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1. UVOD

Danas su polifenolni spojevi @& predmet znanstvenih ispitivanja zbog svojih
bioaktivnih svojstava i povoljnih zdravstvenildéimaka (Sharma i Singh, 2010). Dosadasnja
istrazivanja sugeriraju da visok unos samih pobfanpruza adekvatnu zastitu od Sirokog
raspona bolesti, poput kardiovaskularnih bolestijm se pripisuje snazno antikancerogeno i
antioksidativno djelovanje (Hu, 2011).

Kao dobar izvor polifenola, ali i ostalih bioaktitnspojeva namai se posije (Patel,
2012), nusproizvodi mljevenja zitarica. Tijekom sampostupka mljevenja u sastav posija
ulaze slijedéi dijelovi zrna zitarica: perikarp, omatajemena, aleuronski sloj i klica. Upravo
su u aleuronskom sloju koncentrirane najzastupgeenolne kiseline Zitarica - ferulinskga,
kumarinska i sinapinska kiselina (Liyana-Pathirai&hahidi, 2007). Visok udio bioaktivnih
komponenti posijama daje magost primjene u proizvodnji funckionalnih proizvodal
Zitarica i novih sastojaka (Katina i sur., 2012psie Zitarica bogate su i prehrambenim
vlaknima, mineralima te vitaminima (najviSe B i @atel, 2012).

U svijetu se uz posije pSenice, rize i kukuruzaidaj konzumiraju i posije prosa (Gani
i sur., 2012), relativno jeftine i nutritivno vazmeste zitarica. Proso je bogato prehrambenim
vlaknima, polifenolnim spojevima, vitaminima, esgaaim aminokiselinama i mineralima, a
u odnosu na ostale Zzitarice sadrziivedio masti (Léder, 2004; Ragaee i sur., 2006).
Konzumacija ove Zitarice pokazuje povoljan utjenaj ljudsko zdravljecime proso ima
potencijal biti funkcionalna hrana. Dodatno, nerzagluten pa se moze primjeniti u prehrani
osoba oboljelih od celijakije (Chandrasekara i $tia@010; Sanderson i sur., 2017).

Mljevenje uz primjenu kriogenog hianja je postupak mljeven{di je utjecaj na sama
zrna Zitarica dosada slabo istrazen. Ovim postupkdj@venja tretirani materijali smrzavaju
se u tekdem duSiku na temperaturama do — 196 °C (Singh w&ws, 1999). Primjena
kriogenog hldenja dovodi do lakSe fragmentacif@stica i pruza mogmost @&uvanja
termolabilnih spojeva. Pri niskim temperaturama goja se mehatka energija potrebna za
njihovo usitnjavanje, a smanjenjem ¥ele cestica posija pov@va se bioraspolozZivost
bioaktivnih spojeva prosa u probavnom sustavu (Hgmsur., 2010).

Stoga je cilj ovoga rada istraziti utjecaj tretmanigevenja bez primjene i uz primjenu
kriogenog hldenja na raspodijelu veine ¢estice posija prosa, sadrzaj ukupnih polifenola, ka
i slobodne bioaktivnhe spojeve i antioksidanse pgsipsa. Postupak mljeverga se provoditi

u kuglicnom mlinu bez primjene tekag dusSika (M), te uz njegovu primjenu, odnosno uz



smrzavanje na temperaturi od -196°C, a vrijeman@et bit¢e 2, 4, 8 i 12 minuta, uz
vibracijsku frekvenciju od 30 Hz (1800 mip Raspodjela valine ¢estica odreditte se
metodom laserske difrakcije na instrumentu Malvétastersizer 2000. Sadrzaj ukupnih
fenolnih spojeva (TPC) odredée se Folin-Ciocalteu metodom, dék se za odrivanje
antioksidacijske aktivnosti koristiti ABTS, DPPHFRAP metoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POSIJE

Posije odnosno mekinje predstavljaju nusproizvotjevenja zrna Zitarica. Same Zitarice
su jednogodisnje biljke iz porodice trava koje kéegaiziraju stabljika i klas na kojem se razvija
plod, odnosno zrno gidano iz tri osnovna dijela - omdaia (perikarp), endosperma kdjni
najveli dio zrna (75-86 %) i klice (embrio). Od toga, pesini:

» perikarp

» omota& sjemena (testa)

» aleuronski sloj smjeSten u endospermu

» klica (Lebesii Tzia, 2012).
Sastav posija se razlikuje ovisno o varijeteturidiga velgini i obliku zrna, debljini perikarpa,
trajanju i uvjetima skladiStenja, metodama trefmatitarica prije mljevenja, te u ko#r@ci i o
samom postupku mljevenja (Zitterman, 2003).

Na iskoriStenje i podiije primjene posija utjal njihove fizikalne karakteristike. Vazan
parametar je svakako udio vlage koji se mora potigtgi kontrolirati tijekom cijelog perioda
skladiStenja zitarica. Osim na mikrobioloSki sastéaga ima utjecaj i na oksidaciju masti u
zrnu, zbogega je potrebno inaktivirati enzime koji sudjelujnjenim reakcijama. Inaktivacija
se postize mikrovalnim zagrijavanjem, ekstruzijaaanrzavanjem, tretiranjem klorovédom
kiselinom, octenom kiselinom ili kalcijevim hidrake®m (Sharma i sur., 2014). Taler, vazna
fizikalna karakteristika posija je i vélnacestica. Ona je pokazatelj stupnja mljevenja idatje
na kemijski sastav, kao i tehnoloSka svojstva sgmo#ija, jer se promjenom véle ¢estica
mijenjaju i njihova reoloska te fizikalno-kemijskaojstva, sposobnost vezanja vode (bubrenje)
i udio masti (Rosell i sur., 2009; Viuda-Martosurs 2010). Bitno je spomenuti i boju koja
utjece na prihvatljivost posija kao gotovog proizvodal lpmtroSaa (Lebesi i Tzia, 2012).

U prehrambenoj industriji se fizikalno-kemijska gsta posija (stupanj topljivosti,
sposobnost vezanja vode, sposobnost stvaranja gatdicitih struktura) mogu iskoristiti u
proizvodnji nove hrane (Foschia i sur., 2013). Remm pronalaze i kao stabilizatori emulzija,
a ovisno o njihovom udjelu, vélni cestica i n&inu na koji su tretirane, posije wje na
senzorska svojstva hrane (Chinma i sur., 2015).gZposutnosti i sadrzaja topljivih i
netopljivin prehrambenih vlakana, posijama se ptipi brojni povoljni d@inci (Elleuch i sur.,
2011). Vlakna dovode do smanjenja glikemijskog ks@e djeluju pozitivnho na krvnu plazmu,

smanjuju rizik od pojave kardiovaskularnih bolesf,2 dijabetesa ili karcinoma, te patirast
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crijevne mikroflore i ubrzavaju metabolizam (Fug902; Schatzkin i sur., 2007; Mellen i sur.,
2009; Nagendra Prasad i sur., 2011; Foschia i 20t.3).

2.1.1. Kemijski sastav

Kemijski sastav posija ovisi o vrsti i varijetetitatica, n&inu obrade zrna te vélni
cestica. Od svih posija, rizine sadrze néjualio pepela i masti, a zobene proteina. S druge
strane, rizine posije sadrze manji udio ugljikohtdru odnosu na ostale zitarice dok kukuruz
ima najvei postotak. Ovaj nusprodukt mljevenja kao izvorhpeenbenih vlakana predstavlja
glavni izvor lignina, celuloze i hemiceluloze (Rih i sur., 2011). Netopljivim vlaknima su
bogate kukuruzne posije, a zobene topljivima pgpgiukana.p-glukan se povezuje sa
smanjenjem razine kolesterola u krvi, a visoku lemiaciju osim zobenih, sadrze &fpeene
posije. Rizine posije joS su bogate i kalcijem,jeam, magnezijem, fosforom, kalijem i
manganom, dok u kukuruznim dominira natrij, a unpS@m cink, bakar i selen. NajviSe
vitamina B i E nalazimo u rizinim posijama, a od gmi& kiselina u svim posijama
najzastupljenije su palmitinska, oleinska i linolkeselina. Sastav posija prosa moze se

usporediti s drugim Zitaricama, a udio glavnih kamenti posija prosa prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav posija prosa (Chinma i sur., 2015

Sastav Udio (%)
Ugljikohidrati 56
Proteini 11,5
Pepeo 10,5
Masti 8

2.1.2. Bioaktivni profil posija

Bioaktivne tvari su sastojci hrane koji imaju konisulogu u ¢uvanju ljudskog zdravlja
I prevenciji bolesti, a u zitaricama se moguirfanolni spojevi (fenolne kiseline, flavonoidi,
tanini, lignani i alkilresorcinoli), karotenoidi,eba-glukan, fitosteroli, fitati, betain i kolin.

Najzastupljenije fenolne kiseline u zZitaricamaewfinskap-kumarinska i sinapinska kiselina,



a koncentrirane su u aleuronskom sloju i perikagmnosno posijama (Liyana-Pathirana i
Shahidi, 2007). Visok udio bioaktivnih komponentsgjama daje mogmost primjene u

proizvodnji funckionalnih proizvoda od zitarica ovih sastojaka, te utjecaj na stabilizaciju
masti, odnosno produljenje roka trajanja hrane teogeastima (Katina i sur., 2012). Bioaktivni

profil posija razl¢itih vrsta Zitarica prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Bioaktivni profil posija razlitih vrsta zitarica

Vrsta Zitarice Bioaktivni spojevi Referenca
Riza Antocijani, flavonoidi, Kaneda i sur. 2007; Jang
fitinska kiselina Xu 2009; Zhang i sur. 2010
Ferulinska kiselina,
o sinapinska kiselingy- Martinez-Tome i sur. 2004
Psenica hidroksibenzojeva kiselina Verma i sur. 2009;
vanilinska kiselina, Wang i sur. 2010
kumarinska kiselina,
Zob Amino-benzojeva kiselina| \artinez-Tome i sur. 2004
Sirak Antodliam, fenalne iseline| - awika i sur. 2004
avonoidi i tanini
Raz Fenolne kiseline, lignani, | Nystrom i sur., 2005; Katina
folati I sur. 2007
Ferulinska kiselinap-
Kukuruz kumarinska kiselina., Choi i sur.
konjugati poliamina, 2007

hidroksicimetne kiseline
Galna kiselina, vanilinska
kiselina, siringtna kiselina,
klorogenska kiselina,
Proso* sinapinska kiselina,
ferulinska kiselina,
kempferol, apigenin,
miricetin

Chandrasekara i Shadidi,
2011

*Obiéno proso

2.2. PROSO

Proso je jedna od najstarijih Zitarica koja se $td& za ljudsku prehranu (Singh i sur.,
2012). Uzgaja se u toplim i suSnim pogmna, a sezona rasta traje 60 — 100 dan#kdA sur.,
2012; Habiyaremy i sur., 2017). Otporan je na #tetnbolesti te vrlo produktivan u uvjetima
suse u usporedbi s ostalim zitaricama. U svjetph@pprivrednoj proizvodnji proso zauzima

Sesto mjesto (Devi i sur., 2011). NajviSe ga sajazg Africi i Aziji. Glavni svjetski proizvéa¢



je Indija s 334 500 tona godiSnje, a slijede jed\ig, Niger, Kina i Rusija (FAO, 2012). U
mnogim afrékim i azijskim podrdjima proso sluzi kao glavni sastojak prehrane iadaki
raznim tradicionalnim oblicima hrane i¢pi (Chandrasekara i Shahidi, 2011; Chandrasekara i
sur., 2012).

U svijetu se razlikuje dvadeset r&#ih vrsta ove Zitarice (Fuller, 2006), a ée§e se
uzgajaju Panicum miliaceurmL. (obicno proso),Pennisetum glaucum L(biserni proso),
Eleusine coracand. (prstasto prosoRaspalum setaceuin (indijsko proso) Setaria italica
L. (talijansko proso)Panicum sumatrende (sitno proso), té&chinochloa utilisL. (japansko
proso)(Wen i sur., 2014). Kemijski sastav pr@sae ugljikohidrati (64,8 %), proteini (12,9 %),
masti (3,8 %), vlakna (4,9 %) i minerali (2,4 %), a joddwzi razlite fitokemikalije i
antioksidanase. Od fitokemikalija to su polifendignani, -glukan, inulin, rezistentni Skrob,
fitati, steroli, tokoferoli, prehrambena vlaknaarktenoidi, pricemu najvéi udio polifenola

¢ine fenolne kiseline i tanini, a flavonoidi samomjalio (Thilagavathi i sur., 2015).
2.2.1. Kemijski sastawPanicum miliaceun.

Najéceke uzgajana vrsta prosa, &dm proso (Slika 1), proizvodi se u Kini, Rusijidj
te nekim drzavama istoe Europe i sjeverne Amerike. lako se u SAD-u ddritia najviSe
upotrebljavaju pSenica i kukuruz, posljednjih g@dproso pronalazi sve & upotrebu zbog
svojeg sadrzaja proteina, odnosno nutritivne vnigsdi sléne onoj pSenice, kukuruza ili rize

(Kalinové, 2007; Habiyaremye i sur., 2017).

Slika 1. Panicum miliaceumobi¢an proso (Kalinova, 2007)

SadrZaj proteina ofmog prosa ovisi 0 uvjetima rasta. Tako susni uyjetokuju porast
sadrZaja proteina, no dovode do smanjenja njihaaditkte (Kalinova i Moudry, 2006). U

Tablici 3 prikazan je sastav @biog prosa.



Tablica 3. Kemijski sastav zrna ofnog prosa (Kalinova i Moudry, 2006; Kalinova, 2007)

Sastav Udio (%)
Ugljikohidrati 64,5-81,4
Proteini 11,3-12,7
Masti 3,5-6,7
Vlakna* 0,8-1,2
Minerali 15-4,2
Polifenoli 0,05-0,1

*vrijednosti za oljusteno zrno abiog prosa

Obi¢no proso sadrzi naj¢eudio (oko 12 %) i najkvalitetnije proteine u uspdbi s
ostalim vrstama (Kalinova i Moudry, 2006; FAO, 199Bla njihov sadrzaj utj@l vrsta i
varijetet prosa, opskrbljenost zemlje vodom i potien nutrijentima, te uvjeti tijekom rasta
zrna (Kalinova i Moudry, 2006). Sastav proteindkékcijacine albumini, globulini, prolamini
(31 % - 50 %) i glutelini (13 % - 42 %). Zrno prdsagat je izvor bitnih aminokiselina leucina,
izoleucina i metionina, dok je udio lizina i treami nizak (Ravindran, 1992; Dendy, 1995;
Kalinova i Moudry, 2006). SadrzZaj lizina Keese od 1,4 - 4,3 %, ali ga i dalje ima viSe nego u
zrnu pSenice. Bitno je naglasiti kako proso ne Badluten, zbogcega je prikladan za
konzumaciju kod ljudi oboljelih od celijakije (Chdrasekara i Shahidi, 2010).

Skrob¢ini tri ¢etvrtine zrna prosa, a véiha granula ulazi u raspon od 1,3 do 13%
(Kumari i Thayumanavan, 1998). U zitaricama jeigraod dviju glavnih komponenti: amiloze
i amilopektina. Udio amiloze u prosu iznosi 17,21-982,60 % i time nadmaSuje sadrzaj
amiloze u kukuruzu. Skrob prosa pokazuje topljivodt 6,89 % pri 90 °C, a toplinskim
tretmanom dolazi do bubrenja granula i Zelatinigagkroba. Temperature Zelatinizacije Skroba
obicnog prosa krau se od 56 °C do 76 °C (Dendy, 1995). NeSkrobrispbhridi, prehrambena
vlaknacine oko 1 % oljustenog zrna prosa (Kalinova i Moy @&006).

Oljusteno zrno prosa sadrzi 3,5 - 6,7 % lipidagi® weti od ovog ima samo zob. Masti
obicnog pros&ini 86-89% nezasenih masnih kiselina, odega je 42 % polinezasnih
masnih kiselina koje igraju vaznu ulogu u metabmolizkolesterola Glavne masne kiseline
obi¢nog prosa jesu linolenska (38,4 - 66,86 %), olan@X.,4 - 22,7 %) i palmitinska (6,61 -



11,3 %). Ovdje je bitno ograiiii vrijeme skladiStenja prosa na tri mjeseca @msvedene
kiseline podloZzne oksidaciime daju neugodan okus oljustenim zrnima (Kalin@®@&)7).

Najveli udio mineralnih komponenata se nalazi u perikagbeuronskom sloju i klici.
Obi¢cno proso siromasno je kalcijem, ali bogato kalijerbeliezom, magnezijem,
fosforom,cinkom i bakrom, te vitaminima B1 i B2.

Iz tablice 3 vidljivo je kako udio polifenola u @oiom prosu iznosi 0,05 - 0,1 %. Cijelo
zrno prosa sadrzi ferulinsku kiselimu; kumarinsku kiselinu i klorogensku kiselinu (Kaiwa,
2007).

Proso takder sadrzi fitate (0,48 %), inhibitore tripsina eprambenih vlakana, a sam
omot& zrna prosa bogat je izvor fitokemikalija (Ramadhani sur., 1977; Hadimani i
Malleshi, 1993). No, upravo prisutnost fitata, temiili polifenola u omot&u kao anti-
nutrijenata, smanjuje biodostupnost minerala iginat (Jingjun i sur., 2007; Shobana i Mall
eshi, 2007). lako se ljustenjem ovaj problem ri@Saono pak dovodi do gubitka nekih
minerala, vitamina i prehrambenih vlakana (Lesteshsur., 2005; Shobana i Malleshi, 2007).
Prema nekim istrazivanjima se, uz poboljSanje fiorkanih svojstava, razina anti-nutrijenata

smanjuje provéenjem postupka fermentacije (El Hag i sur., 200&jdu i sur., 2005).

2.2.2. Primjena prosa u proizvodnji prehrambenih proizvoda

Glavni proizvodi koji se dobivaju preradom prosadjusStena zrna, brasno i Zzitne
pahuljice. Proseno brasno se uglavnom koristi Katoehicna zamjena pSefmome u izradi
kruha, keksa i tjestenine (Kalinova, 2007). Prosgrerduje s ciliem povéanja nutritivhe
vrijednosti, ali i poboljSanja probavljivosti i bispolozivosti nutrijenata (Sarita, 2016). Upravo
zbog povoljne nutritivne vrijednosti, ova zitarigaikladna je za primjenu u raziim
prehrambenim proizvodima kao Sto sucgjehrana ili razne grickalice (Kalinova, 2007). @si
za ljudsku potrosnju, proso se koristi i kao sjeragtice te u proizvodniji etanola i biofilmova
(Taylor i sur., 2007; Li i sur., 2008 mnogim afrékim i azijskim podrdjima koristi se kao
glavni sastojak tradicionalne hrane - kruha, kagekalica, te alkoholnih i bezalkoholnih
napitaka (Kalinova, 2007; Saleh i sur., 2013).

2.2.3. Pozitivni winci na zdravlje

Proso pokazuje potencijal da bude priter@o kao funkcionalna hrana jer sadrzi
prehrambena vlakna, proteine, minerale, vitamiantioksidanse koji imaju brojne pozitivhe
utjecaje na zdravlje ljudi (Saleh i sur., 2013).tiivni sastav prosa omoguje njegov
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blagotvorni utjecaj na zdravlje koji secitmje u antimikrobnim, antioksidativnim i
antidijabetékim svojstvima (Devi i sur., 2014). Koristi se zar&avanje kardiovaskularnih
bolesti, snizavanje krvnog tlaka, smanjenje pojaveora i smanjenje kolesterola, a povezuje
se i sa zn&jnim smanjenjem postprandijalne glukoze u krvacanim smanjenjem ukupnog
LDL kolesterola i poboljSanjem lipidnog profila (8k i sur., 2013; Mcsweeney i sur., 2017).
Fermentiranim proizvodima od prosa pripisuje sebjicko djelovanje, dok cijelo zrno
pokazuje prebiotka svojstva (Laminu i sur., 2011; Lei i sur., 2018pd populacije koja
konzumira ovu Zitaricu zabiljeZen je maniji brojéjeva obolijevanja od dijabetesa (Shobana
i sur., 2009).

Takader, ve je spomenuto kako proso ne sadrzi gluten pa gstkea prehranu ljudi
oboljelih od celijakije (Sanderson i sur., 20179z8ljan je i na jelovniku osoba s atopijskim
dermatitisom, a testovima na Stakorima dokazaxda jgroso ubrzava proces zacijeljivanja rana
(Rajasekaran i sur., 2004; Saleh i sur., 2013).

Prije konzumacije i pripreme hrane, s cillem pofmtja prehrambenih i senzorskih
svojstava, proso se prédrge tradicionalnim tehnikama koje ukduju dekortiranja, proizvodnju

slada, fermentaciju, przenje, ljustenje i mljevei8aleh, 2013).

2.3. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolicine kompleksnu skupinu prirodnih spojeva koja bv@e od 8,000 poznatih
struktura. Sve pripadnike ove skupine karakteriaramatski prsten s jednom ili viSe
hidroksilnih grupa. Produkti su sekundranog metabw biljaka, a osim u v i poviu,
pristuni su u zitaricama (Dai i Mumper, 2010). Djse (Slika 2) prema podrijetlu, bioloSkoj

funkciji i kemijskoj strukturi (Tsao, 2010).

Flavonoidi
Flavonoli, flavoni, . . . .
izoflavoni, flavanoni, Stilbeni Lignani
anotcijanidini, Rezveratrol Sekoizolarisirezinol
flavanoli

Slika 2. Podjela polifenola i najz&ajniji predstavnici (Manach i sur., 2014)



Fenolne kiseline dijele se u dvije grupe: derimnzojeve kiseline i derivati cimetne
kiseline. Sadrzaj hidroksibenzojevih kiselina utij@s biljkama je nizi u odnosu na
hidroksicimetne kiseline, a razlike u strukturi ata hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih
kiselina rezultat su metilacije i hidroksilacijeoaratskog prstena (Macheix i sur, 1990).
Flavonoidi predstavljaju grupu polifenotgu osnovnu struktur@ine dva aromatska prstena
povezana s tri ugljikova atoma, a dijele se nadiele, flavone, flavanone, flavanole,
antocijanidine i izoflavone. Razlike mhe njima posljedica su razlika u broju i polozaju
hidroksilnih grupa glikolizacije ili alkilacije tihistih. Stilbeni su spojevi koji sadrze 1,2 -
difenileten kao funkcionalnu skupinu te je najpdgn@redstavnik ove skupine resveratrol
(3,5,4- trihidroksistilben). Lignani su difenolrgpojevi koji imaju 2,3 - dibenzilbutansku
strukturu, odnosno dimeri cimetne kiseline (Pandeigvi, 2009). Polifenolne spojeve odlikuje
niska bioraspolozivost, Sto se &&e pripisuje njihovoj nestabilnosti i podloznosti
metabolékim procesima u cijelom gastrointestinalnom traktap i visoka osjetljivost na
vanjske okoliSne uvjet&ime je otezana implementacija polifenola u prehramnebi druge
proizvode (Bell, 2001). Pokazuju visoku bioloSkuiakost te antioksidacijsko, protuupalno i

antitumorsko djelovanje (Sun i sur., 2014).
2.3.1. Antioksidacijska aktivnost polifenolnih spojeva

Svaka komponenta hrane koja nekim mehanizmom maélmiti slobodni radikal
smatra se antioksidansom, pa se u njih ubrajaguti (posebice vitamin A, C i E), polifenolni
spojevi, selen, cink i mnogi drugi (Aljadi i Kamaidin, 2004). Antioksidansi su molekule koje
djeluju na nain da nekom reaktivnom, slobodnom radikalu donijaflan elektron ili vodikov
atom. Time neutraliziraju slobodne radikale, stjaraanje Stetne molekule i na tajcimrastite
ljudski organizam od mogth bolesti, ali i usporavaju kvarenje hrane bogasstima (Brand-
Williams i sur., 1995; Beretta i sur., 2005; Livigur., 2011).

Slobodni radikal ofenito je svaki atom ili molekula koji sadrzi jediéirviSe nesparenih
elektrona. Véina ih je jako reaktivna, nastoje brzo reagiratirggim molekulama préemu
nastaju novi radikali (Pine, 1994). Oni su Stewsprodukti normalnog metabolizma, a njihov
nastanak moZe izazvati izlaganje éaaju, konzumacija cigareta ili stanje stresa. \zaui
oksidaciju raznih biomolekula, i to proteina, lipid DNA. Dodatno, uzrokuju genetske
promjene i promjene na molekularnoj razini kod ikazh organizama (Ammar i sur., 2009).

Antioksidansi imaju vaznu ulogu u prevenciji i dgnju oboljenja uzrokovanih
oksidativnim stresom poput ateroskleroze, ostegmyranalignih bolesti, dermatoloSkih
oboljenja, Chronove bolesti, te preuranjenog sfar@djadi i Kamaruddin, 2004).
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Antioksidacijska aktivnost polifenola iskazuje sesposobnosti uklanjanja reaktivnih
kisikovih i dusikovih vrsta, te inhibiciji enzimaok povetavaju oksidacijski stres (Escarpa i
Gonzalez, 2001). Ona ovisi o rasporedu i ukupnasjuldridroksilnih skupina, a e aktivnost
imaju polifenoli koji u svojoj strukturi sadrze ledtolnu skupinu, u odnosu na one s fenolnom
(Burda i Oleszek, 2001; Scalbert i sur., 2005).

Konkretno, flavonoidi djeluju antioksidativho nealizacijom slobodnih radikala i
prekidanjem latane reakcije njihova nastajanja, te stvaranjenm&elaonima metala (Khan i
sur., 2000; Sakihama i sur., 2000). Flavanoli cgamidini se vezama na polarni dio fosfolipida
akumuliraju na povrsSini staine membranéime stanicu preko hidrofobnog dvosloja brane od
Stetnih molekula (Verstraeten i sur., 2003). lake fenolne kiseline pokazuje antioksidativno
djelovanje, slobodne radikale aktivnije neutrafpir p-kumarinska i ferulinska u odnosu na
kafeinsku i klorogensku kiselinu. Hidroksilne grupe p-poloZaju na hidroksicimetnim
kiselinama f - kumarinska kiselina) zdajno povéavaju antiradikalni kapacitet u usporedbi s
ekvivalentnim o - i m - polozajima (o - ili m -kumiaska kiselina) (Mikolaj, 2017).

Za odrdivanje antioksidacijske aktivnosti koriste se direk (ORAC metoda,
odralivanje antioksidacijskog kapacitetg s karotenom) i indirektne (ABTS, DPPH, FRAP)
metode, a podaci do kojih sed#osu pouzdaniji ako se dgsobno usporkiju i koreliraju.
Metode za odréivanje antioksidacijske aktivnost se baziraju nalitgim mehanizmima
obrambenog sustava antioksidansa, poput uklanjamhibicije slobodnih radikala ili kelacije

metalnih iona (Roginsky i Lissi, 2004).

2.3.2. Polifenolni spojevi prosa

Dokazano je da je gotovo 60 % polifenolnih spojeyaosu koncentrirano u sjemenom
omotau koiji ¢ini oko 13 % mase samog sjemena. Oni su prisutnsk@odni, topivi konjugati
i netopljivi vezani oblici (Devi i sur., 2011). Gimio proso sadrzi 0,05 - 0,10 mg fenola na 100
g ekvivalenta katehina (Dendy, 1995). Glavni poldk prosa su fenolne kiseline i tanini, a
flavonoidi su prisutni u malim koncentracijama (@teasekara i Shahidi, 2010). U cijelome
zrnu mogu se rgai hidroksicimetne (klorogenska, kafeinskeans-cimetna,p - kumarinska,
sinapinska, trans - ferulinska, cis - ferulinska) i hidroksibenzojeve kiseline (galna,
protokatehuina, p - hidroksibenzojeva, gentinska, vanilinska, siréng). Dok su
hidroksicimetne i njihovi derivati pristuni kao ogljivi spojevi, hidroksibenzojeve se nalaze u
obliku topivih konjugata (Shadidi i Chandrasek&®@]3). Najzastupljenije fenolne kiseline u

ovoj Zitarici su ferulinska kiselingy - kumarinska kiselina, dehidromeri ferulinske kise]
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cimetna kiselina i topljiva klorogenska kiselinaalihova, 2007). Polifenoli u interakciji s
proteinimacine tanin-protein komplek&me smanjuju probavljivost samih proteina (Salunkhe
i sur., 1985). Kondenzirani tanini suc¢jaantioksidansi od svojih odgovargjbh monomera
(Devi i sur., 2014).

2.4. MLIJEVENJE

Mljevenje je tehnoloSki proces usitnjavanja cijeldirna u oblik pogodan za
konzumiranje ili prevdenje u odréeni proizvod, a sastoji se od usitnjavanja materipi
cemu se raztiti materijali odvojeno usitnjavaju, a zatim se tof@ni dijelovi sijanjem
razdvajaju. Cilj samog mljevenja, odnosno razdvajazrna na anatomske dijelove jest
dobivanje brasna, ptemu se kao nusproizvodi izdvajaju posije i klica.

Faze u industrijskom postupku mljevenja su:

» priprema (mijeSanjedis¢enje)
» vlazenje

» mljevenje

Razlkiti postupci mljevenja razlikuju se ovisno o kvatit same Zitarice te vrsti proizvoda
(brasno ili krupica).

Zrna se odvajaju (frakcioniraju) u ragte kategorije koje se razlikuju prema @ti |
aerodinamikim osobinama, te po preligackim osobinama i komercijalnoj vrijednosti. Pri
tome je komercijalna vrijednost sitne frakcije aZmatnanja pa se iz nje viSe isplati proizvesti
statnu hranu nego brasno slabije kvalitete. Zrna skcioairaju pomau sita ili aspiratora,
odnosno koncentratora koji zrna razdvaja prem&ineli aerodinaminim svojstvima. Nakon
njihova frakcioniranja, zrna se mijeSaju s ciljeobivanja smjese Zeljene kalée

Zrna na vlazenje neposredno prije mljevenja dotg&€ena od raznih primjesa koje se
odvajaju prema fizikalnim karakteristikama, i t@pra veléini, obliku, masi, boji, itd. Dodatno,
povrSinskom obradom s povrSine zrna se uklanjajéisttée anorganskog i organskog
podrijetla¢ime se u konénici dobiva higijenski ispravniji proizvod. U oveatode ubrajaju se
ribanje,cetkanje, ljustenje i pranje.

Mljevenje se provodi u mlinovima koji su gage opremljeni valjnim stolcima,
planskim sitima, pré&iS¢ivacima, otresivéima posija i rastresivama.

Mehantkoj obradi najviSe je podloZzan najmeksi endospeansg on usitnjava prvi, a

nakon njega klica i na kraju ljuska. Nakon usitajaja se endosperm krupljenjem odvaja od
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izmeljavanjem na glatkim i hrapavim valjcinmisne se dobije brasno.

Dekortikacijom, odnosno uklanjanjem vanjskog omiatarna smanjuje se udio pepela
i masti obénog prosa. Takier, sadrzaj lizina pada na polovicu svoje vrijedna®k kolicina
ostalih aminokiseline ostaje podjednaka (Sernai&aid Rooney, 1995). Ovim postupkom
obrade zrna prosa smanjuje se udio tanina i fefumla proteini, Skrob i minerali postaju bolje
probavljivi (Devi i sur., 2011). LjuStenje zrna @duje jednaki &inak na sadrzaj polifenola te
probavljivost proteina i Skroba. LjuStenjem se adazuklanja povrSinski sloj perikarpa
(epidermis), a uzastopnim koracima se mogu zalwuatinutarnji slojevi zrna, ovisno o
vremenu i stupnju abrazije (Chandrasekara i sQ.22

Brasno prosa nakon mljevenja brzo gubi na kvalizbbg hidrolitékih i lipoliti ckih
promjena na mastima. Kvaliteta i rok trajanja samdiasna povavaju se primjenom
postupka suhog mljevenja, jer se njime od endosperdvaja véina sadrzaja masti (klica i

aleuronski sloj).

2.4.1. Mljevenje primjenom kriogenog hianja

Kriogeno mljevenje je postupak mljevenja u kojentre¢irani materijali smrzavaju u
tekutem dusSiku na temperaturama do - 196°C. Dosadabjdjeze&n mali broj istrazivanja
utjecaja ove metode na zrna zitarica. Mljevenj@uimjenu kriogenog hidenja se uglavnom
primjenjivalo za usitnjavanje sjemenki r&tiih zatina s ciljem poboljSanja njihove kvalitete
(Singh i Goswami, 1999; Goswami i Singh, 2003). @yostupkom mljevenja olakSava se
fragmentacija ¢estica i pruza mogdgmost @uvanja termolabilnih spojeva. Pri niskim
temperaturama zrna postaju lako lomljiva, te sengm@ mehanika energija potrebna za
njihovo usitnjavanje. Tim smanjenjem \lie ¢estica posija u probavnom sustavu dolazi do
poveanja bioraspolozivosti ferulinske i sinapinske kise kao i ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta bioraspolozivih frakcija iz kruha obég@og posijama. Ultra-finim mljevenjem
posija pucaju statme stijenke Sto rezultira oslatenjem sadrzaja samih stanica, a to
objasSnjava véu bioraspolozivost oddenih spojeva tijekom probave (Hemery i sur., 2010).
Smanjenje veline c¢estica moZe olakSati interakcije spoj-otapalo testrakciju i
bioraspolozivost bioaktivnih spojeva prisutnih spama. Tran i suradnici (2011) su istrazivali
razliku u strukturi i guvanju molekula Skroba rize tretirane mljevenjem baz smrzavanja.
Dokazali su da molekularna struktura samog Skoste@skoro pa nepromijenjena primjenom

kriogenog hldenja, dok kod mljevenja bez primjene kriogenogiéfga dolazi do degradacije
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amilopektina i amiloze. Taki@r, obtnim mjevenjem dolazi do cijepanja lanaca samoghikro
Sto negativno utfe na nutritivnu vrijednost takvog proizvoda, jers&eob sa duzim lancima u
Svojoj strukturi sporije probavlja. Dodatno, u &tivanju Zhu i suradnika (2010) dokazano je
kako se ultra-finim mljevenjem povava sposobnost stvaranja kelata, sposobnost reelukci

slobodnih radikala i sadrzaj ukupnih polifenolam&eih posija.

14



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI
3.1.1. Uzorci

Za provedbu ovog eksperimenta koriStena je frakumjsija obénog prosa sorte Soéak
(Mlinopek, Slovenija), koja je sadrzavalastice manje od 500 pm. Kemijski sastav prikazan
je u tablici 4.

Tablica 4. Kemijski sastav posija oo prosa, sorte Séek (% na suhu tvar)

Uzorak Voda Pepeo Proteini Masti
Posije 10,20 + 0,002 5,77 £ 0,008 13,90 + 0,042 9,98 49,0

Sastav vlakana odten je u sklopu ovog diplomskog rada i prikazan jpoglavlju
Rezultati.

3.1.2. Priprema uzoraka
3.1.2.1. Mljevenje

Postupak mljevenja provodio se u kdglhm mlinu (CryoMill, Retsch, Njent&a) bez
primjene tekdeg duSika (M), te uz njegovu primjenu, odnosno uz smrzavanje na
temperaturama do -196°C. Posije prosa (8 g) migwen2, 4, 8 ili 12 minuta, uz vibracijsku
frekvenciju od 30 Hz. U stiaju kada je bilo primjenjeno kriogeno tiémje, predhldenje
uzorka provedeno je na automatskom programu. Prdaj&tene kuglice iznosio je 25 mm,

a zapremnina posudice za mljevenje 50 mL.

Slika 3. Uredaj za kriomljevenje
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3.2. METODE RADA
3.2.1. Odredivanje raspodjele valine ¢estica

Kako bi se utvrdila raspodijela vé@he ¢estica, uzorci posija prosa dobiveni mljevenjem na
kuglicnom mlinu bez i uz primjenu tekeg duSika analizirani su poo metode laserske
difrakcije. Pri analizi uzoraka koriSten je lasergkalizator veliine ¢estica Malvern 2000
(Malvern Instruments Ltd. Worchestershire, Velikat&hija), koji je opremljen jedinicom za
suhu diperziju Scirocco 2000 i povezan &relom s Mastersizer 2000 softwareom v. 5.60.
Uzorak je usipan u kadicu jedinice za suhu dispeknja je opremljena sitom za razbijanje
aglomerata i ujedrfavanje dotoka uzorka u mjerteliju. Zastenje laserske zrake je podeSeno
na 2 - 6 % (Benkovii sur., 2013), a za svaki od uzoraka su provediemparalelna mjerenja.
Brzina snabdijevanjéelije uzorkom i tlak zraka su prilagavani tijjekom mjerenja kako bi se
odrzala konstantnost zasnja laserske zrake (Benkéy2013). Rezultati su izrazavani kao
percentili raspodjele veline ¢estica:

» d (0,5) predstavlja promjefestica za koji vrijedi da je 50 % ukupnog broja
¢estica ima promjer e od tog promjera i 50 % ukupnog ima promjer maaji
tog promjera [um]

» d (0,1) predstavlja valinu cestice od koje je manje 10 &bstica cijelog uzorka
[um]

» d (0,9) predstavlja valinu ¢estica od koje je manje 90 &éstica cijelog uzorka
[um]

» D [3,2] predstavlja povrsinski ekvivalentni promjednosno Sauterov promjer
[nm]

» Raspon (span) predstavlja Sirinu raspodelgica i rduna se prema formuli:

d (0,9) — d (0,1)
d (0,5)

Raspon =

3.2.2. Odrgiivanje udjela vode

Koli¢ina vode u prosu odiaje se metodom koja je odiena Pravilnikom o metodama
fizikalno-kemijske analize za zita i mlinske pramde 28/11, uz modifikaciju mase zbog
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limitirane koli¢ine uzorka. Podatak kdlhe vode u uzorcima je iskoristen za tara dobivenih
razultata na masu suhe tvari posija prosa.
Aparatura i pribor:

1) Metalna zdjelica

2) Susionik

3) Eksikator sa silicagelom i indikatorom z&smosti

4) Laboratorijska zlica

5) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,001 g

Postupak rada:

U prethodno osuSenu i izvaganu metalnu zdjeliclaizevse oko 2 g uzorka. Za
odrealivanje koline vode u uzorcima prosa otvorena zdjelica s wrarkpoklopcem se stavi
u susSionik zagrijan na 130 °C u trajanju od 90 r@aniNakon suSenja zdjelica se izvadi iz
susSionika, pokrije poklopcem te se stavi hladigksikator, a nakon hignja vaze. Za svaki
uzorak rade se dvije paralele, a kao rezultat usensrednja vrijednost. Susenje se ponavlja u
trajanju od 30 minuta sve do konstantne maseckalivode u uzorku prikazuje se u postocima,
a izra&unava prema formuli:

(my —m4) * 100

0

Udio vode (%) =

gdje su:
Mo = masa uzorka [g]

m; = masa uzorka nakon susSenja [g]

Dobiveni podaci o kodiini vode u uzorku koriste se za izt udjela kokine suhe tvari,

koja se prikazuje u postocima, a &raava se prema formuli:

Suha tvar (%) = 100% — udio vode (%)
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3.2.3. Odredivanje udjela netopljivih i topljivin prehrambenitekana
Reagensi:

1) 96 %-tni etanol
2) 78 %-tni etanol
3) Aceton

4) Enzimi, Megazyme International Ireland

« termostabilnar-amilaza (E-BLAAM); 3000 Ceralpha Units thi

« proteaza (E-BSPRT); 50 mg L350 Tyrosine Units rmi

« amiloglukozidaza (E-AMGDF); 2QiNP B-maltoside Units mt (ili 3,300 Units mi)

5) Destilirana voda

6) Celite (filtracijsko sredstvo, dijatomejska zemlja)

7) Otopina za pranje filter lamnca

8) 6,0 M otopina NaOH

9) Otopina MES-TRIS pufera- svaki 0,05 M; pH = 8,224i°C
10) 37 %-tna otopina HCI

11) 0,561 M otopina HCI

12) 5 %-tna otopina NaOH

13) 5 %-tna otopina HCI

Aparatura i pribor:

1) StaklenetaSe
2) Laboratorijske boce, 500 mL i1 L
3) Stakleni filter loic¢i (50 mL, velEina pora 40 - 6@m)

* priprema léiha za upotrebu: lamc¢i se stave u mufolnu paa 525 °C preko
noci. Celite | pepeo se maknu koristeakuum. Loriéi se stave u Labex, otopinu za pranje na
sobnu temperaturu u trajanju od 1 h, a ispiru sebovodnom i destiliranom vodom. Za zadnje
ispiranje koristi se 15 mL acetona i toféi se ostave susiti na zraku. U posuSenéitendoda
se 1 g Celite i stavi suSiti na 130 °C u suSionikadnstantne mase. L&idi se hlade u eksikatoru
oko 1 h, nakon toga se izvazu i zabiljezi im seanas

4) Boca za odsisavanje, 500 mL

5) Stakleni lijevak za filtraciju
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6) Gumeni prsten

7) lzvor vakuuma

8) Vodena kupelj s tresilicom

9) Laboratorijska vaga

10) Staklena menzura, 50 i 500 mL

11) SusSionik

12) Stoperica

13) Eksikator

14)pH metar, JENWAY 3510 (UK)

15)mikropipete (50 - 20@m i 5 ml) i nastavci, Eppendorf (Hamburg, Njetka)
16)magnetska mijeSalica, IKA® RT5 (Staufen im Breisgdjematka)
17)Spatula

18)mufolna pé

Postupak rada:

Metoda za analizu netopljivih i topljivin prehranmie vlakana modifikacija je AACC
32 - 05.01 metode za odreanje ukupnih prehrambenih vlakana (AACC 32 - 0%I10AACC

32 - 21.01 metode za odireanje topljivin/netopljivih prehrambenih vlakana.

3.2.3.1. Odreivanje netopljivin prehrambenih vlakana

U svaku octetiri laboratorijske boce (500 mL) izvaze se podrethodno odm&gnog
uzorka te se doda 40 mL otopine MES-TRIS puferge@l proba pripremi se na istidia
samo bez uzorka i pripremi se u dvije laboratoeijbkce. Nakon dodatka pufera u svaku bocu
stavi se magnet te se boce stave mijeSati na nslgnetijeSalicu (MOT = 1,5) dok se uzorak
ne otopi. U iste boce, mijeSgjuna magnetskoj mijesalici, doda seB0otopine termostabilne
-
amilaze. Boce se poklope &pom (ne zatvara se do kraja), stave u vodenu jkegéiesilicom
(jJacina postavljena na 120) te se konstanto mijeSaf@8nal00 °C i inkubiraju 30 min. Slijepa
proba analizirana je na isti ¢ia. Uzorci su se stavili u lonac sa kgmm vodom koja se
zagrijavala na reSou te su bili mijeSanima svakih 5 min. Nakon zavrSetka inkubacije uzorci
se izvade iz vodene kupelji i ohlade na otprilike 9. Sa stijenki boca sastruze se prsten
pomcau Spatule te se Spatula i stijenka isperu sa 10dedtilirane vode korisée pipetu.
Temperaturu vodene kupelji potrebno je podesib®&C na né&n da se iz kupelji odlije nesto
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vode i doda se hladna voda. U aldae uzorke doda se 1QQ otopine proteaze te se boce
poklope s&epom (ne zatvara se do kraja) i stave se u vodgpeljksa konstantnim mijeSanjem

u trajanju od 30 min. Vrijeme se @ree mjeriti kada temperatura u kupelji dosegne 6Ndkon
zavrSene druge inkubacije zaustavi se mijeSarjeca se ostave u kupelji kako bi se podesila
pH vrijednost na 4,1 - 4,8. U svaku bocu doda s&®,561 M otopine HCl-a te se za kéna
postavljanje pH vrijednosti dodaje nekoliko kaptpfdike 5 - 10) 5 %-tne otopine HCI-a
pomau jednokratne plastne pipete. Nakon Sto se podesi pH vrijednost, @ lseaoda po 200

ul otopine amiloglukozidaze, poklopi gepom (ne zatvara se do kraja) i ostavi se inkuhirat
vodenoj kupelji sa konstantnim mijeSanjem na 30.nVWnjeme se pdne mjeriti kada
temperatura u kupelji dosegne 60 °C. ZavrSetkorte tirekubacije uzorci idu na vakuum
filtraciju. Vakuum filtracija provodi se na tia da je boca za odsisavanje spojena na izvor
vakuuma te se filtracija vrSi preko staklenih diga. Prije filtracije uzorka potrebno je
rasporediti Celite po lat¢u koristei nekoliko mililitara destilirane vode koja se zatusisa.
Lonci¢i s Celitom su prethodno izvagani i zabiljezenaj@énmasa. Uzorak iz boca koje su se
inkubirale u vodenoj kupelji se filtrira kroz I¢i¢ u odsisnu bocu. Talog koji je zaostao u boci
se ispire sa 4 x 5 mL destilirane vode koja je iaga na 70 °C. Filtrat i voda prebace se iz
boce za odsisavanjecistu, izvaganu laboratorijsku bocu te se kasnijaske za odréivanje
topljivih prehrambenih vlakana. Talog u éu ispere se sa 2 x 10 mL 96 %-tnog etanola i
acetona. Nakon ispiranja taloga udaiu, lorti¢ se stavi u susionik na 103 °C te se susi preko
noci. OsuSeni loni¢ stavi se u eksikator, a nakon ddaja se izvaze i zabiljeZzi se masa. Masa
taloga izrguna se na i@ da se oduzme masa toéa i Celita od mase osuSenog da@ i
Celita sa uzorkom. Za iztan netopljivih vlakana potrebno je odrediti katiu pepela (metoda
je opisana u poglavlju 3.2.3.). i k&hu proteina (metoda je opisana u poglavlju 3.2.4.)

3.2.3.2. Odréivanije topljivin prehrambenih vlakana

Za odrdivanje topljivin prehrambenih vlakana koristi seotek (filtrat i voda) koji je
skupljen u prethodno izvaganu laboratorijsku boglikpm odrealivanja netopljivih viakana.
Boca sa skupljenim uzorkom se izvaZze te seiara masa uzorka. Dobivena masa koristi se
za izr&un potrebnog volumena 96 %-tnog etanola, zagrijar@§0 °C koji se dodaje u bocu
sa uzorkom u volumenu koji je 4 putatved mase uzorka. Nakon dodatka etanola uzorak se
ostavi stajati na sobnoj temperaturi 1 h u svrtazemnja topljivin prehrambenih vlakana (slika
9). Prije filtracije uzorka potrebno je rasporediglite po loi¢u korist&i nekoliko mililitara

(oko 15 ml) 78 %-tnog etanola koji se zatim uslsanci¢i s Celitom su prethodno izvagani i
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zabiljeZzena im je masa. Uzorak se filtrira kroz¢iénZa kvantitativno prenoSenje i ispiranje
ostatka taloga iz boca u lad koristi se Spatula i 78 %-tni etanol. Nakon fitifa talog se
ispere sa 2 x 15 mL 78 %-tnog etanola, 96 %-tnagaé i acetona. Isprani talog u éodu susi
se u susSioniku preko tiona 103 °C. OsusSeni loi¢ stavi se u eksikator, a nakon dgaja se
izvaZze i zabiljezi masa. Masa taloga &zma se na rién da se oduzme masa toéa i Celita
od mase osusenog lbta i Celita sa uzorkom. Za iznan topljivin prehrambenih viakana
potrebno je izréunati koliinu proteina i pepela na jednak¢ima kao i kod netopljivih

prehrambenih vlakana.

3.2.4. Odrdlivanje koline pepela

Metoda za odrdivanje pepela modificirana je idana prema protokolu za odreanje
prehrambenih vlakana - AACC 32 - 05.01 metode zgedbehnje ukupnih prehrambenih
vlakana i AACC 32 - 21.01 metode za ativanje topljivin/netopljivih prehrambenih vlakana

(Megazyme International Ireland, 2016).

Aparatura i pribor:

1) Eksikator sa silikagelom i indikatorom zésnosti
2) Analiticka vaga, osjetljivosti +/- 0,0001 g , KERN ALS 228 (Balingen, Njemeéka)
3) Mufolna p& s regulatorom temperature

4) Laboratorijska klijeSta

Postupak rada:

Lonci¢i za odréivanje prehrambenih vlakana se stave u hladnu mufoé te spaljuju
5 sati nakon postizanja odgovargutemperature na 525 °C +/- 20 °C. lzgaranje sdrama
zavrSenim kad je ohd&ni uzorak bijele boje. Kad se izgaranje zavrSsuga se hladi u
eksikatoru do sobne temperature. Nakorddiga, uzorak se brzo izvaze. Kutia pepela

iskazuje se prema postocima mase prema suhoj izeatunava prema formuli:

Koli¢ina pe ela(‘V)-m*lOO* 100
pepera i) =M " 100 — v
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gdje su:
Mo = masa ispitanog uzorka [g]
m: = masa ostatka [g]

v = koli¢ina vode u ispitanom uzorku [%]

3.2.5. Odralivanje sadrzaja dusSika (proteina) po Kjeldahl-u

SadrZaj proteina odteje se prema normi HRN ISO 1871 : 1999 (1SO 181475 (E))
ICC 105/ 2 i metodi AACC Method 46 - 12.

Reagensi:

1) Konc. SOy

2) 40% NaOH

3) 4% HBO3

4) Katalizator: Kjeldahl-ove tablete (bez Zive i selen
5) HCI, 0,1 N titrival

» odreiivanje faktora otopine (F) HCI (c = 0,1 mol / LN&2CO3
0 NaCOz se osusSi na 250 °C i ohladi se u eksikatoru
0 odvaze se 0,15 - 0,2 g M20Os na desetinu miligrama
o otopi se u 100 ml vode
o titrira se kiselinom (c = 0,1 mol / L) uz metil-@wilo do promjene boje iz
zute u crvenu
0 kuhanjem se istjera GO ponovno se titrira do crvene boje

» Faktor otopine se odredi prema formuli:

e 2*¥1000*m(Na2C03)
~ V (HCD*106,004*0,1

6) obojeni indikator (kada se upotrebljav&ma ili kolorimetrijska titracija)
* 1 % metil-crvenilo - otopi se 10@ u 100 ml 95 % alkohola

* 1 % bromkrezol-zeleno - otopi €8 Ing u 100 ml 95 % alkohola
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7) Destilirana voda
Aparatura i pribor:

1) laboratorijska vaga

2) ureadaj za mineralizaciju

3) Kjeldahl-ove kivete za mineralizaciju sa stalkom

4) Efikasni sistem za odvod pare: aspirator iligisat plina ili tekuta voda
5) Uredaj za destilaciju

6) Posudice za vaganje

7) 25 mL birete (graduacija = 0,1 mL)

8) 250 mL Erlenmayerove tikvice

9) 10 mL dispenzeta za konc$u

10) 25 mL dispenzeta za bornu kiselinu

Postupak rada:

U Tecator kivete metodom dvostrukog vaganja stawizorak vlakna. U svaku kivetu
se doda 1 tableta Kjeldahl katalizatora i 12 midemtrirane sulfatne kiseline te se lagano mijeSa
dok se uzorak potpuno navlazi kiselinom. Nakon ®wmatalak s epruvetama stavi u digestijsku
jedinicu za mineralizaciju i uklgi se sistem za odvod pare. Mineralizacija je zawaSgakon
otprilike 60 minuta, a tekina u epruvetama je bistra i svjetlo-zelene bojerukete se sa
stalkom izvade iz digestijske jedinice i ostaveditlazajedno s poklopcem do sobne
temperature. Nakon htanja se u svaku epruvetu stavi 80 ml destilirardevo

Za vrijeme trajanja mineralizacije za svaki uzopaipremi se jedna Erlenmayer tikvica
od 250 mL te se u njih stavi 25 mL borne kiselir3ekiapi indikatora.

Uklju¢i se aparat za destilaciju, pusti se voda da seimagenerator pare (ventil
ispuStanja vode mora biti zatvoren) te se na pestwedvieno za prihvatnu tikvicu stavi
prazna tikvica, a na mjesto predieno za Kjeldhalovu kivetu stavi se prazna kivetkrene
se generator pare. Nakon Sto se u prihvatnu tikskeyi kondenzat, otvore se zastitna vratasca
te se prihvatna tikvica zamijeni tikvicom u kojugevljeno 25 ml borne kiseline (destilacijska
cjewica mora biti uronjena u otopinu), a Kjeldhalovadta se zamijeni kivetom u koju je
stavljen spaljeni uzorak i 80 ml destilirane vodesé ponovno zatvore vratasSca. Dozira se 50
ml 40 %-tnog NaOH u Kjeldhalovu kivetu i pokrenedastilacija koja se odvija oko 4 minute
(do volumena 125 ml). Dobiveni destilat je zelemgeb(ukazuje na prisustvo amonijaka) te

mora biti hladan jer u protivnom dolazi do gubitkanonijaka. Nakon zavrSetka destilacije,
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Kjeldhalova kiveta se isprazni u izljev uz pustanigdne vode, a destilat se titrira kloridnom
kiselinom te se zabiljezi utroSak.

Slijedi titracija koja se vrSi ponga birete koja je napunjena 0,1 N HCIl-om te serétri
izravno u prihvatnu tikvicu. Titracija je zavrSekada se boja otopine promijeni u blijedo
ruzicastu (Novak, 2017).

Masa proteina izkanava se na slijedenain:

{(a-b)*Nuis*fkis.*1,4007}

M uzorak

%N=

gdje su:

a = volumen HCI utroSen za titraciju uzorka [mL]

b = volumen HCI utroSen za titraciju slijepe prgbe.|
N = molaritet kiseline

f = faktor kiseline

m = masa uzorka (talog u l&éidu nakon susenja) [g]

% bjelancevina = %N * F
gdje je:
F = faktor za prerainavanje dusSika u bjelaevine (6,25)

3.2.6. Ekstrakcija
3.2.6.1. Ekstrakcija slobodnih spojeva

U Eppendorf epruvete volumena 1.5 mL izvaze sen@$p0zorka i doda 50 uL internog
standarda (c ~ 0,075 mg/mL), te 1 mL 80 %-tnog@tartyzorci se homogeniziraju na vortex-
u te stavljaju u ultrazvinu kupelj na 10 minuta. Po zavrSetku ekstrakcijenegte se vade iz
kupelji te stavljaju u mikrocentrifugu 15 minuta 8800 o / min. Tako dobiveni supernatant
prelije se u nove epruvete volumena 2 mL i stawipa@avanje pod dusikom uz lagano grijanje
do 40 °C. Ekstrakcija se ponovi joS dva puta, alidodatak 80QuL 80 %-tnog etanola.
Supernatanti se nakon svakog centrifugiranja spagtavljaju na uparavanje pod dusikom. U
uparene uzorke dodaje se 500 uL 2 %-tne octenbkridsee se takvi homogeniziraju na vortex-
u, a nakon toga slijedi dodatak 500 etil acetata, te ponovna homogenizacija. Eppendor
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epruvete se polazu u centrifugu 5 minuta na 1400@in. Po zavrSetku centrifugiranja gornji
sloj etil acetatne frakcije se otpipetira u noveugpte i stavi na uparavanje pod dusSikom, uz
lagano grijanje do 40 °C. Postupak se ponovi jo& jpivta, gornji slojevi se odvoje i sva tri
supernatanta spoje. Upareni uzorci se spremajizer fna temperaturu od - 20 °C do analize.

Za analizu se dodaje 100 metanola te homogenizira na vortexu.

3.2.6.2. Ekstrakcija konjugiranih spojeva

U Eppendorf epruvete volumena 2 mL izvaze se 25Qrmogka i doda 50 ulL internog
standarda (c ~ 0,075 mg/ mL), te 1 mL 80 %-tnagela. Uzorci se homogeniziraju na vortex-
u te stavljaju u ultrazvinu kupelj na 10 minuta. Po zavrSetku ekstrakcijenegte se vade iz
kupelji te stavljaju u mikrocentrifugu 15 minuta 8800 o / min. Tako dobiveni supernatant
prelije se u nove epruvete volumena 2 mL i stauiparavanje pod dusikom uz lagano grijanje
do 40 °C. Ekstrakcija se ponovi joS dva puta, alidedatak 80QuL 80 %-tnog etanola.
Supernatanti se nakon svakog centrifugiranja spajajavljaju na uparavanje pod dusSikom.
Budwi da je ovdije rijé o konjugiranim spojevima potrebno je provesti blciu. U uparene
uzorke dodaje se 500 uL NaOH (2M), te se sav spadrdamenima NaOH od 500 uL
kvantitativno prenese u staklene epruvete. Ukumhimen NaOH iznosi 4 mL. Uzorci se
nakon toga homogeniziraju na vortex-u i ostavlgjsata na hidrolizi. Po zavrSetku hidrolize
uzorci se zakiseljavaju dodatkom 8@0 koncentrirane klorovodne kiseline, te se vrijednost
pH korigira dodatkom NaOH (2 M ili 6 M) na ~ 2. ij8tli dodatak 4 mL etil acetata,
homogenizacija na vortex-u i centrifugiranje 10 mtanna 2000 o / min. Ekstrackija s etil
acetatom se ponovi joS dva puta, a etil acetatakcife spoje i stave na uparavanje pod
dusSikom. Upareni uzorci se spremaju u zamkziva temperaturu od - 20 °C do analize. Za

analizu se dodaje 1G0. metanola te homogenizira na vortex-u.

3.2.6.3. Ekstrakcija vezanih spojeva

U Eppendorf epruvete volumena 1.5 mL izvaze seri@@zorka i doda 1 mL 80 %-
tnog etanola. Ekstrakcija s etanolom se provodokak/& opisano za slobodne i konjugirane
spojeve. Slijedi dodatak 50 uL internog standaa (,5 mg / mL), te hidroliza uz po&o
NaOH (kao kod konjugiranih spojeva). Ostatak pdsaue identian postupku za konjugirane

spojeve. Za daljnju analizu uzoraka dodaje se Immtanola i homogenizira na vortex-u.
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3.2.7. Odraiivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda za odidvanje udjela ukupnih polifenola temelji se na koteetrijskoj reakciji
Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reductiagreagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens
je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiselikoji reagira s fenoksid ionom iz uzorka,
prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteaagess reducira do plavo obojenih
volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i s999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon
dva sata reakcije, u kojoj svi fenolni spojevi emeaju s Folin-Ciocalteau reagensom,
spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastabayvog obojenja na valnoj duljini od 765 nm
(Ough i Amerine, 1988), préemu je intenzitet obojenja direktno proporcionaladjelu

polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (SingleidRrossi, 1965).
Reagensi:

1) Folin-Ciocalteau reagens
2) 20 %-tna otopina natrijevog karbonata §88x)

Aparatura i pribor:

1) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje
2) Mikropipete volumena 10-106L i 100-1000uL
3) Spektrofotometar (Analyitik Jena, SPECORD 50 PLUS)

Postupak rada:

U kivete za spektrofotometrijsko mjerenje otpipete 40QuL destilirane vode, 15L
uzorka za odidvanje slobodnih i konjugiranih spojeva, odnosnquB@zorka za odrdivanje
vezanih spojeva, te 10 Folin-Ciocalteau reagensa. Nakon 3 minute dodaj300uL 20
%-tne otopine natrijevog karbonata g8&s) te 1170uL destilirane vode. Reakcijska smjesa
u kivetama se dobro promijeSa te se pripremljemreizostave stajati 2 sata na sobnoj
temperaturi u mraku, nak@ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obajenj 765 nm,

u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba pripreeaasisti nain kao i uzorci koji se ispituju,
samo umjesto 15 ili 3QL uzorka sadrzi isti volumen metanola. Apsorbansijiepe probe
potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te &® t@obivena vrijednost koristi za
izracunavanje kon&og rezultata
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Udjel ukupnih polifenola izraunava se iz jednadZbe bazdarne krivulje:

y =0, 9436 x + 0, 0162
R2=0, 9972

gdje su:
x — koncentracija ukupnih polifenola (mg / mL)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

Iz jednadZbe bazdarne krivulje, konstruirane zadsed galne kiseline, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda/(ix)godretuje se udjel ukupnih polifenola
u ispitivanom uzorku. Oddevanje udjela ukupnih polifenola provedeno je uaBgtelene probe
(n = 3), a rezultati su izrazeni kao srednje vnjesti provedenih mjerenja s pripadam
standardnim devijacijama, u mg ekvivalentima g#iseline (EGK) /g s. tv. uzorka (Yu i sur.,
2002). Za izradu bazdarnog pravca (Slika 4) pripjesma je otopina galne kiseline u metanolu

u Sest razditih koncentracija.
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 1,8
Koncentracija (mg mt)

Slika 4. Bazdarna krivulja za ukupne fenolne spojeve

3.2.8. Odreaiivanje antioksidacijskog kapaciteta

Odretivanje antioksidacijskog kapaciteta polifenolnitogva provedeno je koriStenjem
DPPH (1,1 - difenil - 2 - pikrilhidrazil), ABTS i RAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant
Power) metode.
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3.2.8.1.FRAP metoda

Princip metode:

Metoda se temelji na redukciji Zuto obojenog korkpteFe (lll) - TPTZ u intenzivno
plavi kompleks Fe (II) - TPTZ pri niskom pH. Reglkcse odvija u prisutnosti antioksidansa
koji donira elektron te se spektrofotometrijski mjea valnoj duljini od 593 nm na kojoj
kompleks pokazuje intenzivno obojenje (Benzie abtr1996, Ou i sur., 2002). Intenzitet boje

je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti antid&ssa.

Reagensi:
1) Trolox (6 - hidroksi - 2, 5, 7, 8 tetrametilkromag - karbonska kiselina)
2) 20 mM otopina FeGk 6 H:O
3) 10 mM otopina TPTZ (2, 4, 6 - Tris (2 piridil) —griazin)
4) 40 mM otopina klorovoane kiseline

5) 300 mM otopina acetatnog pufera

Aparatura i pribor:

1) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

2) Mikropipete volumena 10 - 10 i 100 - 1000uL

3) Pipete (5 mLi 20 mL)

4) Spektrofotometar (Analyitik Jena, SPECORD 50 PLUS)

Postupak rada:

Smjesa od 2,5 20 mM FeXd 6 HO, 2,5 mL TPTZ u 40 mM HCI i 20 mL 300 mM
acetatnog pufera se neposredno prije upotrebejeawgi temperaturu od 37 °C i pri toj
temperaturi odrzava. Ova smjesa predstavlja FRABem®s. U mikrokiveti se pomijeSa {iD
ekstrakta prosa i 1 mL FRAP reagensa te se nakoindte izmjeri apsorbancija pri 593 nm, u
odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se pripramésti n&in kao i uzorci koji se ispituju,
samo umjesto 10L uzorka sadrzi isti volumen metanola. Apsorbansijepe probe potrebno
je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobiwaijednost koristi za izéanavanje

konanog rezultata.
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JednadZzba bazdarne krivulje:

Y =1,585x+0, 0142
R2=0, 9999

gdje su:
x — koncentracija standarda otopine Troloxtg { mL)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 593 nm

Iz jednadZzbe bazdarne krivulje konstruirane za deteth Troloxa, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda/frhyy odreiuje se antioksidacijska
aktivnost u ispitivanom uzorku. Odiiganje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
provedeno je u tri paralelene probe (n = 3), altatiusu izraZeni kao srednje vrijednosti
provedenih mjerenja s pripadéjon standardnim devijacijamapmol Troloxa/g s.tv. uzorka.

Za izradu bazdarnog pravca (Slika 5) pripremljenatppina Troloksa (6 — hidroks i- 2,
5, 7, 8 tetrametilkroman - 2 - karbonska kiselina)netanolu u pet razitih koncentracija
(Benzie i Strain, 1998Cukelj i sur., 2015).

1.6 y =1,5851x-0,0142
R2=0,9999

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Koncentracija (mg mt)

Slika 5. Bazdarna krivulja za FRAP
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3.2.8.2. ABTS metoda
Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,gasSenju” plavo-zelenatiked-kationa 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS raalikationa), koji se formira bilo kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekolikatisprije analize. Za oksidaciju otopine
ABTS-a koristi se otopina kalijevog persulfata, ggmu se maksimum apsorbancije dostize na
valnim duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm. Dtadkaantioksidansa rezultira redukcijom
prethodno generiranog ABTS radikala, Sto uvelikésios vremenu, i mjeri se pianjem
smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usjpggesa smanjenjem apsorbancije koju
uzrokuje dodatak oddene kolEine 6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karbdksi
kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog adi, pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).

Reagensi:

1) 7 mM otopina 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-@fsnska kiselina) diamonijeve soli
(ABTS)

2) 140 mM otopina kalijevog persulfata

3) Etanol (96 %-tni)

Aparatura i pribor:

1) Pipeta volumena 10 mL

2) Mikropipeta volumena 1006L

3) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

4) Spektrofotometar (Analyitik Jena, SPECORD 50 PLUS)

Postupak rada:

Za odrdivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripres@ otopina ABTS
radikala, oksidacijom vodene otopine ABTS reaggi@senM) s kalijevim persulfatom (140
mM) do kon&ne koncentracije otopine kalijevog persulfata o#52nM. Za pripremu ove
otopine potrebno je pomijeSati & otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopusa
otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. uda ABTS i kalijev persulfat
reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1 : 0,5¢endci do potpune oksidacije te je stoga

potrebno pripremljenu otopinu omotati folijom i asiti stajati preko né (12 - 16 h) na sobnoj
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temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedin@bm (96 %-tnim) do korae
koncentracije ABTSradikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopmesi 0,700 + 0,02.
Volumen od 20uL uzorka pomijeSa se s 4 mL otopine ABT&dikala u kiveti za
spektrofotometrijsko mjerenje te se izmjeri apsadja na 734 nm nakondno 6 minuta. Prije
mjerenja uzoraka potrebno je izmijeriti apsorbansijepe probe koja se priprema tako da se,
umjesto uzorka, 4 mL otopine ABTSadikala pomijeSa s istom kdalhom metanola.
Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancjgpsliprobe dobiva se vrijednasA, koja

se koristi za izré&unavanje kon&nog rezultata.

Jednadzba bazdarne krivulje:
y =1, 238 x - 0, 0025
R?= 0, 9999

gdje su:
X — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmgl

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za dgtech Trolox-a, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mgL), odreiuje se antioksidacijska
aktivnost u ispitivanom uzorku. Odtiganje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom
provedeno je u tri paralelene probe (n = 3), altatiusu izraZzeni kao srednje vrijednosti
provedenih mjerenja s pripadéjon standardnim devijacijamawmol Troloxa / g s. tv. uzorka.

Za izradu bazdarnog pravca (Slika 6) pripremljematopina Troloksa (6-hidroksi-
2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) utanelu u pet razitih koncentracija
(Benzie i Strain, 1998Cukelj i sur., 2015).
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Slika 6. Bazdarna krivulja za ABTS

3.2.8.3. DPPH metoda
Princip metode:

Ova metoda odtvanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se adukciji DPPH
radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolpotopini, koja je préena kolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrari@puje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu
spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donorat (Antioksidans koji gasi slobodne radikale)
dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radik@ido promjene ljubaste boje otopine u
Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opad@rand - Williams i sur., 1995).

DPPH + AH - DPPH-H +A
DPPH + R - DPPH-R

Reagensi:

1) Trolox
2) 0,06 mM otopina 2,2-difenil-2-pikrilhidrazil radika(DPPH) (Sigma)
3) Metanol
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Aparatura i pribor:

1) Mikropipeta volumena 10QL

2) Analiticka vaga

3) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

4) Spektrofotometar (Analyitik Jena, SPECORD 50 PLUS)

Postupak rada:

Pripremi se 0,06 mM otopina 2,2 - difenil - 2 - glikidrazil radikala (DPPH) u
metanolu. U mikrokivetu za spektrofotometrijsko rejge se otpipetira 20 pL ekstrakta prosa
za odrdivanje antioksidacijskog kapaciteta slobodnih ijkgiranih spojeva, odnosno 50 puL
ekstrakta prosa za odiiganje antioksidacijskog kapaciteta vezanih spojedada 950 pL
otopine DPPH te se nakon 30 minuta po dodatku o&PPPH mjeri apsorbancija pri 517 nm.
Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsmdiju slijepe probe koja se priprema tako
da se, umjesto uzorka, 950 pL otopine DPPH pomgestom koltéinom metanola. U drugu
Izracunom postotka redukcije dobiva se vrijednagt, koja se prema jednadzbi bazdarne
krivulje konstruirane za standard Trolox-a ptem@ava u koncentraciju (mmol Trolox-a).

JednadZba bazdarne krivulje:

y = 314,41 x — 3,5734
R=0,9962

gdje su:

X — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mixjol/

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 517 nm.
Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane zadsteth Trolox-a, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol/L)teddie se antioksidacijski kapacitet u
ispitivanom uzorku. Odiivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodoavedeno je u
tri paralelene probe (n = 3), a rezultati su iznak@o srednje vrijednosti provedenih mjerenja
s pripadajdim standardnim devijacijamaumol Troloxa/g.s.tv. uzorka.

Za izradu bazdarnog pravca (Slika 7) pripremljematopina Troloksa (6-hidroksi-
2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) utamelu u pet razitih koncentracija
(Benzie i Strain, 1998Cukelj i sur., 2015).
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Slika 7. Bazdarna krivulja za DPPH

3.2.9. Statisitka obrada podataka

Za statisttku analizu i izradu grafkih prikaza eksperimentalnih podataka koristeni su
Microsoft Office Excel 2013 i Statistica 10 (StafiSimc., Tulsa, SAD). Rezultati mjerenja
izrazeni su kao srednja vrijednost sa standardnemjatijom, a za usporedbu uzoraka
koriStena je analiza varijance (ANOVA) s Tukey pbet testom. Kao granica statisie
zn&ajnosti postavljena je vrijednost za®,05. Faktorska analiza varijance provedena je kak
bi se utvrdio utjecaj dvije nezavisne varijableefmena i néina mljevenja) kao i njihovih

interakcija, na vediinu cestica te bioaktivne spojeve posija prosa.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Pregledom baza podataka znanstvenih radovanmoje kako se utjecaj mljevenja na
kuglicnom mlinu uz primjenu kriogenog ldenja istrazivao na sirovinama kao Sto su psenica i
riza, dok njihov utjecaj na bioaktivni profil pros@osija prosa do sada nije Wepistrazivan.
Stoga se u ovom radu ispitivao utjecaj postupkavelpja bez i sa primjenom kriogenog
hladenja na raspodijelu veéine ¢estica posija prosa, sadrzaj ukupnih polifenola,ikdobodne
bioaktivhe spojeve i antioksidanse prosa. Bakopispitan je i utjecaj vremenskog trajanja

samog mljevenja.

4.1. Vlakna i profil bioaktivnih komponenti u kétenim posijama prosa

Za ispitivanje utjecaja &@a i vremena mljevenja odabrana je frakcija podghivena
prosijavanjem na situ od 500 um, a za koju se pakada ima prehrambeno vrijedan sastav
karakteriziran visokim udjelom masti, proteina ppk& (Tablica 4) te vrlo vjerojatno sadrzi
aleuronski sloj. Osim toga, u ovom diplomskom rathrdeno je da koriStena frakcija posija
sadrzi oko 34 % netopljivih i topljivin vlakan@lablica 5), a obiluje i visokim udjelom
bioaktivnih spojeva (tablica 6).

Rezultati dobiveni spektrofotometrijskom analizorksteakata prikazuju ukupnu
kolicinu fenolnih spojeva (TPC) i antioksidacijsku akidst u navedenim uzorcima. Ukupna
kolicina fenolnih spojeva oddena je poméu Folin-Ciocalteau reagensa dok je
antioksidacijska aktivnost odtena poméu ABTS, DPPH i FRAP metode. Dobiveni rezultati
za ukupnu koliinu fenolnih spojeva prikazani su kao mg GAE pozgria, a rezultati za

antioksidacijsku aktivnost kaemol Troloksa po g uzorka.

Tablica 5. Sadrzaj prehrambenih vlakana prosa (% na suhy tvar

Vlakna
Uzorak
Netopljiva Topljiva Ukupna
Posije < 500um 33,85+0,50| 0,47 +£0,14 34,32 + 0,65
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Tablica 6. Ukupni fenolni spojevi posija prosa (TPC) i antimlexijska aktivnost oddena

DPPH, ABTS i FRAP metodama (izrazeno na suhu tvar)

o TPC DPPH ABTS FRAP
Spojevi
[mg GAE g?*] | [umol Trolox g*] | [umol Trolox g] | [umol Trolox g?]
Slobodni 2,40 £ 0,06 2,40 £ 0,001 4,75+0,18 8,69 + 0,58
Konjugirani | 3,18 £0,34 3,52+0,54 7,90 £ 0,68 15,41 + 0,68
Vezani 3,81 +£0,20 9,70 £ 0,29 16,81 + 0,14 14,23 +1,19

U tablici 6 je prikazan udio slobodnih (S), konjagiih (K) i vezanih (V) oblika
bioaktivnih spojeva ispitivanih posija @piog prosa. 1z dobivenih rezultata za sadrzaj ukupni
fenola vidi se kako najéeudio ¢ine vezani (40,5 %), zatim neSto manji konjugirggd,9%),
te u konénici najmaniji udio slobodni spojevi (25,6 %). Igtend prate i rezultati za DPPH
metodu i ABTS metodu. Jedino rezultati dobivermvy@dbom FRAP metode prikazuju najve
udio konjugiranih oblika bioaktivnih spojeva (4®@2. Ovakva dominacija vezanih spojeva je
bila ocekivana jer se u literaturi navodi dacireski udio polifenola prosdine spojevi vezani
glikozidnim i esterskim vezama za polimere staifi stijenki (Fardet i sur., 2008; Devi i sur.,
2011; Arendt i Zannini, 2013). Ipak, sam udio ogihojeva ovisi 0 vrsti i varijetetu prosa
(Chandrasekara i Shadidi, 2011). Uz to, Rao i Mkrighna (2002) su u svojem istrazivanju
dokazali kako, od fenolnih kiselina nagvaudio spojeva u vezanom oblikiini ferulinska

kiselina, a u slobodnom obliku protokateina kiselina.

4.2.Utjecaj mljevenja na raspodijelu vatie cestica posija prosa

Raspodjela vetine cestica odréena je metodom laserske difrakcije uz upotrebu
jedinice za suhu disperziju, a definirana je vmjestima parametara raspodjele &iek cestica
- D [3,2],d (0,1), d (0,5), d (0,9), te je pronatrraspon (span) raspodijele vigle cestica.
Rezultati mjerenja za uzorke ¢hbg prosa prikazani su u tablici 7, te na slikama3®
Parametar D [3,2] je Sauterov promjer i on predgtgovrsinski ekvivalentni promjer, koji u
sluaju tretiranog prosa ima manju vrijednost kestica manje valine. Parametar d (0,5) je
promjerc¢estice za koji vrijedi da 50% ukupnog brégstica ima promjer vveod d (0,5) i 50%
¢estica ima promjer manji od d (0,9panodnosno raspon predstavlja Sirinu raspodjegtica.
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Zacestice s uzom distribucijom, manja je vrijednosip@a. U sléaju posija prosa, raspon se
povetavao s duljim vremenom mljevenja, osim ucsju mljevenja bez kriogenog ldianja u
trajanju 12 minuta.

Tablica 7. Parametri raspodijele véine ¢estica uzorka mljevenog bez i uz primjenu kriogenog

hladenja (KH)
D [3,2 d (0,1 d (0,5 d (0,9 Raspon
UZORAK [3,2] 0,1) 0,5) 0,9 p
(um) (um) (um) (um) (span)
- 65,75 + 38,84 + 171,45 + 382,61 + 2,01+
ula
3,53 3,28 3,25 2,78 0,04
22,86 + 7,87 + 50,47 + 337,29 + 6,53 +
2 min bez KH
0,28 0,08 1,11 2,92 0,09
19,29 + 6,73 * 41,84 + 344,28 + 8,07 +
4 min bez KH
0,10 0,03 0,50 2,40 0,05
_ 18,57 + 6,52 + 39,57 + 345,99 + 8,58 +
8 min bez KH
1,07 0,24 5,18 7,53 0,93

20,82 + 7,04 + 56,34 + 316,80 + 5,50 +
0,49 0,09 4,19 5,38 0,31

2 min + KH

18,03 + 6,33 = 45,96 + 282,70 = 6,01 +
0,54 0,11 4,56 6,37 0,46

4 min + KH
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Parametar raspodjeléestica kod netretiranih posija iznosi oko @fn, dok se
mljevenjem bez kriogenog ldanja njegova vrijednost smanjuje, i to primjericakon 12
minuta je vrijednost viSe od 5 puta manja. Bitnongpomenuti kako se vrijednost d (0,1)
smanjuje do vremenskog intervala mljevenja od 8utaina nakon toga u 12 minuti poraste.
Ovakav ishod moZe se objasniti aglomeracijom vlazmgstica posija uslijed povanja
temperature (Sharif i sur., 2013). Nasuprot toggednost d (0,1) mljevenjem uz kriogeno
hladenje pada i nakon 8 minute, pa nakon 12 minutavetj@ iznosi oko Jum. Zna&ajna
promjena d (0,1) vrijednosti postize s& vekon 2 min mljevenja bez primjene i uz primjenu
kriogenog hldenja, kada su u oba ghja postignute vrijednosti od okaur.

Parametar raspodjekgestica d (0,9) kod netretiranih posija iznosi ok&B8 3um, a
mljevenjem bez kriogenog fdanja u vremenu od 12 minuta ta vrijednost se smauzg 50
um. Mljevenjem uz kriogeno hi@nje postize se e ucinak, te d (0,9) nakon 12 minuta
tretiranja pada zéak 204um. To zn&i da je 90 %&estica netretiranih posija manje od 382,61
um, nakon mljevenja bez kriogenog dsmja manje su od 353,6in, a primjenom kriogenog
hladenja od 178, 63um. Oznaka "bez KH" oztava postupak mljevenja bez primjene
kriogenog hldenja, oznaka "+ KH" ozfiava mljevenje uz smrzavanje téku duSikom
(kriogeno mljevenje), a Nula oz&ava nativne nemljevene posije prosa. Brojke 2,,4128

predstavljaju vrijeme tretmana.
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Nula - Average
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Veli¢ina ¢estica um)

Slika 8. Raspodijel&estica posija obnog prosa mljevenog uz primjenu kriogenogiblga

38



~N

[e)]

(6]

I

Nula - Average
2 bez KH - Average

Volumen (%)
w

4 bez KH - Average

N

8 bez KH - Average
——12 bez KH - Average

[Eny

o

ANOSEN 00w —NONNOIONDO®ONODO®M®Y O LW
OO0 Q0O AAdANSEINdNOTONNAOMNNQ®OR
AN NANOSTONN O

el NN eNeNoN NN} SNOdNOICNKREES
Ad NS~

Veli¢ina ¢estica um)

Slika 9. Raspodjel&estica posija olinog prosa tretiranog mljevenjem bez primjene knage
hladenja

Na slikama 8 i 9 se i vizualno vidi kako duzi treimmljevenja dovodi do smanjenja
velic¢ine ¢estica, pricemu je u sldaju primjene smrzavanja tedm dusikom pomak krivulje
prema manjim vefinamacestica bio izrazeniji.

4.3. Udio ukupnih fenola i antioksidacijska aktigha mljevenim posijama prosa

Na slijed€im slikama prikazani su ukupni fenoli i antioksigska aktivnost posija
prosa izmjerena FRAP, ABTS i DPPH metodom. U ovaoelddiplomskog rada analizirani
su samo slobodni spojevi, buiduda se htio ispitati potencijal mehakog oslobdanja
bioaktivnih spojeva iz posija prosa intenzivnimtogvanjem na kugthom mlinu. Sméim
tonovima su oznigeni uzorci mljeveni bez kriogenog dknja, a plavim tonovima oni kriogeno

mljeveni, dok se intenzitet boje pdgva s viemenom mljevenja.
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Slika 10. Sadrzaj ukupnih slobodnih fenolnih spojeva u @wsg prosa mljevenima bez i uz
primjenu kriogenog hienja (KH). Razkita slova ozn&vaju statistiki znatajnu

razliku izmeiu dobivenih vrijednosti (g 0,05).

Na slici 10, rezultati dobiveni za sadrzaj ukupi@hola prosa pokazuju kako se najbolji
u¢inak oslobdanja ukupnih polifenola postize mljevenjem uz kdang hla@enje u trajanju od
2 minute, pricemu koncentracija TPC iznosi 2,749 mg GAEuyorka (s. tv.), iako ne postoji
statistéki znatajna razlika u odnosu na nativne netretirane pddjela). S druge strane,
najslabiji winak postiZze se istim tretmanom, ali u trajanjudodhinute (2,241 mg GAE™Y
uzorka (s. tv.)). Takder, vidljivo je da ne postoji statigki znatajna razlika izméu kolicine
TPC-a u prosu tretiranom mljevenjem bez kriogerladgdmja i uz kriogeno htkenje. Dobiveni
visoki udjeli ukupnih polifenola u tretiranim pogina se slazu sa pregledanom literaturom,
budwi da su Hag i suradnici (2002), Awika i suradnizDQ5) te Chandrasekara i Shadidi
(2011) u svojim istrazivanjima zakijii kako ljuStenje zrna prosa dovodi do smanjenja
sadrzaja ukupnih fenola zrna jer se ortingkim udjelom nalaze u vanjskim slojevima samoga
zrna, odnosno odvajaju se u posije.

Na slikama 11, 12 i 13 prikazani su rezultati ztoksidacijski kapacitet ekstrakta prosa
odraeien FRAP, ABTS i DPPH metodama.
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet posija prosa mljeverbez i uz primjenu kriogenog
hladenja (KH) odrden FRAP metodom. Ragita slova ozn&vaju statistiki
znaajnu razliku izméu dobivenih vrijednosti (g 0,05)
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Slika 12. Antioksidacijski kapacitet posija prosa mljeverbez i uz smrzavanje teé&m
duSikom odréden ABTS metodom. Razita slova ozn&vaju statistiki znatajnu
razliku izmetu dobivenih vrijednosti (g 0,05)
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Slika 13. Antioksidacijski kapacitet prosa mljevenog bez ipramjenu kriogenog htienja
odrelen DPPH metodom. Radlia slova ozn&vaju statistiki znatajnu razliku
izmedu dobivenih vrijednosti (g 0,05)

Iz rezultata dobivenih FRAP metodom moze se prithjgtako je najvéa
antioksidacijska aktivnost postignuta kod tretmpr@sa mljevenjem bez primjene kriogenog
hladenja u trajanju od 12 minuta, @emu vrijednost iznosi 9,048nol Troloksa d¢. Najveta
antioksidacijska aktivnost izmjerena ABTS metodombidena je pri tretmanu prosa
mljevenjem uz primjenu kriogenog kienja u trajanju od 4 minute (6,04inol Troloksa @),
kao i rezultati dobiveni Folin-Ciocalteau reagensdémrezultata dobivenih DPPH metodom
vidi se kako mljevenje ima negativan utjecaj naaksidacijsku aktivnost jer se ona s duzim
vremenom tretiranja statigki bezn&ajno, ali blago smanjivala, neovisno da li je méeje
provaieno bez ili uz primjenu kriogenog kilenja. Dodatno, moZze se zaKijkako primjena
mljevenja uz kriogeno hiéenje ne utjge zna&ajno pozitivno na ekstrakciju polifenolnih

spojeva i antioksidansa jer setsk vrijednosti postiZzu i mljevenjem bez kriogendaiknja.

4.4. Faktorska analiza varijance

Faktorska analiza varijance provedena je na dobivaezultatima te su zdajni
utjecaji (p< 0.05) prikazani na slikama 14, 15 i 16. Na slididrikazan je utjecaj gaa i
vremena mljevenja na veéinu ¢estica, odnosno parametar raspodjeleciradicestica d (0,5),

pri ¢emu je isti trend ugen i za druge parametre (d (0,1), d (0,9), spa[8,8]). Vidljivo je
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kako vrijednost ovog parametar bez primjene kriegehliaienja pada do osme minuta, nakon
¢ega pokazuje blagi porast. Primjena kriogenogdmn@ uzrokuje pad vrijednosti za d (0,5), i
to sa 171,4mm netretiranih posija prosa na 164#h posija tretiranih 12 minuta. Odnosno, 50
% cestica netretiranih posija prosa ima promjer meajiL71, 45um, dok taj promjer nakon 12
minuta uz primjenu kriogenog fdenja iznosi 16,75m.

Na slikama 15 i 16 prikazan je utjecaj uvjeta (baz primjenu kriogenog héenja) i
vremena mljevenja na antioksidacijsku aktivnodiraih posija prosa oddenu ABTS (Slika
15 Ai B) i FRAP (Slika 16) metodom.
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Slika 14.Utjecaj uvjeta mljevenja (sa i bez primjene kriogginlaienja) i vremena mljevenja

na parametar raspodjele watie cestica d (0,5)
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Slika 15. Utjecaj uvjeta mljevenja (A) i vremena mljevenja) (B antioksidacijsku aktivnost

posija prosa izmjerenu ABTS metodom
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Slika 16.Utjecaj uvjeta mljevenja (sa i bez primjene kriogginlaienja) i vremena mljevenja
na antioksidacijsku aktivnost posija prosa izmjeréRAP metodom

Iz dobivenih rezultata faktorske analize varijanuaze se zaklgiti kako je kod FRAP
metode zn&ajan utjecaj interakcije uvjeta i vremena mljeveaj&kod ABTS-a samo pojedinih
faktora. Kod TPC-a i DPPH nije utien zn&ajan utjecaj niti jednog faktora.

lako se i ABTS i FRAP i DPPH metodama ailie antioksidacijska aktivnost, ti testovi
baziraju se na razitim kemijskim n&elima pa je potrebno provesti viSe testova kakeebi
obuhvatio Siri raspon antioksidansa prisutnih tnh(Apak i sur., 2013). Bitno je znati kolika
je korelacija izméu pojedinih testova za odtiganje anitoksidacijske aktivnosti, obzirom na
to da bi se oni trebali dasobno nadopunjavati. I1zae primjenjenih testova za odiiganje
antioksidacijske aktivnosti nije utdena korelacija, kao niti iznde njih i testa za oddgvanje
ukupnog sadrzaja fenolnih spojeva u prosu. Nepasj@jznaajne korelacije izmiéu ABTS,
FRAP i DPPH metode sa izmjerenim ukupnim fenolnipojevima moZze se pripisati

mogutnosti da neki spojevi koji se ne detektiraju pringen Folin-Ciocalteu metode sudjeluju
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u antioksidacijskim reakcijama. Jedina &gajaa korelacija (r = 0,86,  0,05) uéena je kod
rezultata za ABTS | FRAP metode ud&ju primjene mljevenja uz kriogeno b&nje.

DPPH metoda temelji se nha mehanizmu prijenosarelekt ali i vodikovog atoma pa
predstavlja bolju metodu za odreanje antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na FRA
metodu (Pérez-Jiménez i sur., 2008). Ramgem koncentracije ili stupnja hidroksilacije
fenolnih spojeva, aktivnost uklanjanja DPPH radikikater se povéava (Zhou i Yu 2004).
Kod DPPH metode koristi se radikal otopljen u okam mediju pa je ova metoda primjenjiva
na hidrofobnim spojevima (Kim i sur., 2002). S dewggrane, FRAP test a@loio se koristi za
mjerenje antioksidacijskog kapaciteta hidrofilngogva (Pérez-Jiménez i sur., 2008). ABTS
metoda se pak temelji na stvaranju plavo - zel&x®§S* radikala i prikladna je za odtiwanje
antioksidacijske aktivnosti i hidrofilnih i hidrobmih spojeva (Kim i sur., 2002). Upravo iz ovih

razlika proizlaze raztti rezultati za antioksidacijski kapacitet eksti@kretiranih posija prosa.
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5. ZAKLJU CCI

Na temelju rezultata koji su dobiveni u okviru ovisyazivanja i provedene rasprave

moze se zaklgiti sljedee:

1. KoriStena frakcija posija obmnog prosa sorte Séek sadrzi oko 34 % netopljivih i 0,5%
topljivih vlakana te sadrzi visok udio ukupnih fémib spojeva (2,49 mg GAEY i
visoku antioksidacijsku aktivnhost.

2. Mljevenje posija oliinog prosa bez i uz primjenu kriogenog ddaja dovodi do
smanjenja vetine cestica, pricemu je manja velina cestica dobivena koriStenjem

kriogenog hldenja

3. Vrijeme mljevenja utjée na vekinu ¢estica koja se smanjuje s duljim trajanjem, osim
u sltaju mljevenja bez kriogenog ldlanja kada nakon 12 minuta dolazi do porasta

velicina ¢estica uslijed stvaranja

4. U posijama prosa tretiranog mljevenjem bez primjainggenog hldenja i uz primjenu
kriogenog hldenje nema statiski znatajne razlike izméu kolicine TPC, neovisno o

vremenu mljevenja

5. Izmjerena antioksidacijska aktivnost ovisi i cém&i o vremenu mljevenja (2, 4, 8 ili
12 minuta), no isto tako ovisi i 0 koriStenoj meat@PPH, ABTS ili FRAP)

6. Nactin mljevenja niti njegovo trajanje nisu utjecali raatioksidacijsku aktivnost
odreienu DPPH metodom.

7. NajviSa antioksidacijska aktivnost izmjerena FRA&odom dobivena je kod tretmana
prosa mljevenjem bez primjene kriogenogdklaja u trajanju od 12 minuta, gemu

vrijednost iznosi 9,048mol Troloksa d¢-

8. Najvisa antioksidacijska aktivnost izmjerena ABT8tadom izmjerena je u uzorcima
posija prosa mljevenjema uz primjenu kriogenogiéiga u trajanju od 4 minute (6,041

umol Troloksa ).
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9. Izmeiu FRAP, ABTS i DPPH metode za utiwanje antioksidacijske aktivnosti nije

utvrdena korelacija, kao niti iznde njih i testa za oddivanje ukupnog sadrzaja
fenolnih spojeva u prosu.

10. Opc¢enito, mljevenje ima negativan utjecaj na antio&sigku aktivnost posija prosa jer
se ona s duzim vremenom tretiranja stakstiezn&ajno, ali blago smanjuje, neovisno

da li je mljevenje prowdeno bez ili uz primjenu kriogenog kienja.

11.0bzirom na troSkove primjene kriogenogddaja mozemo zakljiti kako kriogeno
mljevenje ne postize ztajno povoljan dinak na ekstrakciju polifenolnih spojeva i

antioksidansa jer se &tie vrijednosti mogu posii i mljevenjem bez kriogenog
hladenja.
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