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1. UVOD

U novije vrijeme istrazivanja na podru¢ju prehrambene tehnologije su sve vise usmjerena na
razvoj novih tehnika procesiranja hrane kojima ¢e biti moguce osigurati bolju kvalitetu
prenhrambenih proizvoda. Tako su kriomljevenje i ultrazvuk visokog intenziteta (UVI) jedne
od istrazivanih tehnika. Poznato je kako je mljevenje jedna od najstarijih tehnika procesiranja
hrane ¢iji je cilj smanjenje veli€ine Cestica materijala koji se melje. Tijekom tradicionalnog
mljevenja dolazi do poviSenja temperature uslijed trenja §to moZe izazvati nepoZeljne
promjene na materijalu i gubitak nutritivno vrijednih komponenti. Stoga mljevenje pri vrlo
niskim temperaturama sprjecava porast temperature 1 povecava krhkost materijala kako bi se
postigla manja veliCina Cestica. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta izaziva fizicke i
kemijske promjene na tretiranom materijalu §to dovodi do inaktivacije mikroorganizama i
enzima, olakSanog emulgiranja, bolje homogenizacije, ekstrakcije 1 drugih posljedica (Rezek

Jambrak i sur., 2014; Kaur i Srivastar, 2018).

U zadnjih desetak godina, zanimanje potroSaca za funkcionalnu hranu, koja pored osnovnih
nutrijenata potrebnih za rast i razvoj organizma, sadrzi i komponente koje pozitivno utjecu na
zdravlje ili smanjuju rizik od nastanka bolesti, sve viSe raste. Zbog svog znanstveno
dokazanog pozitivnog utjecaja na zdravlje covjeka, prehrambena vlakna su vrlo vazna
bioaktivna komponenta funkcionalne hrane. Posljednjih godina postoji trend pronalaZzenja
novih izvora prehrambenih vlakana koji se mogu Koristiti u prehrambenoj industriji. 1z tog
razloga cilj mnogih istrazivanja postaje mogucnost uporabe nusproizvoda namirnica biljnog
porijekla, koji zaostaju nakon njihove primarne prerade, kao alternativne, jeftine 1 vazne
sirovine za dobivanje prehrambenih vlakana. Svijest o njihovim pozitivnim ucincima na
zdravlje dovela je do razvoja velikog i potencijalnog trziSta za proizvode i sirovine bogate
vlaknima. Cilj prehrambene industrije je povecati udjel vlakana u hrani poput kolaca, krekera
i ostalih proizvoda na bazi zitarica, kao i napitaka, za¢ina, sira, umaka i drugih (Kralik i sur.,
2010; Gacina, 2014; Chau i Huang, 2003).

Sirovine poput neoljustenog zrna prosa i bucinih sjemenki predstavljaju dobar izvor
prehrambenih vlakana, nisu u Sirokoj primjeni za ljudsku prehranu, a imaju veliki potencijal
to postati. Proso je jedinstven u svom kemijskom sastavu jer sadrZzi viSe prehrambenih
vlakana, ali i drugih bioaktivnih komponenti u odnosu na druge zitarice. Udjel vlakana u

neoljustenom zrnu prosa 0Visi 0 vrsti prosa, a iznosi u prosjeku 9,6 %, od ¢ega 36 % Cine
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topljiva vlakna (Issoufou i sur., 2013; Kalinova, 2007; Tarek-Tilistyak i sur., 2017).
Neoljustene bucine sjemenke sadrze oko 16 % vlakana te su bogate fitosterolima,
antioksidansima, omega-3 masnim kiselinama i mineralnim tvarima poput magnezija i cinka
(Alfawaz, 2004; Mercola, 2013). Bucina pogaca se dobiva kao nusproizvod pri proizvodnji
bucinog ulja preSanjem bucinih sjemenki, a sadrzi oko 4,5 % vlakana, a bogata je i drugim
prethodno navedenim spojevima koji imaju pozitivan utjecaj na zdravlje (Tarek-Tilistyak i
sur., 2017; Pirman i sur., 2007).

Mnoga istrazivanja ukazuju kako topljiva vlakna imaju znac¢ajniji pozitivan utjecaj na zdravlje
od netopljivih (Lattimer i Haub, 2010), stoga je jedan od ciljeva ovoga rada ispitati utjecaj

kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta na povecanje udjela topljivih vlakana.

U ovom diplomskom radu istrazit ¢e se utjecaj kriomljevenja na udjel netopljivih vlakana
(IDF), vlakana topljivih u vodi, netopljivih u 78 % etanolu (SDFP) i vlakana topljivih u vodi i
78 % etanolu (SDFS) u uzorcima posija prosa i bucine pogace. Takoder, istrazit ¢e se 1 utjecaj
tretmana ultrazvukom visokog intenziteta na udjel navedenih skupina vlakana u uzorcima

posija prosa. Za odredivanje udjela vlakana koristit ¢e se AOAC metoda 2011.25.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KRIOMLJEVENJE
Mljevenje je jedna od najstarijih tehnika procesiranja hrane ¢iji je cilj smanjenje veliine
Cestica materijala koji se melje (Kaur i Srivastar, 2018). Kriomljevenje je mljevenje uz
hladenje kriogenicima poput tekuéeg dusika ili ugljikovog (1V) dioksida (CO,) pri vrlo niskoj
temperaturi od -196 °C i pri atmosferskom tlaku. Ono se koristi za mljevenje prehrambenih
proizvoda kao §to su kava, zaCini, bilje, kakao, sjemenke 1 orasasti plodovi te hrana podlozna
promjeni okusa i gubitku arome tijekom tradicionalnog mljevenja (Linde, 2018; Anonymous
1, 2018). Tijekom tradicionalnog mljevenja dolazi do poviSenja temperature uslijed trenja Sto
moze izazvati nepozeljne promjene na materijalu ili gubitak nutritivno vrijednih komponenti.
Stoga mljevenje uz hladenje kriogenicima sprjeCava porast temperature i poveéava krhkost

materijala kako bi se postigle cestice manje veli¢ine (Kaur 1 Srivastar, 2018).

Uporaba tekuceg dusika ili CO; kao sredstva za hladenje povecava ucinkovitost mljevenja.
Proces kriomljevenja uvelike povecava produktivnost 1 donosi ustedu energije zahvaljujuci
vecoj krhkosti proizvoda 1 velikoj brzini mljevenja. Inertna atmosfera sprjeCava oksidaciju
proizvoda te umanjuje opasnost od eksplozije Cime se povecava sigurnost procesa. Prilikom
mljevenja smanjeno je troSenje mlina, kao i lijepljenje proizvoda na stjenke opreme.
Zahvaljuju¢i niskim temperaturama ne dolazi do raspada termolabilnih komponenti proizvoda
kao kod tradicionalnog mljevenja (Linde, 2018; Anonymous 1, 2018). U prilog smanjenom
gubitku bioloski aktivnih komponenti govori i rad Kaura i Srivastara (2018) u kojem je
primijeena veca antioksidativna aktivnost kore manga tretirane kriomljevenjem u usporedbi s
tradicionalnim mljevenjem (Kaur i Srivastar, 2018). Singh i Goswami (2000) navode kako
gubitak hlapivih ulja zafina moZe biti znacajno smanjen primjenom kriomljevenja. Niska
temperatura kriogenika ohladi zaine i apsorbira toplinu tijekom mljevenja, a isparavanje
kriogenika stvara inertnu i suhu atmosferu koja dodatno doprinosi o¢uvanju njihove kvalitete
(Singh i Goswami, 2000). Gouveia i sur. (2002) u svom radu zakljucuju kako je kriomljevenje
vrlo uspjeSan proces brzog usitnjavanja Cestica. Nize temperature mljevenja dovode do
manjih veli¢ina Cestica pa je time postignut i bolji stupanj homogenizacije. lako postoji
opasnost od kontaminacije kriogenicima, postignuta veli¢ina Cestica i1 stupanj homogenizacije

predstavljaju znacajne prednosti (Gouveia i sur., 2002).



2.2. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

2.2.1. Zvuk ipodjela prema frekvenciji

Zvuk je val koji se §iri prostorom ispunjenim medijem pogodnim za Sirenje zvucnih valova.
Prema frekvenciji titranja zvucnog vala, zvuk mozemo podijeliti na infrazvuk, zvuk i
ultrazvuk. Frekvencija infrazvuka je manja od 16 Hz, zvuka od 16 Hz do 20 kHz, a ultrazvuka
veéa od 20 kHz. Kako ljudsko uho moze ¢uti zvukove frekvencija u rasponu od 16 Hz do 16
kHz, frekvencija ultrazvuka je viSa od praga njegove osjetljivosti (Brn¢ic¢ 1 sur., 2009; Herceg,
2009).

2.2.2. Ultrazvuk

Ultrazvuk se moze podijeliti na ultrazvuk niskog intenziteta i ultrazvuk visokog intenziteta
(Herceg, 2009).

2.2.2.1. Ultrazvuk niskog intenziteta

Ultrazvuk niskog intenziteta obuhvaca ultrazvu¢ne valove visoke frekvencije, a naziva se i
dijagnosticki ultrazvuk. Valovi frekvencija od 1 do 10 MHz, intenziteta manjeg od 1 W cm™
ne izazivaju fizikalna i kemijska oSte¢enja materijala kroz koji prolaze te se zato ultrazvuk
niskog intenziteta smatra neinvazivnom tehnikom. U prehrambenoj industriji moze se koristiti
u analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili viskoznosti hrane, kao i za stimulaciju
aktivnosti Zivih stanica, povrSinsko ¢iS¢enje hrane, ekstrakciju, kristalizaciju, emulgiranje,
filtraciju, procese susenja 1 zamrzavanja te omekSavanje mesa. Pogodan je za procjenu
kvalitete prehrambenih proizvoda i pracenje njihovih karakteristika tijekom proizvodnog

procesa (Herceg, 2009; Herceg i sur., 2009; Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).

2.2.2.2. Ultrazvuk visokog intenziteta

Ultrazvukom visokog intenziteta smatraju se zvuéni valovi niskih frekvencija od 20 do 100
kHz, a intenziteta od 10 do 1000 W cm™. Upravo zbog velike snage ultrazvuk visokog
intenziteta uzrokuje fizicke promjene materijala te odredene kemijske reakcije u materijalima

na kojima je primijenjen. Prolazak ultrazvucénih valova visokog intenziteta kroz materijal
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uzrokuje ubrzavanje procesa difuzije i poboljSava dispergiranje agregata. Takoder, uniStava

enzime i mikroorganizme (Rezek Jambrak i sur., 2014).

Ultrazvuk visokog intenziteta se u prehrambenoj industriji najéesée stvara na nacin da se
elektricna energija pretvara u energiju zvuka pomocu ultrazvucnih pretvaraca. Tijekom
prolaska vala medijem stvara se izmjeni¢ni pritisak i ekspanzijski vrtlozi koji uzrokuju
negativan tlak. Kada je tlak dovoljno nizak da savlada intramolekularne sile dolazi do
formiranja mjehuri¢a — kavitacije. Zbog velike snage ultrazvuka veli¢ina mjehuric¢a jako
oscilira te se tijekom svakog ciklusa ekspanzije i kompresije povecava. Kada mjehuri¢
postigne kriticnu veli¢inu mjehuri¢ se urusava sam u sebe — implodira, stvarajuci
mikropodrucja s visokom temperaturom 1 visokim tlakom §to dovodi do mijenjanja fizikalnih
i kemijskih svojstava lokalnih molekula (Herceg, 2009; Herceg i sur., 2009; Drmi¢ i Rezek
Jambrak, 2010). Primjenjuje se za odzraCivanje tekuce hrane, induciranje reakcija
oksidacije/redukcije, ekstrakciju enzima i proteina, inaktivaciju enzima i indukciju nukleacije
kod kristalizacije (Rezek Jambrak i sur., 2014).

2.3. PREHRAMBENA VLAKNA

U jednoj od prvih definicija prehrambenih vlakana, vlakna se karakteriziraju kao komponente
koje ¢ine stani¢nu stjenku biljaka. Od tada je definicija vlakana doZivjela nekoliko izmjena.
Strucnjaci iz raznih podruéja znanosti vlakna opisuju kao dijelove biljnih organa, skupinu
kemijskih spojeva ili kao tvari s pozitivnim u¢inkom na ljudsko zdravlje. Prehrambena vlakna
tek su kasnije definirana kao sveprisutna komponenta hrane biljnog podrijetla koja ukljucuje
materijale razli¢ite kemijske i morfoloske strukture, otporne na djelovanje ljudskih enzima
(Dhingra i sur., 2012). Prema Pravilniku o navodenju hranjivih vrijednosti hrane vlakna ¢ine
polimeri ugljikohidrata s tri ili vi§e monomernih jedinica koji nisu probavljivi niti se

apsorbiraju u tankom crijevu, a pripadaju jednoj od sljedecih kategorija:

— jestivi polimeri ugljikohidrata prirodno prisutni u hrani

— jestivi polimeri ugljikohidrata dobiveni fizikalnim, enzimskim ili kemijskim
postupkom iz sirovine i koji imaju znanstveno dokazan pozitivan fizioloski ué¢inak
na organizam

— jestivi sintetski polimeri ugljikohidrata koji imaju znanstveno dokazan pozitivan
fizioloski u¢inak na organizam (NN 29/2009).
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Prehrambena vlakna mogu se opisati kao ugljikohidratna komponenta hrane koja se ne
probavlja, nije hidrolizirana endogenim enzimima u tankom crijevu, ve¢ prolazi u debelo
crijevo gdje djelomicno ili u potpunosti fermentira (Megazyme, 2013a). Najces¢i spojevi koje
podrazumijevamo pod zajednickim imenom prehrambena vlakna su hemiceluloza, celuloza,

lignin, oligosaharidi, pektin, gume i voskovi (Dhingra i sur., 2012).

2.3.1. Podjela i svojstva prehrambenih vlakana

Postoji nekoliko razlicitih klasifikacijskih sustava za podjelu vlakana: na temelju njihove
uloge u biljci, vrste polisaharida, topljivosti u probavnom sustavu, mjesta probave, produkata
razgradnje 1 fizioloSke klasifikacije. Medutim, ni jedna od ovih podjela nije u potpunosti
prihvatljiva jer je granice vrlo teSko jednoznacno definirati. NajceS¢e prihvacena podjela

vlakana je ona prema njihovoj topljivosti u vodi, prikazana u Tablici 1 (Dhingra i sur., 2012).

Tablica 1. Podjela prehrambenih vlakana prema topljivosti, komponentama i glavnim

prehrambenim izvorima (Dhingra i sur., 2012)

Karakteristike Komponente vlakana Glavni prehrambeni izvori
- celuloza povrée
netopljiva prehrambena i
) _ hemiceluloza Zitarice
vlakna, manje fermentabilna _ _
lignin drvenaste biljke
] voce, povrée, mahunarke,
pektin
N Secerna repa, krumpir
topljiva prehrambena i i
_ mahunarke, ekstrakti morskih
vlakna, lako fermentabilna gume _
trava, mikrobne gume
sluzi akacija, biljke roda Sterculia

Topljivost vlakana povezana je sa strukturom samih vlakana na nacin da ukoliko im je
struktura pravilna, biti ¢e netopljiva te ukoliko im je struktura nepravilna, biti ¢e topljiva.
Takoder, prisustvo funkcionalnih skupina poput karboksilne ili sumporne povecati ¢e njihovu

topljivost (Elleuch i sur., 2011).



Osim prema topljivosti, prehrambena vlakna, moguée je podijeliti prema molekulskoj masi na
vlakna velike i male molekulske mase. U Tablici 2 prikazana je podjela prehrambenih vlakana

prema molekulskoj masi u usporedbi s podjelom prema topljivosti (Megazyme, 2013a).

Tablica 2. Podjela prehrambenih vlakana prema molekulskoj masi i topljivosti (Megazyme,
2013a)

Kratica Definicija Primjeri

HMWDF
(HMWDF = IDF + SDFP)

prehrambena vlakna velike celuloza, neprobavljiv skrob,

molekulske mase B-glukani u zitaricama,

odredeni ksilani

IDF netopljiva prehrambena vlakna | celuloza, neprobavljiv $krob,
odredeni ksilani
SDFP prehrambena vlakna topljiva u B-glukani u zitaricama, guar

vodi, netopljiva u 78 % etanolu guma

SDFS = LMWDF prehrambena vlakna topljiva u fruktooligosaharidi,

vodi i 78 % etanolu (SDFS),
prehrambena vlakna male
molekulske mase (LMWDF)

galaktooligosaharidi,
polidekstroza, inulin i

neprobavljivi maltodekstrini

Promjene kojima prehrambena vlakna podlijezu tijekom prolaska kroz probavni sustav ovise
o njithovoj topljivosti u vodi. Budu¢i da to ujedno odreduje i njihova fizioloSka funkcionalna

svojstva, uobiCajeno se posebno razmatraju netopljiva 1 topljiva prehrambena vlakna

(Koprivnjak, 2014).

2.3.1.1. Netopljiva prehrambena vlakna

Netopljiva prehrambena vlakna (celuloza, hemiceluloza, neprobavljiv $krob) u debelom
crijevu vezu na sebe veliku koli¢inu vode, pri ¢emu bubre, povecavaju volumen stolice te
poti¢u crijevnu pokretljivost. Manjim dijelom, ova prehrambena vlakna mogu podlijeci
mikrobnoj razgradnji u crijevima. Specificnu skupinu netopljivih prehrambenih vlakana ¢ini
neprobavljiv ili rezistentan Skrob koji je prisutan unutar stani¢ne strukture hrane (kod
kuhanog cjelovitog zrna Zitarica, u pojedinoj sirovoj i nedozreloj hrani poput sirovog

krumpira i nedozrelih banana), koji nastaje uslijed retrogradacije Skroba u ohladenoj termicki
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obradenoj hrani ili se radi o kemijski, fizikalno ili enzimski modificiranim $krobovima

(Koprivnjak, 2014).

Celuloza, kao glavna komponenta stanicne stjenke, gradena je od nerazgranatog lanca D-
glukoze, povezanih B-1,4-glikozidnim vezama. Mehanicka ¢vrstoca, otpornost na enzimsku
razgradnju i kiselu hidrolizu te niska topljivost u vodi posljedica su vezanja vodika unutar
mikrofibrila. Hemiceluloza se od celuloze razlikuje po tome §to su lanci hemiceluloze maniji,
razgranati i gradeni od razliCitih Secera, naj¢es¢e ksiloze, galaktoze, manoze, arabinoze i
drugih. Lignin nije polisaharid, ve¢ je graden od fenilpropanskih jedinica ukljucujuéi i
koniferilne, sinapilne i p-kumarilne alkohole. Lignini se razlikuju po molekulskoj masi i
sadrzaju metoksilne skupine, a vrlo su inertni zahvaljuju¢i jakim intramolekularnim vezama

ugljik-ugljik (Dhingra i sur., 2012).

2.3.1.2. Topljiva prehrambena vlakna

Topljiva prehrambena vlakna (pektini, inulin, amiloza, B-glukani, gume, sluzi, algalni
polisaharidi, ksantani, polidekstroza) otapanjem u vodi stvaraju strukturu gela te su podlozna
mikrobnoj razgradnji u crijevima. Pritom nastaju kratkolancane masne kiseline (octena,
propionska 1 maslacna) koje sluze kao izvor energije i poticu obnavljanje sluznice debelog
crijeva (Koprivnjak, 2014). Topljiva prehrambena vlakna ukljucuju vlakna koja su topljiva u
vodi, ali se taloze u 78 % etanolu (SDFP) poput B-glukana, guar gume i ona topljiva u vodi i
78 % etanolu (SDFS) poput fruktooligosaharida, galaktooligosaharida, polidekstroze, inulina i
neprobavljivih maltodekstrina (McCleary i sur., 2011).

B-glukani i pojedine gume poput guar gume svrstavaju se u skupinu vlakana topljivih u vodi,
ali netopljivih u 78 % etanolu. B-glukani su po svojem sastavu glukozni polimeri mnogo
razgranatiji u odnosu na celulozu buduéi da su glukozne jedinice vezane B-1-4- i B-1-3-

glikozidnom vezom (Katalini¢, 2011).

Pektinske tvari uz celulozu, hemicelulozu i lignin izgraduju stani¢nu stijenku biljaka. To
su heterosaharidi razgranate strukture sastavljene od glavnog i bo¢nih lanaca. Glavni lanac
¢ini D-galakturonska kiselina povezana a (1-4) vezom, djelomi¢no esterificirana metilnim
alkoholom i mjestimi¢no isprekidana molekulama L-ramnoze. Bo¢ni oligosaharidni lanci
sastavljeni su vec¢inom od D-galaktoze i L-arabinoze. Pektin je dobro topljiv u vodi, ima

gelirajuca svojstva te stoga moZe usporiti vrijeme prolaska hrane kroz probavni sustav. Gume
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i sluzi nisu dijelovi stani¢ne stjenke, ve¢ se formiraju u specijaliziranim sekretornim
stanicama biljaka. Ovi polisaharidi su vrlo razgranati, vezu vodu i tvore gelove (Jenkins i sur.,
1978). Zbog sposobnosti vezanja vode i stvaranja strukture gela, upotrebljavaju se i kao
prehrambeni aditivi, tj. sredstva za Zeliranje i zgus$njavanje. Koriste se prehrambena vlakna
izdvojena iz prirodnih sirovina poput alginata i agara iz morskih algi, guar gume iz sjemenki
mahunarke Cyamopsis tetragonoloba, lokust gume iz sjemenki roga¢a i drugih. Takoder se
kao sredstva za zeliranje i zgusSnjavanje koriste prehrambena vlakna dobivena od
mikroorganizama (ksantani) te prehrambena vlakna dobivena modifikacijom celuloze kao §to

su hidroksipropilmetilceluloza, karboksimetilceluloza i metilceluloza (Koprivnjak, 2014).

2.3.2. lzvori prehrambenih vlakana

Prehrambena vlakna su prirodno prisutna u zitaricama, povréu, vo¢u, sjemenkama i orasastim
plodovima. Udjel i sastav vlakana razlikuje se ovisno o namirnici. U Tablici 3 naveden je
udjel prehrambenih vlakana u pojedinim namirnicama. Preporuéeni dnevni unos vlakana za

zdravu osobu iznosi 20 — 30 g (Howarth i sur., 2001).

Tablica 3. Udjel prehrambenih vlakana u namirnicama (Dhingra i sur., 2012; Dodevska i sur.,
2015; Reyes-Caudillo i sur., 2008)

Iz7vor Prehrambena vlakna (g 100 g jestive porcije)
Ukupna Netopljiva Topljiva
Zitarice
JeCam 17,3 - -
Kukuruz 13,4 - -
Zob 10,3 6,5 3,8
Riza 1,3 1,0 0,3
PSenica 12,6 10,2 2,3
Povrée
Krumpir 1,30 1,0 0,30
Cikla 7,8 5,4 2,4
Spinat 2,6 2,1 0,5
Repa 2,0 1,5 0,5
Rajcica 1,2 0,8 0,4




Tablica 3. Udjel prehrambenih vlakana u namirnicama (Dhingra i sur., 2012; Dodevska i sur.,
2015; Reyes-Caudillo i sur., 2008) — nastavak

Prehrambena vlakna (g 100 g™ jestive porcije)
1zvor Ukupna Netopljiva Topljiva
Mahunarke
Soja 15,0 — —
GraSak 3,5 3,2 0,3
Leca 11,4 10,3 1,1
Bijeli grah 17,7 13,4 4,3
Voce

Jabuka 2,3 1,7 0,6
Jagoda 2,2 1,1 1,1
TreSnja 2,1 1,0 1,1
Borovnica 2,9 2,1 0,8
Kupina 51 3,4 1,8
Malina 9,5 2,6 2,9
Kruska 3,0 2,0 1,0
Breskva 1,9 1,0 0,9

Orasasti plodovi
Orah 7,5 6,4 1,0
Lje$njak 9,5 8,1 1,4
Badem 14,9 13,9 1,0
Indijski orah 5,2 4,2 1,0

Sjemenke

Sezam 7,8 6,0 1,9
Lan 22,3 10,2 12,2
Chia 41,8 35,0 6,8

Prema Uredbi (EZ) br. 1924/2006, na proizvodima je dopusteno navoditi prehrambene tvrdnje
0 vlaknima ukoliko proizvod sadrzi odredenu minimalnu propisanu koli¢inu vlakana.
Prehrambena tvrdnja da je neka hrana izvor prehrambenih vlakana dopustena je samo ako taj
proizvod sadrzi najmanje 3 g prehrambenih vlakana na 100 g proizvoda. Prehrambena tvrdnja
da je neka hrana visoko obogac¢ena vlaknima moze biti istaknuta samo na proizvodima Koji
sadrze najmanje 6 g prehrambenih vlakana na 100 g (Uredba (EZ) br. 1924/2006). Kod
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oznacavanja hranjive vrijednosti proizvoda, navodenje udjela prehrambenih vlakana nije
obavezno, ali ga je moguce navesti nakon podatka o udjelu Secera (Koprivnjak, 2014; Uredba

Komisije (EU) br. 432/2012).

2.3.3. Utjecaj prehrambenih vlakana na zdravlje

Dvije glavne karakteristike vlakana koje rezultiraju dokumentiranim pogodnostima za
zdravlje proizlaze iz ¢injenice da ona prolaze netaknuta kroz probavni sustav sve do debelog
crijeva gdje se, ovisno o vrsti vlakna, u potpunosti ili djelomi¢no fermentiraju (Megazyme,

2013a).

Tradicionalno se smatralo da su vlakna dobra jer djeluju kao sredstvo za ¢iS¢enje probavnog
sustava mehanickim prolazom kroz njega. Danas postoje znanstveni dokazi koji potvrduju
ove tvrdnje. Vlakna smanjuju vrijeme prolaza hrane kroz probavni sustav i time smanjuju
kontakt izmedu kancerogenih spojeva i stanica sluznice. Takoder, vlakna mogu 1 vezati
potencijalne luminalne kancerogene poput sekundarnih zuénih kiselina (Lattimer i Haub,
2010; Macfarlane i Macfarlane, 2012). U novije vrijeme znanstvena istrazivanja ukazuju na
pozitivni utjecaj prehrambenih vlakana na crijevni mikrobiom. Konzumacijom odredenih
vlakana, uglavnom prebiotika, moze se utjecati na porast broja dobrih bakterija u probavnom
sustavu. Povecanjem broja zdravih bakterija raste broj kratkolancanih masnih kiselina poput
butanske kiseline, propanske kiseline i octene kiseline koje se metaboliziraju i korisne su za
organizam. Zadnjih nekoliko godina proizvodaci hrane sve vise koriste znanstvene spoznaje u
ovom podrucju kako bi razvili proizvode bogate vlaknima (Parnell i Reimer, 2012; Wong i
sur., 2006)

Prema Uredbi komisije (2012) za pojedina prehrambena vlakna postoji moguénost isticanja
zdravstvenih tvrdnji na hrani koja ih sadrzi u propisanom udjelu. Za vlakna pSenicnih posija,
jecma, zobi 1 Se€erne repe dopusteno je istaknuti da doprinose povecanju volumena stolice,
vlakna pSeni¢nih posija doprinose 1 ubrzanju prolaska crijevnog sadrzaja, a za vlakna razi
dopusteno je istaknuti da doprinose normalnoj funkciji crijeva. Arabinoksilan iz pSeni¢nih
klica, B-glukani iz zobi i je¢ma, hidroksipropilmetilceluloza, neprobavljiv Skrob i pektini
doprinose smanjenju porasta glukoze u krvi poslije obroka dok kitozan, glukomanan konjac,
hidroksipropilmetilceluloza i pektini doprinose odrzavanju normalne razine kolesterola u krvi
(Koprivnjak, 2014; Uredba komisije, 2012).
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2.4. PROSO

Proso je jedna od prvih kultiviranih zitarica koja spada u porodicu trava Panicoideae. Postoje
brojne vrste prosa, a neke od najpoznatijih su: biserno proso (Pennisetum glaucum), koji ¢ini
40 % svjetske proizvodnje prosa, obi¢no proso (Panicum miliaceum) i afri¢ko proso (Eleusine
coracana). lako se tradicionalno konzumira u Aziji, u danasnje vrijeme postaje jedna od
alternativnih zitarica u proizvodnji novih prehrambenih proizvoda u razvijenim zemljama.
Vodece zemlje po proizvodnji prosa su Indija, Nigerija, Niger, Kina 1 Rusija te ¢ine 75 %
ukupne svjetske proizvodnje. Proso je vrlo bitna Zitarica za zemlje u razvoju zbog svoje
otpornosti na susu, StetoCine i bolesti te kratkog vremena potrebnog za rast u usporedbi s
drugim Zitaricama. Glavni prehrambeni proizvodi dobiveni preradom prosa su oljustena zrna,
brasno, posije 1 pahuljice prosa koji se mogu konzumirati direktno ili koristiti za proizvodnju

kruha i tjestenine (Kalinova, 2007; Sarita i Singh, 2016; Issoufou i sur., 2013).

2.4.1. Kemijski sastav prosa

Proso je jedinstven u svom kemijskom sastavu jer sadrzi viSe kalcija i prehrambenih vlakana
u odnosu na druge zitarice (Issoufou i sur., 2013). Sadrzi 60 — 70 % ugljikohidrata, 7 — 11 %
proteina, 1,5 — 5 % masti, 2 — 7 % vlakana te je bogat vitaminima i mineralnim tvarima
(Kalinova, 2007). Usporedba udjela proteina, vlakana, mineralnih tvari, zeljeza i kalcija u

najpoznatijim vrstama prosa prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Usporedba kemijskog sastava oljustenog zrna najpoznatijih vrsta prosa (Sarita i
Singh, 2016)

Vrsta prosa Proteini Sirova Mineralne Zeljezo Kalcij
(g 100 g vlakna tvari (mg 100 g™) | (mg 100 g™?)
(g100g™) (9100 g™)
biserno proso 10,6 1,3 2,3 16,9 38
obi¢no proso 12,5 2,2 1,9 0,8 14
africko proso 7,3 2,6 2,7 3,9 344

Proteini prosa dobar su izvor esencijalnih aminokiselina metionina i cisteina. Buduéi da ne

sadrzi gluten, prepoznato je kao jedna od Zitarica za prehranu osoba koje boluju od celijakije.
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Udjel vlakana u oljustenom zrnu prosa iznosi 0,8 — 1,2 %, a u neoljustenom zrnu oko 9,6 %
(Kalinova, 2007). Topljiva vlakna iznose oko 36 % ukupnih vlakana. Stani¢na stjenka prosa
izgradena je od lignina, ksiloglukana, arabinoksilana, uronskih kiselina, arabinozila,
galaktozilnih ostataka, arabinogalaktana i B-D glukana, Sto je slicno drugim vrstama trava
(Kalinova, 2007).

Osim vlakana, proso je odlican izvor vitamina B, magnezija i antioksidansa. Takoder sadrzi i
druge mineralne tvari poput mangana, fosfora, Zeljeza i kalcija (Kalinova, 2007; Sarita i
Singh, 2016). Po energetskoj vrijednosti (341 kcal 100 g™) moze se usporediti s pSenicom,
kukuruzom ili rizom (348, 358, 362 kcal 100 g™*) (Kalinova, 2007).

2.5. BUCINA POGACA

2.5.1. Buca

Buca je biljka iz porodice Curcubitaceae ¢iji se plod koristi za prehranu ljudi i Zivotinja.
Postoji nekoliko vrsta buca: Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita maxima i
Cucurbita mixta. Plodovi imaju ¢vrstu koru, mekano, so¢no meso, a variraju u veli¢ini, boji i
obliku. U sredini mesa buce nalazi se Supljina ispunjena sjemenkama. Bucine sjemenke

koriste se za proizvodnju bucinog ulja ili kao snack proizvod i dobar su izvor ulja i proteina

(Alfawaz, 2004; Asgary i sur., 2011).

2.5.2. Bucina pogaca

Bucina pogaca se dobiva kao nusproizvod pri proizvodnji bu¢inog ulja preSanjem. Pogaca
bucinih sjemenki moZe se upotrebljavati na razne naéine, kao sto¢na hrana, ali i kao hrana za
ljudsku prehranu. Tako se primjerice mljevena pogaca bucinih sjemenki mijesa s pSeni¢nim
brasnom pri proizvodnji posebnih vrsta kruha s ve¢im udjelom proteina podrijetlom iz bucine
pogace (Pirman 1 sur., 2007; Moslavac i sur., 2014). Kruh takvog sastava obogacen je
bioaktivnim komponentama koje imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje poput

prehrambenih vlakana i nezasi¢enih masnih kiselina (Tarek-Tilistyak i sur., 2017).
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2.5.3. Sastav bucine pogace

Razlike u mljevenju, temperaturi, vremenu przenja i presanja sjemenki uvelike utjeCu na
sastav pogace. Prema istrazivanju Pirman i sur. (2007), uzorak buc¢ine pogace sadrzavao je
52,02 g sirovih proteina, 28,34 g sirove masti, 4,50 g sirovih vlakana i 6,95 g pepela na 100 g
suhe tvari. Takoder, odredene su visoke vrijednosti udjela fosfora (1,52 g na 100 g suhe tvari)
i kalija (1,29 g na 100 g suhe tvari) (Pirman i sur., 2007). Razlika u kemijskom sastavu cijelih
sjemenki i jezgri sjemenki buce prikazana je u Tablici 5 (Alfawaz, 2004).

Tablica 5. Kemijski sastav buCinih sjemenki (Alfawaz, 2004)

Udjel (%) Cijele bu¢ine sjemenke Jezgra bu¢ine sjemenke
Proteini 39,25 + 0,66 39,22 + 2,46
Masti 27,83 + 0,91 43,69 + 3,92
Pepeo 4,59 + 0,16 514 + 1,23
Vlakna 16,84 + 0,81 2,13 £ 0,57
Jednostavni ugljikohidrati 11,48 + 2,53 9,82 + 2,70

Tarek-Tilistyak i sur. (2017) ispitivali su sastav razliitih pogaca sjemenki uljarica. Odreden
je sljedeéi sastav pogace bucinih sjemenki: 7,2 + 0,2 % vlage, 50,4 + 0,5 % proteina, 8,2 +
0,3 % masti, 7,2 = 0,3 % pepela, 27,0 = 1,3 % ukupnih ugljikohidrata, 23,2 + 0,5 %
ukupnih vlakana i 16,2 + 0,2 % topljivih vlakana. Odredena energetska vrijednost iznosi 383
kcal 100 g™ (Tarek-Tilistyak i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. UZORCI

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada ispitivan je utjecaj kriomljevenja na udjel
netopljivih vlakana, vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 % etanolu i topljivih vlakana u
uzorcima frakcije posija prosa i bucine pogace. Za provedbu ovog istrazivanja koriStena je
frakcija posija obi¢nog prosa sorte Soncek (Panicum miliaceum) uzgojenog 2017. godine,
uzetog iz industrijske prerade tvrtke Mlinopek (Murska Sobota, Slovenija) s Cesticama
manjim od 500 um. Odabrana frakcija je prehrambeno bogatija od ukupnih posija jer sadrzi
poviseni udjel masti i proteina (rezultati nisu prikazani u ovom radu) te se moze pretpostaviti
da sadrzi aleuronski sloj zrna (Habus$, 2018). Bucina pogaca dobivena je od proizvodaca
bucinog ulja, tvrtke Grbi¢ d.o.o., PoZega, usitnjena je na laboratorijskom mlinu, prosijana i za

analizu su koriStene ¢estice manje od 1 mm (Dori¢ i Vidakovi¢, 2018).

Mljevenje posija prosa i bucine pogace provedeno u okviru istrazivanja Habu§ (2018) 1 Dori¢
i Vidakovi¢ (2018). Kriomljevenje je provedeno na kriomlinu Retsch Cryomill (Njemacka).
Uzorci posija prosa mljeveni su u trajanju od 2, 4, 8 i 12 minuta s i bez primjene hladenja
tekuc¢im duSikom (Tablica 6). Uzorci bu¢ine pogace mljeveni su na kriomlinu u trajanju od 4,
8 1 12 minuta bez primjene hladenja, s primjenom hladenja te s primjenom hladenja i
intermedijarnog hladenja (svake dvije minute mljevenja stanka za dvije minute
intermedijarnog hladenja) (Tablica 7). Prije postupka odredivanja vlakana, uzorci bucCine
pogace su odmascéeni postupkom ekstrakcije s heksanom i acetonom kako je opisano u radu
Dori¢ i Vidakovi¢ (2018). Udjel vlakana odreden je i u kontrolnim uzorcima posija prosa i
bucine pogace, pri ¢emu su bucina pogaca i oljusteno zrno prosa usitnjeni pomocu

laboratorijskog mlina.
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Tablica 6. Uvjeti mljevenja uzoraka posija prosa na kriomlinu

Uzorak Trajanje mljevenja (min) Hladenje tijekom mljevenja

0 _ _
2H 2 da
4H 4 da
8H 8 da
12H 12 da
2BH 2 ne
4BH 4 ne
8BH 8 ne
12BH 12 ne

0z Oljusteno zrno samljeveno na laboratorijskom mlinu i prosijano
kroz sito s veli¢inom pora 450 um

Tablica 7. Uvjeti mljevenja uzoraka bucine pogace na kriomlinu

Uzorak Trajanje mljevenja (min) Hladenje tijekom mljevenja
0 _ _
4BH 4 bez hladenja
8BH 8 bez hladenja
12BH 12 bez hladenja
4H 4 s hladenjem
8H 8 s hladenjem
12H 12 s hladenjem
4HI 4 s hladenjem 1 intermedijarnim hladenjem
8HI 8 s hladenjem 1 intermedijarnim hladenjem
12HI 12 s hladenjem 1 intermedijarnim hladenjem

Takoder, ispitivan je 1 utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na udjel netopljivih vlakana,
vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 % etanolu i topljivih vlakana u uzorcima posija
prosa (veli¢ina Cestica < 500 um). Tretman ultrazvukom proveden je u okviru istrazivanja
Gudelj (2018). Uzorci su tretirani ultrazvuénim procesorom Hielscher UP400S snage 400 W,
frekvencije titranja 24 kHz, sa sondom promjera 22 mm pri 100 %, 80 % i 60 % amplitude

ultrazvucnog vala, u trajanju od 5, 12,5 1 20 minuta. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta




proveden je u staklenoj ¢asi volumena 600 mL s 45 g uzorka posija prosa i 300 mL vode.
Kontrolni uzorak je podvrgnut mijesanju na magnetskoj mijesalici kroz 20 minuta bez
tretmana ultrazvukom. Nakon tretmana uzorci su liofilizirani i ¢uvani pri -18 °C do analize
(Gudelj, 2018). Plan pokusa izraden je prema centralnom kompozitnom dizajnu, a amplituda i

vrijeme tretmana pojedinog uzorka posija prosa prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Uvijeti tretmana uzoraka posija prosa ultrazvukom visokog intenziteta

Uzorak Amplituda (%) Vrijeme (min)
K 20' - 20
60A 5’ 60 5
60A 12,5' 60 12,5
60A 20' 60 20
80A 5' 80 5
80A 12,5' 80 12,5
80A 12,5' 80 12,5
80A 12,5' 80 12,5
80A 12,5 80 12,5
80A 12,5 80 12,5
80A 20' 80 20
100A 5' 100 5
100A 12,5 100 12,5
100A 20' 100 20

3.2. METODA ODREDIVANJA VLAKANA

Udjel vlakna u analiziranim uzorcima odreden je pomoc¢u enzimsko-gravimetrijske metode i
teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom indeksa refrakcije (engl. High
Performance Liquid Chromatography with Refractive Index Detector — HPLC-RI). Za
odredivanje vlakana netopljivih u vodi (IDF), topljivih u vodi i netopljivih u 78 % etanolu
(SDFP) te topljivih u vodi iu 78 % etanolu (SDFS) koristena je AOAC metoda 2011.25.
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3.2.1. Princip AOAC metode 2011.25

Uzorci se inkubiraju s a-amilazom porijeklom iz gusterace i amiloglukozidazom. Uslijed
djelovanja navedenih enzima, nerezistentni $krob se hidrolizira do D-glukoze, maltoze i
djelomicno rezistentnih maltodekstrina u tragovima. Reakcija se zaustavlja prilagodavanjem
pH na 8,2 i kratkim zagrijavanjem. Proteini u uzorku se zatim razgraduju i denaturiraju
proteazom. Netopljiva prehrambena vlakna se izdvajaju filtracijom, ispiru, suse i vazu.
Prehrambena vlakna topljiva u vodi i netopljiva u 78 % etanolu zaostala u filtratu se potom
taloze s 78 % etanolom, a talog se potom filtrira, susi 1 vaze. Masa obaju taloga korigira se s
obzirom na udjel proteina i pepela. Preostali filtrat se koncentrira, potom deionizira, otopi u
vodi te se udjel vlakana topljivin u vodi i 78 % etanolu odredi HPLC-RI metodom
(Megazyme, 2013b).

3.2.2. Kemikalije

e celit, analytical grade, Megazyme

e otopina sredstva za pranje loncica, 2 %, Micro-90

e aceton, pro analysi, Gram-mol

e etanol, 95 %, Kefo

e etanol, 78 % (v/v) (Priprema: u odmjernu tikvicu od 1 L dodati 180 mL destilirane
vode i nadopuniti 95 % etanolom do oznake.)

e smola Amberlite 200CNa, ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow (aktivacija
natapanjem 30 minuta u dvostruko ve¢em volumenu 7 % HCI, potom ispiranje)

e smola Amberlite FPA53, ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow

e kalcijev klorid dihidrat, Sigma-Aldrich

e maleatna kiselina, > 99 %, ReagentPlus, Sigma-Aldrich

e natrij-maleatni pufer, 50 mM, pH = 6,0 s kalcij klorid dihidratom (Priprema: u 800 mL
vode u odmijernoj tikvici od 1 L otopiti 5,8 g maleinske kiseline te potom podesiti pH
na 6,0 s 4 M NaOH. Dodati 0,3 g kalcijevog klorida dihidrata i nadopuniti tikvicu do
oznake.)

e octena kiselina, 2 M (Priprema: iz ledene octene kiseline, 99,5 %, Macron)

e Kkalcij dinatrij EDTA hidrat, > 97,0 %, Fluka
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e 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propanediol, primarni standard i pufer, > 99,9 %,
T1503, Sigma-Aldrich

e tris pufer, 0,75 M (Priprema: otopiti 90,8 g 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3—
propanediola u 800 mL deionizirane vode (pH =~ 10,5) u odmjernu tikvicu od 1 L i
nadopuniti vodom do oznake)

e D-sorbitol, Megazyme kit (Priprema: vodena otopina koncentracije 100,4 mg mL™)

e amiloglukozidaza 3300 jedinica mL™, otopljena u 50 % (v/v) glicerolu, Megazyme kit

e pankreasna a-amilaza 50 jedinica mL™, Megazyme kit

e proteaza 50 mg mL™; 350 jedinica tirozina mL™, otopljena u 50 % (v/v) glicerolu,
Megazyme Kit.

3.2.3. Uredaji i ostala oprema

analiticka vaga, ALS220-4N, Kern
e vodena kupelj s tresilicom, SBS40, Stuart
e Stoperica, Oregon
e pH metar 3510, Jenway
e magnetska mijesalica RT 5, IKA-WERKE
e rotavapor, Hiedolph
e termometar, Quartz
e susionik ST-01/02, Instrumentaria
e mufolna pe¢, KR170,W. C. HERAEUS HANAU
¢ najlonski membranski filter, 0,45 pm HNWP, Kefo
e najlonski filter za $pricu, 0,45 um, Labex Ltd., FilterBio
e HPLC uredaj, Shimadzu
o pumpa LC-10AD, Shimadzu
o odzraciva¢ DGU-14A, Shimadzu
o peénica CTO-10AS, Shimadzu
o detektor indeksa loma RID-10A, Shimadzu
o program LCsolution Version 1.22 SP1, Shimadzu
e staklene Duran boce s ¢epom, 250 mL, 500 mL i1 L
e lonci¢i za filtraciju, Duran 2
e odsisna boca

19



e stakleni adapter za loncice za filtraciju

e gumeni prsten

o eksikator

e graduirane pipete (20 mL)

e automatska propipeta

e menzura (50 mL, 100 mL, 1 L)

e okrugla tikvica s ravnim dnom (250 mL, 500 mL)
e Spatula

e plasticne Eppendorf epruvete (1,5 mL)

e plasticne Falcon epruvete (15 mL, 50 mL)
e set magneta

e kolona za deionizaciju

e staklena ¢asa (100 mL)

e vata
3.2.4. Priprema loncica za filtraciju

Lonci¢i su spaljivani 7 sati u mufolnoj peci na 525 °C. Ohladeni lon¢i¢i su namoceni u 2 %
otopinu za pranje i ostavljeni 1 sat. Nakon namakanja, lon¢i¢i su isprani najprije vodom,
potom s oko 10 mL acetona. U suhe lon¢i¢e odvagano je oko 1 g celita. Lonci¢i su spaljivani

7 sati u mufolnoj pe¢i na 525 °C, zatim ohladeni u eksikatoru i izvagani.

3.2.5. Priprema uzorka

Prije odredivanje vlakana, uzorci bucine pogafe odmasSceni su postupkom ekstrakcije s
heksanom i acetonom kako je opisano u radu Dori¢ i Vidakovi¢ (2018). Uzorke posija prosa

nije bilo potrebno odmastiti jer sadrze manje od 10 % masti (Habus, 2018).

Izvagano je 1,0000 + 0,0050 g mljevenog uzorka (2 paralelne probe za svaki uzorak) u Duran
boce od 250 mL s ¢epom te je potom uzorak navlazen s 1 mL 95 % etanola. Pripremljena je
otopina pankreasne a-amilaze i amiloglukozidaze u Na-maleatnom puferu koncentracije
pankreasne a-amilaze 50 jedinica mL™ i koncentracije amiloglukozidaze 3,4 jedinice mL™.

Pripremljena otopina homogenizirana je 5 minuta na magnetskoj mijeSalici nakon Cega je
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uzorku dodano 40 mL iste. Tako pripremljeni uzorak homogeniziran je na magnetskoj
mijesalici 5 minuta prije inkubacije. Uzorak je inkubiran 16 h u vodenoj kupelji, pri 37 °C, uz
orbitalno mijesanje brzinom 120 okr. min™. Nakon 16 sati inkubacije reakcija je zaustavljena
dodatkom 3,0 mL 0,75 M TRIS pufera. Uzorak je potom homogeniziran na magnetskoj
mijesalici 2 minute i stavljen u drugu vodenu kupelj temperiranu na 90 — 100 °C, 20 minuta,
pri ¢emu je vrijeme mjereno nakon $to je uzorak postigao temperaturu od 90 °C. Nakon 20
minuta, uzorak je ohladen na temperaturu od 60 °C, a zatim mu je dodano 100 uL proteaze.
Uzorak je homogeniziran 2 minute na magnetskoj mijeSalici te potom stavljen na inkubaciju u
vodenu kupelj 30 minuta, pri 60 °C, uz orbitalno mijesanje brzinom 120 okr. min™. Po isteku
vremena, uzorak je izvaden iz kupelji te mu je odmah dodano 4 mL 2 M octene kiseline i 1
mL otopine internog standarda sorbitola. Uzorak je homogeniziran 1 minutu na magnetskoj

mijesalici te je bio spreman za filtraciju.

3.2.6. Odredivanje netopljivih vlakana (IDF)

Na prethodno spaljeni i izvagani lon¢i¢i s celitom dodano je 10 mL 78 % etanola, celit je
promijesan Spatulom kako bi se ravnomjerno rasporedio na dnu lonci¢a za filtraciju te je
zatim dodani etanol uklonjen filtracijom pod vakuumom u odsisnu bocu. Uzorak je potom
kvantitativno prenesen 1 filtriran preko istog lonci¢a za filtraciju. Zaostatak uzorka na
stienkama boce za inkubaciju prenesen je na lonc€i¢ ispiranjem s 35 mL vode zagrijane na 60
°C, u obrocima od 5 mL. Po zavrSetku filtracije, filtrat je iz odsisne boce prenesen u menzuru
od 100 mL, nadopunjen destiliranom vodom do 85 mL i cuvan za odredivanje SDFP. Lonci¢ s
talogom ispran je dva puta s 15 mL 78 % etanola, dva puta s 15 mL 95 % etanola i dva puta s
15 mL acetona. Isprani lonci¢ s IDF pokriven aluminijskom folijom stavljen je na suSenje 7

sati pri 105 °C. Nakon susenja, lon¢i¢ je ohladen u eksikatoru i izvagan.
Masa IDF izracunata je prema jednadzbi [1]:
mi= Mz — My [1]

m; — masa IDF u uzorku (g)
m; — masa loncic¢a s celitom (g)

M3z — masa loncica s celitom i1 IDF u uzorku (g)
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U jednom preostalom talogu odreden je udjel proteina, a u drugom udjel pepela (prema
metodama u poglavljima 3.3. i 3.4.) te je masa IDF korigirana s obzirom na udjel proteina i
pepela prema jednadzbi [2]:

mi udjel proteina (%)+m1_udjel pepela (%)*m1

— 100 100 5P 2]
m3

m2

m; — masa IDF u uzorku (g)
m, — masa IDF korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)
m3 — masa uzorka uzetog u analizu (g)
sp — slijepa proba (g)
Udjel suhe tvari u uzorku odreden je prema metodi u poglavlju 3.5. i rezultat je izraZzen kao

masa IDF u 100 g suhe tvari (g) prema jednadzbi [3]:

m (IDF) = mi %100 3]

udjel suhe tvari (%)

m (IDF) — masa IDF u 100 g suhe tvari uzorka (g)

m; — masa IDF korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)

3.2.7. Odredivanje vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 % etanolu (SDFP)

Filtrat 1 95 % etanol ugrijani su na 60 °C, pomijeSani, ru¢no dobro protreseni 1 stavljeni na
talozenje najmanje 1 sat pri sobnoj temperaturi. Na prethodno spaljeni i1 izvagani lonci¢ s
celitom dodano je 10 mL 78 % etanola, celit je promijesan $patulom te je zatim dodani etanol
uklonjen filtracijom pod vakuumom u odsishu bocu. Uzorak je potom kvantitativno prenesen i
filtriran preko istog lonc¢i¢a za filtraciju. Stjenke boce su radi kvantitativnog prenoSenja
isprane u lonc¢i¢ s 78 % etanolom. Dobiveni filtrat je prenesen u menzuru, a potom pola
volumena filtrata u okruglu tikvicu s ravnim dnom za uparavanje. Filtrat je uparen na
rotavaporu pod vakuumom pri 60 °C do suhog. Upareni uzorak otopljen je u 5 mL
deionizirane vode uz rotaciju 2 minute na rotavaporu i kao takav je ¢uvan zamrznut do
odredivanja topljivih vlakana. Lon¢i¢ s talogom ispran je dva puta s 15 mL 78 % etanola, dva
puta s 15 mL 95 % etanola i dva puta s 15 mL acetona. Isprani lon¢i¢ s SDFP pokriven
aluminijskom folijom stavljen je na suSenje 7 sati pri 105 °C. Nakon sus$enja, lonéi¢ je

ohladen u eksikatoru i izvagan.
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Masa SDFP izracunata je prema jednadzbi [4]:
ml =m3 — m2 [4]

m; — masa SDFP iz uzorka (g)
m; — masa lonci¢a s celitom (g)

M3 — masa loncic¢a s celitom i SDFP (g)

U jednom preostalom talogu odreden je udjel proteina, a u drugom udjel pepela (prema
metodama u poglavljima 3.3. i 3.4.) te je SDFP je korigirana s obzirom na udjel proteina i
pepela prema jednadzbi [5]:

mi udjel proteina (%)*m1 wudjel pepela (%)*m1 s

p
m2 = 100 — 100 [5]

m; — masa SDFP iz uzorka (g)
m, — masa SDFP korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)
m3 — masa uzorka uzetog u analizu (g)

sp — slijepa proba (g)

Udjel suhe tvari u uzorku odreden je prema metodi u poglavlju 3.5. i rezultat je izraZzen kao

masa SDFP u 100 g suhe tvari prema jednadzbi [6]:

m (SDFP) = mi %100 [6]

udjel suhe tvari (%)

m (SDFP) — masa SDFP u 100 g suhe tvari uzorka (g)

m; — masa SDFP korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)

3.2.8. Odredivanje vlakana topljivih u vodi i 78 % etanolu (SDFS)

3.2.8.1.Deionizacija uzorka

Najprije je odvagano 4 g smole Amberlite 200CNa i 4 g smole Amberlite FPAS3 u ¢asu te je
dodano malo vode, sadrZaj je dobro homogeniziran i preliven u kolonu za deionizaciju s

otvorenim ventilom. Na vrh smole u koloni stavljeno je malo vate te je kolona potom isprana
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s 20 mL vode. Na kolonu je naneseno 2 mL uzorka te potom 2 mL vode. Protok eluacije
iznosio je 1 mL min™ (1 kapi u 3 sekunde). Nakon eluacije uzorka, na kolonu je dodano 20
mL vode i eluirano istom brzinom u plasti¢nu epruvetu od 50 mL. Eluat je prebacen u tikvicu
za uparavanje od 250 mL i uparen na rotavaporu uz vakuum pri 60 °C do suhog. Upareni
uzorak otopljen je u 2 mL vode, uz rotaciju 2 minute na rotavaporu. Ovako pripremljeni
uzorak filtriran je preko 0,45 pum filtera za Spricu, prebacen u plasticnu Eppendorf epruvetu od

1,5 mL i ¢uvan zamrznut do odredivanja HPLC metodom.

3.2.8.2.Postupak odredivanja SDF'S

SDFS odredena su na HPLC uredaju s detektorom indeksa loma (RI) pri sljede¢im uvjetima

analize:

Kolona: METACARB 67C, Agilent Technologies

Mobilna faza: vodena otopina kalcij dinatrij EDTA hidrata, 50 mg L™, profiltirirana i
odzracena u ultrazvuénoj kupelji

Protok mobilne faze: 0,5 mL min™

Temperatura kolone: 80 °C

Temperatura Celije RI detektora: 40 °C

Masa SDFS (mg 100 g) izradunata je prema jednadzbi [7]:

PA_SDFS 100

*— [7]

PA_IS m

m(SDFS) = Rf * m(IS) =

m (SDFS) — masa topljivih vlakana (mg 100 g™)

Rf — faktor odgovora

m (1S) — masa internog standarda u 1 mL otopine (mg)
PA_SDFS — povrsina pika topljivih vlakana

PA_IS — povrsina pika internog standarda

m — masa uzorka ¢iji filtrat je analiziran (g)
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3.2.9. Priprema slijepe probe

Kako bismo uklonili greske u analizi izazvane utjecajem reagenasa i postupka, napravljena je
slijepa proba u koju nije dodan uzorak, ali je daljnja priprema bila pri istim uvjetima,
identi¢na ostalim uzorcima, prema protokolu metode. Masa slijepe probe (mg) izraunata je
prema jednadzbi [8]:

ms.p.l1-ms.p.2
2

slijepa proba (mg) = — m (proteina) — m (pepela) [8]

m s.p.; — masa ostatka za prvu paralelu slijepe probe (mg)

m S.p..— masa ostatka za drugu paralelu slijepe probe (mg)

m (proteina) — masa proteina odredena iz rezidua slijepe probe (mg)

m (pepela) — masa pepela odredena iz rezidua slijepe probe (MQ)
(Megazyme, 2013b; AOAC 2011.25)

3.3. METODA ODREDIVANJA PROTEINA

3.3.1. Kemikalije

e borna kiselina, 40 g L™ (priprema: iz borne kiseline, 99 — 100 %, Gram-mol uz
dodatak 12,5 mg L™ indikatora bromkrezol-zeleno i 8,75 mg L™ indikatora metilno
crvenilo)

e sumporna kiselina, 96 %, CARLO ERBA Reagents S.A.S.

e klorovodi¢na kiselina, 0,01 mol L™ (priprema: iz klorovodicne kiseline, 37 %,
CARLO ERBA Reagents S.A.S.)

e natrijev hidroksid, 0,01 mol L™ (priprema: iz natrijevog hidroksida, 98 %, Samago
d.o.0.)

e Kkjeldahl tablete bez Se i Hg, 5 g/tableta, MerckKGaA

3.3.2. Uredaji i ostala oprema

e Dblok za spaljivanje 1007, Tecator

e Kijeltec™8100, Tecator ™Line
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o Kjeltec kivete

e Erlenmeyerove tikvice (250 mL)

3.3.3. Princip odredivanja

Udjel proteina odreden je metodom po Kjeldahl-u. Organske tvari u uzorku se razore
zagrijavanjem sa sumpornom kiselinom i pri tome dolazi do oslobadanja proteinskog i

neproteinskog dusika koji zaostaje u obliku amonijevog sulfata.

H,SO4+ Kjeldahl katalizator
organski dusik > (NH,4)2S04
oksidacija + visoka temperatura

U Kjeltec uredaju provodi se alkalizacija u suvisSku 1 potom destilacija u bornu kiselinu u

suvisku.
(NH4)QSO4 + 2 NaOH » 2NH3; + Na,SO,4 + 2H,0
3NH3+ H3BO;3 > (NH4)3BOg

Potom se provodi titracija amonijevog borata klorovodi¢nom kiselinom.

(NH,)sBO; + 3HCI » 3(NH,)CI + HyBO3

3.3.4. Postupak odredivanja

Uzorak i celit iz lonéica su preneseni u Kjeldahlovu Kivetu. U svaku kivetu je dodana jedna

Kjeldahl tableta i 12 mL 96 % sumporne Kiseline. Uzorak je spaljivan u bloku za spaljivanje

do postizanja plavo-zelene boje bez vidljivih crnih ostataka te su potom Kivete s uzorkom

ohladene prije daljnje analize. U Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 25 mL 4 % borne kiseline

s indikatorima. Tikvica s bornom kiselinom i kiveta sa spaljenim uzorkom postavljene su u

Kjeltec uredaj, na kojem je destilacija provedena pri sljede¢im uvjetima:

e Volumen vode: 80 mL
e Volumen luzine: 50 mL

e Vrijeme destilacije: 4 minute.
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Dobiveni destilat je potom titriran klorovodi¢nom kiselinom koncentracije 0,01 mol L™ do
promjene boje iz zelene u ruziCastu. Udjel dusika izraunat je prema jednadzbi [9], a udjel

proteina u uzorku prema jednadzbi [10]:

udjel dusika (%) — (T—B)><N><;l4,007><100 [9]
udjel proteina (%) = udjel dusika (%) X F [10]

T — volumen titranta uzorka V (HCI) (mL)
B — volumen titranta slijepe probe V (HCI) (mL)
N — molaritet klorovodi¢ne kiseline
m — masa uzorka (mg)
F — faktor pretvorbe za proteine — 6,25
(ICC 105/2; Megazyme, 2013b)

3.4. METODA ODREDIVANJA PEPELA

3.4.1. Uredaji i ostala oprema

e mufolna pe¢, KR170,W. C. HERAEUS HANAU

e cksikator

e analiticka vaga, ALS220-4N, Kern

3.4.2. Postupak odredivanja

Lonc¢i¢ s uzorkom spaljivan je u mufolnoj pe¢i 7 sati pri 525 °C, potom je ohladen u

eksikatoru 1 izvagan. Udjel pepela u uzorku izraunat je prema jednadzbi [11]:

m3—-m2

udjel pepela (%) =

100 [11]

ml

m; — masa vlakana bez korekcije (g)
m, — masa lon¢ica s celitom (Q)

M3 — masa loncica s celitom i pepelom (g)

(Megazyme, 2013b)
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3.5. METODA ODREDIVANJA VODE/SUHE TVARI

3.5.1. Uredaji i oprema

aluminijska posudica

su$ionik ST-01/02, Instrumentaria
eksikator
analiticka vaga, ALS220-4N, Kern

3.5.2. Postupak odredivanja

U prethodno osusenu, ohladenu 1 izvaganu aluminijsku posudicu izvagano je 3,000 + 0,0001 g
uzorka. Uzorak je suSen u suSioniku pri 130 °C, do postizanja konstantne mase. Prije vaganja

uzorak je ohladen u eksikatoru.

1z razlike u masi uzorka izracunat je udjel vode prema jednadzbi [12] i udjel suhe tvari prema
jednadzbi [13]:

m2-m3

udjel vlage (%) = * 100 [12]

m2-mil
udjel suhe tvari (%) = 100 (%) — udjel viage(%) [13]

m; — masa prazne posudice (g)
M, — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

m3 — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g)

(NN 28/2011)

3.6. OBRADA REZULTATA

Rezultati su obradeni i graficki prikazani pomocu programa Excel 2007. Statisticka analiza
napravljena je u programu Statistica 10, Stat Soft Inc. Primijenjeni su testovi analiza varijance

(ANOVA) i Tukey test, uz razinu statisticke znac¢ajnosti o. = 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu ispitivan je utjecaj kriomljevenja na udjel netopljivih vlakana
(IDF), vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 % etanolu (SDFP) i vlakana topljivih u vodi
1 78 % etanolu (SDFS) u uzorcima posija prosa i buine pogace, kao i utjecaj tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta na udjel navedenih vlakana u uzorcima posija prosa.
Takoder, u radu je ispitan i sastav vlakana oljuStenog zrna prosa, kao uobicajenog oblika
konzumacije prosa, a s ciljem usporedbe s odabranom frakcijom posija prosa.

Za odredivanje IDF, SDFP i SDFS koristena je AOAC metoda 2011.25. Rezultati odredene
srednje vrijednosti i standardne devijacije udjela vlakana na suhu tvar uzorka su prikazani

graficki.

41. UTJECAJ KRIOMLJEVENJA NA UDJEL VLAKANA U UZORCIMA
POSIJA PROSA

Na sljede¢im slikama prikazani su dobiveni rezultati udjela navedenih skupina vlakana u

uzorcima posija prosa tretiranih kriomljevenjem.

Udjel IDF u uzorcima posija prosa tretiranih kriomljevenjem prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Udjel IDF u uzorcima posija prosa mljevenim na kriomlinu (istim slovom oznacene

su vrijednosti medu kojima nema statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05))
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Udjel IDF iznosio je od 33,82 % do 35,41 % za uzorke posija prosa, dok je udjel IDF za
uzorak oljustenog zrna prosa iznosio 3,41 = 0,10 % (Slika 1). Iz navedenog je vidljiv znac¢ajno
nizi udjel IDF (~9,4 puta nizi) U oljustenom zrnu (OZ) u odnosu na netretirani uzorak posija

prosa (0). Udjel SDFP u uzorcima posija prosa tretiranim kriomljevenjem prikazan je na Slici

2.
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Slika 2. Udjel SDFP u uzorcima posija prosa mljevenim na kriomlinu (istim slovom oznac¢ene

su vrijednosti medu kojima nema statisticki znacajne razlike (p > 0,05))

Udjel SDFP iznosio je od 1,38 % do 1,67 % u uzorcima posija prosa, dok je udjel SDFP u
oljustenom zrnu iznosio 0,94 + 0,14 %. Najvec¢i udjel SDFP (1,67 = 0,07 %) izmjeren je u
netretiranom uzorku (0) (Slika 2). Udjel SDFP u uzorku oljustenog zrna (OZ) bio je 78,0 %
nizi od njihovog udjela u uzorku netretiranih posija prosa (0). Udjel SDFS u uzorcima posija

prosa tretiranim kriomljevenjem prikazan je na Slici 3.
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Slika 3. Udjel SDFS u uzorcima posija prosa mljevenim na kriomlinu (razli¢itim slovima su

oznacene statisticki znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))

Udjel SDFS u uzorcima posija prosa iznosio je od 0,40 % do 1,01 %, a u oljuStenom zrnu
0,57 £ 0,01 % (Slika 3). Udjel SDFS u oljustenom zrnu (OZ) je za 13,41 % veci u odnosu na

netretirane posije prosa (0).

ANOVA testom utvrdeno je kako, s obzirom na sve rezultate, hladenje (p = 0,045) i vrijeme
mljevenja (p = 0,011) imaju statisticki znac¢ajan utjecaj na udjel svih vlakana u uzorcima
posija prosa. Prema rezultatima Tukey testa vrijeme mljevenja i primjena hladenja tijekom
mljevenja posija prosa nemaju statisticki znacajan utjecaj na udjel IDF i SDFP. Statisticki

znacajan utjecaj vremena mljevenja i primjene hladenja tijekom mljevenja utvrden je samo za

udjel SDFS (Slika 4 i Slika 5).

Ovisnost udjela SDFS u posijama prosa o primijenjenom hladenju prikazana je na Slici 4.
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Slika 4. Ovisnost udjela SDFS u posijama prosa o primjeni hladenja tijekom mljevenja

Prema rezultatima Tukey testa primjena hladenja teku¢im duSikom tijekom mljevenja posija
prosa ima statisti¢ki znacajan pozitivan utjecaj na udjel SDFS (p = 0,005), odnosno dovodi do
povecéanja njihovog udjela (Slika 4). Primjenom hladenja dobiveno je statisti¢ki znacajno
povecanje udjela SDFS u uzorcima mljevenima 4 minute (povecanje za 35,59 %, p < 0,001),
8 minuta (povecanje za 40,28 %, p < 0,001) i 12 minuta (povecanje 9,05 %, za p < 0,001), u
odnosu na netretirani uzorak. Jedino je u uzorku mljevenom 2 minute primjenom hladenja
doslo do statisticki znacajnog (p < 0,001) smanjenja udjela SDFS za 21,16 % (Slika 3). Iz
navedenog je vidljivo da primjena hladenja dovodi do poveéanja udjela SDFS u svim

uzorcima koji su bili mljeveni 4 minute ili dulje.

Ovisnost udjela SDFS o vremenu mljevenja prikazana je na Slici 5.
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Prema rezultatima Tukey testa vrijeme mljevenja posija prosa ima statisticki zna¢ajan utjecayj
na udjel SDFS. Prema Slici 5 je do statisticki zna¢ajnog porasta udjela SDFS u odnosu na

netretirani uzorak doslo jedino u uzorcima posija prosa mljevenim 8 minuta (p = 0,002).

U odnosu na netretirani uzorak, mljevenjem sa i bez primjene hladenja u trajanju od 2 minute
dolazi do smanjenja udjela SDFS za 4,17 % do 26,22 %, mljevenjem 4 minute dolazi do
povecanja udjela SDFS za 17,99 % do 59,99 %, mljevenjem 8 minuta za 43,99 % do 101,98
% te mljevenjem 12 minuta za 10,03 % do 19,99 % (Slika 3). Najvec¢i udjel SDFS izmjeren je

u uzorku mljevenom 8 minuta uz primjenu hladenja i iznosio je 1,01 + 0,00 % (Slika 3).

Funkcionalnost vlakana, kao i njihova fizikalno-kemijska svojstva, mogu se mijenjati
kemijskim, enzimskim, mehanickim, termi¢kim i termomehani¢kim procesima. Veliina
Cestica ima vaznu ulogu u kontroliranju rada probavnog sustava poput vremena prolaska,
fermentacije 1 izlu€ivanja. Ona moZe varirati tijekom prolaska kroz probavni sustav kao
rezultat Zvakanja 1 degradacije bakterija u debelom crijevu, ali moZe biti i rezultat prethodne
prerade poput mljevenja (Dhingra i sur., 2012; Guillon i Champ, 2000). Ova tvrdnja
potvrdena je u drugim radovima gdje je zakljuceno kako tretmani usitnjavanja poput

mljevenja mogu ucinkovito smanjiti veli¢inu Cestica IDF do mikro-veli¢ina. Utvrdena je
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znacajna preraspodjela IDF u SDFS u uzorcima mrkve, narancine kore i je¢ma. Autori
istrazivanja su kao objasnjenje naveli promjenu u strukturi i veli¢ini ¢estica IDF (Liu i sur.,
2016; Chau i sur., 2007; Zhu i sur., 2015).

U radu Zhu i sur. (2010) zakljucili su kako je smanjenje udjela IDF u oljustenom zrnu je¢ma
uzrokovano degradacijom hemiceluloze, celuloze i lignina na manje molekule (Zhu i sur.,
2010). U prilog tome govori i rad Raghavendra i sur. (2006) u kojem je zaklju¢eno kako je
postupak mljevenja kokosovog brasna rezultirao narusavanjem strukture vlakana i razaranjem
kristalne reSetke, ¢ime je osigurano povecanje ukupne povrSine za upijanje vode
(Raghavendra i sur., 2006). Stabilnost uredenog (kristalna reSetka) ili neuredenog sustava
odreduje hoce li pojedina vlakna biti topljiva ili ne. Ukoliko pojedina vlakna tvore kristalnu
reSetku, ona ¢e biti energetski stabilnija u ¢vrstom stanju nego u otopini (Guillon i Champ,
2000).

U radu Gouveia i sur. (2002) utvrdeno je da kombinacija mljevenja i hladenja dovodi do
znacajnih promjena u udjelima vlakana u razli¢itim mjeSavinama Zitarica za dorucak te
zaklju¢uju kako je kriomljevenje vrlo uspjeSan proces brzog usitnjavanja Cestica, a nize
temperature mljevenja dovode do manjih veli¢ina Cestica (Gouveia i sur., 2002). U skladu s
navedenim je i zakljucak diplomskog rada Habu$ (2018) gdje je zaklju¢eno kako mljevenje
posija prosa dovodi do smanjenja veli¢ine ¢estica, pri cemu je manja veli¢ina ¢estica dobivena
koristenjem kriomljevenja. Duljim vremenom mljevenja postignuta je manja veliina Cestica,
osim u slu¢aju kriomljevenja nakon 12 minuta kada se pretpostavlja da je porast veli¢ine

Cestica izazvan stvaranjem aglomerata (Habus, 2018).

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju su u skladu s prethodno navedenim istrazivanjima.
Moguce je da je uslijed mljevenja sa i bez primjene hladenja doslo do degradacije i smanjenja

veli¢ine Eestica IDF $to je rezultiralo preraspodjelom IDF u SDFS tj. porastom udjela SDFS.

U radu Lestienne i sur. (2007) zaklju¢eno je kako ljustenje zrna prosa ima veliki utjecaj na
smanjenje udjela vlakana kona¢nog proizvoda (Lestienne i sur., 2007). Prisutnost ljuske
doprinosi povecanju udjela IDF. Prehrambena vlakna su vecinom prisutna u vanjskim
slojevima zrna poput ljuske i aleuronskog sloja. Posije su posebno bogate vlaknima jer
vanjski slojevi bogati ne-skrobnim polisaharidima nisu razrijedeni velikim udjelima $kroba
(Steadman i sur., 2001; Brouns i sur., 2012). Dobiveni rezultati udjela IDF i SDFP u

odabranoj frakciji posija prosa u odnosu na oljusteno zrno prosa u skladu su sa zakljuccima
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prethodnih istrazivanja navedenih u radu. Uklanjanjem ljuske zrna prosa koja je najbogatija

vlaknima dolazi do zna¢ajnog smanjenja njihovog udjela u oljustenom zrnu.

4.2. UTJECAJ KRIOMLJEVENJA NA UDJEL VLAKANA U UZORCIMA
BUCINE POGACE

Na sljede¢im slikama prikazani su rezultati udjela navedenih skupina vlakana u uzorcima

bucine pogace.

Udjel IDF u uzorcima bucine pogace tretirane kriomljevenjem prikazan je na Slici 6.
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Slika 6. Udjel IDF u uzorcima bucine pogace tretiranih kriomljevenjem (istim slovom

oznacene su vrijednosti medu kojima nema statisticki znacajne razlike (p > 0,05))

Udjel IDF izmjeren u uzorcima bucine pogace iznosio je od 10,88 % do 12,14 % (Slika 6).

Udjel SDFP u uzorcima buéine pogace tretirane kriomljevenjem prikazan je na Slici 7.
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Slika 7. Udjel SDFP u uzorcima bucine pogace tretirane kriomljevenjem (razli¢itim slovima

su oznacene statisticki znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))

Udjel SDFP kretao se u rasponu od 1,3 % do 2,5 %. Mljevenjem bucine pogace 12 minuta uz
primjenu hladenja doslo je do statisti¢ki znacajnog povecanja udjela SDFP za 43,13 % (p =
0,007), u odnosu na netretirani uzorak (0) (Slika 7). Udjel SDFS u uzorcima bu¢ine pogace

tretirane kriomljevenjem prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Udjel SDFS u uzorcima bucine pogace tretirane kriomljevenjem (razli¢itim slovima

su oznacene statisticki znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))
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Udjel SDFS u uzorcima bucine pogace iznosio je od 1,36 % do 2,51 % (Slika 8).

Utvrdeno je i povecanje udjela SDFS u uzorcima mljevenim bez primjene hladenja 4 minute
za 12,82 % (p = 0,001) i 8 minuta za 23,08 % (p = 0,001) u odnosu na uzorak 0, dok je
smanjenje udjela za 14,54 % (p = 0,030) utvrdeno u uzorku mljevenom 12 minuta bez
primjene hladenja. U uzorku mljevenom uz primjenu hladenja 4 minute doslo je do smanjenja
udjela SDFS za 19,60 % (p = 0,004) u odnosu na uzorak 0, dok je u uzorku mljevenom 12
minuta uz primjenu hladenja doSlo do povecanja za 46,72 % (p < 0,001). U uzorcima u
kojima je primijenjeno hladenje i intermedijarno hladenje tijekom mljevenja doslo je do
smanjenja udjela SDFS za 21,37 % (p < 0,001) u uzorku mljevenom 8 minuta i za 26,26 % (p
< 0,001) u uzorku mljevenom 12 minuta (Slika 8).

Usporedbom uzoraka koji su mljeveni 4 minute, u odnosu na mljevenje bez primjene hladenja
utvrdeno je smanjenje udjela SDFS za 34,93 % (p < 0,001) u uzorku u kojem je primijenjeno
hladenje i za 26,48 % (p < 0,001) u uzorku u kojem je primijenjeno i hladenje i
intermedijarno hladenje. Smanjenje udjela SDFS u odnosu na mljevenje bez primjene
hladenja utvrdeno je i u uzorcima mljevenim 8 minuta i to za 49,39 % (p < 0,001) ukoliko je
primijenjeno i hladenje i intermedijarno hladenje. U usporedbi s uzorcima mljevenim bez
primjene hladenja tijekom 12 minuta je do povecéanja udjela SDFS za 68,05 % (p < 0,001)
doslo ukoliko je primijenjeno hladenje, dok je primjenom i hladenja i intermedijarnog
hladenja doslo do smanjenja udjela SDFS za 10,23 % (p < 0,001) (Slika 8).

ANOVA testom utvrdeno je da, obzirom na sve dobivene rezultate, primjena razli¢itog
vremena mljevenja, hladenja i1 intermedijarnog hladenja sveukupno nema statisticki znacajan
utjecaj na udjel vlakana, $to je potvrdeno i Tukey testom (p > 0,05). lako nije utvrden
sveukupni znacajni utjecaj, Tukey testom su utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu
udjela SDFP i SDFS pojedinih uzoraka kako je prethodno opisano. Izmedu uzoraka nije bilo

statisti¢ki znacajne razlike u udjelima IDF (p > 0,05).

Najveci izmjereni udjeli SDFP (4,82 + 0,57 %) i SDFS (2,51 + 0,03 %) izmjereni su u uzorku
mljevenom 12 minuta uz primjenu hladenja te se moze zakljuciti da se pri navedenim
uvjetima mljevenja postiZze statisticki znacajno povecanje udjela topljivih vlakana u bucinoj

pogaci (Slika 7 i Slika 8).

Dobiveni rezultati nisu pokazali kako mljevenje i hladenje dovode do znacajnih promjena u

udjelima vlakana te stoga nisu u potpunosti u skladu sa sli¢nim istrazivanjima autora Gouveia
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i sur. (2002), Liu i sur. (2016), Chau i sur. (2007) i Zhu i sur. (2015). Moguci uzrok navedenih
neslaganja je razlika u ispitivanoj sirovini, budu¢i da su navedena istrazivanja provedena na

razli¢itim sirovinama, ali ne i na buc¢inoj pogaci.

Rezultati ispitivanja utjecaja trajanja mljevenja i primjene hladenja su pokazali kako postoji
sveukupno statisticki znacajan utjecaj vremena mljevenja i primjene hladenja na uzorke posija
prosa, dok isti ne postoji za uzorke bucine pogace. Buduéi da prema dobivenim rezultatima
netretirane posije prosa sadrze 34,21 + 0,40 % IDF, 1,02 = 0,07 % SDFP i 0,50 + 0,00 %
SDFS, a bucina pogaca bez tretmana sadrzi 11,82 + 0,48 % IDF, 3,37 + 0,04 % SDFP 11,71 +
0,01 % SDFS, moguce je da utvrdene razlike u rezultatima utjecaja ispitivanih faktora izmedu
razli¢itih sirovina proizlaze upravo iz razlika izmedu sastava i ostalih svojstava sirovina, kao i

sastava samih vlakana.

43. UTJECAJ ULTRAZVUKA VISOKOG INTENZITETA NA UDJEL
VLAKANA U POSIJAMA PROSA

Na sljede¢im slikama prikazani su rezultati udjela navedenih skupina vlakana u uzorcima
posija prosa tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta (UVI). Udjel IDF u uzorcima posija

prosa tretiranim UVI prikazan je na Slici 9.
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Slika 9. Udjel IDF u uzorcima posija prosa tretiranim UVI (razli¢itim slovima su oznaéene

statisticki znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))

38



Udjel IDF u uzorcima iznosio je od 32,29 % do 39,07 %. Utvrdeno je povecanje udjela IDF
za 14,20 % (p = 0,014) u uzorku 60A 5' u odnosu na kontrolni uzorak K 20'. Izmedu ostalih
uzoraka tretiranih UVI i kontrolnog uzorka ne postoje statisticki znac¢ajne razlike u udjelu IDF

(Slika 9). Udjel SDFP u uzorcima posija prosa tretiranim UV1 prikazan je na Slici 10.
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Slika 10. Udjel SDFP u uzorcima posija prosa tretiranim UVI (istim slovom oznacene su

vrijednosti medu kojima nema statisticki znacajne razlike (p > 0,05))

Udjel SDFP u uzorcima posija prosa tretiranim UVI iznosio je od 0,60 % do 2,27 % i prema
dobivenim rezultatima nema statisticki znacajne razlike u udjelu SDFP izmedu svih tretiranih
i kontrolnog uzorka. Utvrdeno je da je raspon udjela SDFP u uzorcima na koje je primijenjen
isti tretman UVI, 80A 12,5' u pet ponavljanja od 0,60 % do 2,27 % (Slika 10). Ovaj podatak
ukazuje da je najve¢i 1 najmanji udjel SDFP izmjeren u uzorcima koji su tretirani pri istim
uvjetima, sto govori o neujednacenosti utjecaja tretmana UVI na udjel SDFP.

Udjeli SDFS u uzorcima posija prosa tretiranim UVI prikazani su na Slici 11.
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Slika 11. Udjel SDFS u uzorcima posija prosa tretiranim UVI (razli¢itim slovima su oznacene

statisticki znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))

Udjel SDFS u uzorcima kretao se od 0,28 % do 0,75 % (Slika 11).

ANOVA testom utvrdeno je kako, s obzirom na sve dobivene rezultate, amplituda
ultrazvu¢nog vala sveukupno ima statisti¢ki znacajan utjecaj (p = 0,012) na udjel vlakana, dok
vrijeme tretiranja nema statisticki znacajan utjecaj (p = 0,172), $to je potvrdeno i Tukey

testom (p > 0,05).

Prema rezultatima Tukey testa amplituda tretmana UVI nema statisticki zna¢ajan utjecaj na
udjel IDF i SDFP u tretiranim uzorcima, dok je statisti¢ki znac¢ajan utjecaj amplitude utvrden
za udjel SDFS. Ovisnost udjela SDFS o amplitudi UVI prikazan je na Slici 12.
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Slika 12. Ovisnost udjela SDFS (%) u uzorcima posija prosa o amplitudi ultrazvu¢nih valova

Iz Tukey testa vidljivo je kako se udjel SDFS u uzorcima tretiranim UVI amplitude 80 %
statisticki znacajno smanjuje (p = 0,011) u odnosu na netretirani uzorak, dok pri tretmanu
UVI amplitude 60 % i 100 % nema statisticki znacajne razlike (Slika 12).

Takoder, Tukey testom utvrden je statisticki znaCajan utjecaj vremena tretiranja uzoraka na

udjel SDFS. Na Slici 13 prikazana je ovisnost udjela SDFS o vremenu tretmana.
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Slika 13. Ovisnost udjela SDFS (%) u uzorcima posija prosa o vremenu tretmana UVI1 (min)

Prema rezultatima Tukey testa, izmedu trajanja tretmana UVI 5 minuta i 12,5 minuta nema
statisticki znacajne razlike (p = 0,404), dok pri tretmanu od 20 minuta dolazi do statisti¢ki
znacajnog povecanja udjela SDFS u odnosu na uzorke tretirane 5 minuta (p = 0,049) i u
odnosu na one tretirane 12,5 minuta (p < 0,001) (Slika 13).

Rezultati Tukey testa ukazuju na statisti¢ki znac¢ajno smanjenje (p < 0,05) udjela SDFS kod
svih uzoraka tretiranih UVI, osim kod uzorka tretiranog 20 minuta UVI amplitude 100 % kod
kojeg je doslo do statisticki znaCajnog povecanja udjela SDFS za 38,35 % (p < 0,001), u

odnosu na kontrolni uzorak (Slika 11).

U uzorcima tretiranim UVI amplitude 60 % doslo je do statisticki znacajnog povecanja udjela
SDFS u uzorku tretiranom 12,5 minuta za 23,57 % (p = 0,009) u odnosu na onaj tretiran 5
minuta. U uzorcima tretiranim amplitudom UVI 80 % utvrdeno je statisticki znacajno
smanjenje udjela SDFS s produljenjem vremena tretmana za 20,67 % (p = 0,002) u uzorku
tretiranom 12,5 minuta i za 19,24 % (p = 0,040) u uzorku tretiranom 20 minuta, u odnosu na
uzorak tretiran 5 minuta. U uzorcima tretiranim UVI amplitude 100 % doslo je do statisticki
znacajnog smanjenja udjela SDFS za 27,34 % (p < 0,001) u uzorku tretiranom 12,5 minuta i
do statisticki znacajnog povecanja za 66,83 % (p < 0,001) u uzorku tretiranom 20 minuta u

odnosu na uzorak tretiran 5 minuta (Slika 11).
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U uzorcima tretiranim 5 minuta povecanjem amplitude dolazi do statisticki znacajnog
povecéanja za 21,23 % (p = 0,021) u uzorku tretiranom amplitudom 80 % i za 38,65 % (p <
0,001) u uzorku tretiranom amplitudom 100 % u odnosu na uzorak tretiran amplitudom 60 %.
Statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu uzoraka tretiranih 12,5 minuta i to smanjenje
udjela SDFS za 23,00 % (p < 0,001) u uzorku tretiranom amplitudom 80 % u odnosu na onaj
tretiran amplitudom 60 %. U uzorcima tretiranim UVI 20 minuta, utvrdeno je statisticki
znacajno povecanje udjela SDFS za 113,80 % (p < 0,001) u uzorku tretiranom amplitudom
100 % u odnosu na uzorak tretiran amplitudom 60 % (Slika 11).

Najve¢i udjel SDFS od 0,75 + 0,00 % izmjeren je u uzorku tretiranom 20 minuta

ultrazvuénim valovima amplitude 100 % (Slika 11).

Topljiva vlakna ve¢inom ¢ine pektinske tvari, gume i sluzi. Pektinske tvari izgraduju stani¢nu
stjenku, dok se gume i sluzi nalaze u specijaliziranim sekretornim stanicama (Dhingra i sur.,
2012; Jenkins, 1978). Ultrazvuk visokog intenziteta ima razaraju¢e djelovanje na stani¢nu
stienku 1 stanicnu membranu, kao 1 utjecaj na reakcije polimerizacije/depolimerizacije
(Herceg, 2009). S obzirom na navedeno, moguce da je tretmanom ultrazvukom visokog
intenziteta amplitude 100 % doslo do razaranja stani¢nih membrana 1 stjenki, Sto je rezultiralo
ve¢im oslobadanjem topljivih vlakana. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim
u radu Zhang i sur. (2017) u kojem su ispitivana svojstva topljivih vlakana kore papaje
(Carica papaya) dobivena ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom te je utvrdeno kako
tretman ultrazvukom utjeCe na smanjenje stupnja polimerizacije $to dovodi do bolje
topljivosti vlakana. Moguce je da je do povecanja udjela SDFS u uzorku tretiranom 20 minuta
amplitudom ultrazvuénog vala 100 % doSlo upravo zbog navedenih utjecaja ultrazvuka na

prehrambena vlakna.

U radu Zhu i sur. (2015) zaklju¢eno je kako, osim mljevenja, i mijeSanje moze pridonijeti
promjeni strukture vlakana. U skladu s time, Elleuch i sur. (2011) tvrde da mehanicko
procesiranje poput mijeSanja otvara strukturu vlakana mehanickim smicanjem $to pridonosi

oslobadanju hidroksilnih skupina celuloze ¢ine¢i ih pristupacnijima za vezanje s vodom.

Dobiveni veé¢i udjel SDFS u kontrolnom uzorku (mijesan 20 minuta na magnetskoj mijeSalici)
u odnosu na vecinu uzoraka tretiranih UVI mogao bi biti posljedica utjecaja mijeSanja na

povecanje udjela topljivih vlakana.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata, rasprave i pregleda literature moze se zakljuditi:

1.

Odabrana frakcija posija prosa sadrzi 34,21 % do 35,41 % IDF, 1,02 % do 1,67 %
SDFP 10,50 % do 0,54 % SDFS. Oljusteno zrno prosa sadrzi ~9,4 puta manje IDF i za
78,0 % manje SDFP u odnosu na odabranu frakciju.

Netretirana bucina pogaca sadrzi 11,82 + 0,48 % IDF, 3,37 = 0,04 % SDFP i 1,71 +
0,01 % SDFS.

Primjena hladenja teku¢im duSikom 1 razli¢itih vremena mljevenja posija prosa nema
statisticki znacCajan utjecaj na udjel IDF i SDFP, za razliku od SDFS za koje je utvrden
statisticki znacajan utjecaj. Primjena hladenja dovodi do povecanja udjela SDFS u
svim uzorcima mljevenim 4 minute i dulje. Vrijeme mljevenja od 8 minuta dovodi do
statistiCki znacCajnog povecanja udjela SDFS. Najvec¢i udjel SDFS u posijama prosa,
1,01 £ 0,00 %, izmjeren je u uzorku mljevenom 8 minuta uz primjenu hladenja.
Primjena hladenja i intermedijarnog hladenja teku¢im dusSikom te razli¢itih vremena
mljevenja bucine pogaCe nema statisticki znacCajan utjecaj na udjel svih vrsta
odredivanih vlakana. Najve¢i udjeli SDFP 4,82 + 0,57 % i SDFS 2,51 + 0,03 %
izmjereni su u uzorku mljevenom 12 minuta uz primjenu hladenja. U odnosu na
netretirani uzorak, pri navedenim uvjetima mljevenja dolazi do statisticki znacajnog
povecanja udjela topljivih vlakana u bucinoj pogaci.

Tretman posija prosa UVI pri razli¢itim uvjetima (vrijeme i amplituda) nema
statisticki znacajan utjecaj na udjel IDF i SDFP, za razliku od SDFS na koje ima
statisticki znacajan utjecaj. Tretman UVI amplitude 80 % dovodi do statisticki
znacajnog smanjenja udjela SDFS, dok se produljenjem tretmana UVI s 5 na 20
minuta postize statisti¢ki znacajno povecanje istog. Najve¢i udjel SDFS izmjeren je u
uzorku tretiranom 20 minuta UVI amplitude 100 % i iznosio je 0,75 £ 0,00 %.
Kriomljevenje i UVI imaju potencijal u poboljsanju omjera netopljivih i topljivih
vlakana, no kako bi se optimizirali uvjeti tretmana, potrebno je provesti dodatna

istraZivanja.
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