C, 30 min
sastrugati stijenku boce sa Spatulom, isprati sa 10 ml vode
dodati 100 pl proteaze (bez fodeéavanj a pH vrijednosti)
vodena kupelj, 60 °C, 30 min

dodati 5 ml 0,561 M HCI, podesiti pH vrijednost na 4,1 - 4,8 te dodati 200 pl amiloglukozidaze
(ostaviti boce u vodenoj kupelji na 60 °C prilikom provjere/podesavanja pH vrijednosti)

vodena kupelj, 60 °C, 30 min

filtriranje
v

isprati s 2x po 10 mL vode zagrijane na 70 °C
(koristiti vodu za ispiranje boce prije ispiranja taloga u lon¢icu)

: oy v
filtrat+voda za ispiranje tallog
vagati otopinu proteini pepeo
dodati 96 %-tni EtOH u koli¢ini 4x netopljiva prehrambena vlakna

volumena otopine

v

taloZzenje 1 h

filtrirati 1 osusSiti talog

|
v v

proteini pepeo

v v
topljiva prehrambena vlakna

Prilog 2. Shematski prikaz metode odredivanja netopljivih i topljivih prehrambenih vlakana
(Megazyme)
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Prilog 3. Mega-Calc™ (www.megazyme.com)
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