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1. UvOD

Bioiskoristivost mineralnih tvari kod ¢ovjeka jedan je od kriti¢nih faktora s obzirom nato da je
apsorpcija mineralnih tvari iz biljaka ¢esto mala. Ona moze biti znacajna gotovo kao i sam
sastav mineralnih tvari kada se procjenjuje korisnost mineralnih tvari u ljudskoj prehrani
(Fairweather-Tait i Hurrell, 1996; Frossard i sur., 2000). Medutim, kada se proucava uloga
bioaktivnih spojeva u ljudskom zdravlju, njihova bioiskoristivost nije uvijek dobro poznata.
Prije nego bioaktivni spojevi postanu bioiskoristivi moraju se osloboditi iz matriksa hrane i
modificirati u gastrointestinalnom traktu. Stoga je prije zaklju¢ivanja o bilo kakvom u¢inku na
zdravlje potrebno analizirati utjece li proces probave na bioaktivne spojeve i njihovu stabilnost,
zato $to ¢e to u konacnici utjecati na njihovu biodostupnost i moguce korisne u¢inke. Prema
tome, bioiskoristivost obuhvaca pojam biodostupnost i bioaktivnost (Carbonell-Capella i sur.,
2014; Fernandez-Garcia i sur., 2009). Tijekom godina razvijene su i prilagodene in vitro metode
za utvrdivanje bioiskoristivosti i biodostupnosti nutrijenata. Te metode mogu pruziti vrlo
korisne informacije osobito kada se uzme u obzir veliki broj ¢imbenika koji mogu utjecati na
apsorpciju hranjivih tvari (Etcheverry i sur., 2012).

Funkcionalni sastojci dobiveni iz industrijskih nusproizvoda mogu znacajno poboljsati
prehrambenu vrijednost proizvoda. Nusproizvodi prehrambene industrije bogati su izvor
funkcionalnih sastojaka, poput vlakana, mineralnih tvari, fitokemikalija i dr. (Martins i sur.,
2017). U ovom istrazivanju od nusproizvoda prehrambene industrije koriSteni su: posije prosa,
ljuske heljde, pogaca uljane repice i bu¢ina pogaca.

Brojna istrazivanja usmjerena su na razvoj novih tehnika ili kombinaciju postojecih s ciljem
dobivanja proizvoda visoke kvalitete. Od tih tehnika u ovom radu primjenjivane su tehnika
kriomljevenja te tretman ultrazvukom visokog intenziteta. Tijekom procesa kriogenog
mljevenja, materijal se smrzava s ciljem povecanja njegove lomljivosti. Smrzavanje dovodi do
povecanja ¢vrstoce materijala, deformacija u njegovoj strukturi ¢ime se posljedicno smanjuje
vrijeme i energija potrebni za usitnjavanje uzorka. Kod primjene ultrazvuka visokog intenziteta
dolazi do fizi¢kih promjena i ubrzavanja odredenih kemijskih reakcija u materijalu koji se
obraduje. To posljedi¢no dovodi do inaktivacije mikroorganizama i enzima, bolje ekstrakcije,
olaksane homogenizacije i dr. (Rezek Jambrak i sur., 2014.; Pouzar i sur., 2008).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta na
biodostupnost magnezija, bakra i cinka u uzorcima ljuski heljde, bucine pogace, posija prosa i
pogace uljane repice. Takoder biti ¢e proveden postupak odredivanja fitata i ukupnog fosfora u

navedenim uzorcima.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. MINERALNE TVARI

Mineralne tvari, kao esencijalni mikronutrijenti, potrebni su za normalnu funkciju ljudskog
metabolizma. Klasificiraju se kao makro- ili mikroelementi (elementi u tragovima) koji su
potrebni tijelu u ve¢im, odnosno manjim koli¢inama (Nosratpour i Jafari, 2018).

Mineralne tvari imaju raznolike funkcije u organizmu. Natrij, klor i kalij utje¢u na ravnotezu
tjelesnih tekuc¢ina, odnosno odrzavaju homeostazu. Natrij, klor, kalij, kalcij i magnezij kljucni
su za prijenos ziv€anih impulsa i kontrakciju misi¢a. Fosfor i magnezij sudjeluju u metabolizmu
glukoze, masnih kiselina, aminokiselina i vitamina. Kalcij, fosfor i magnezij formiraju strukturu
kostiju i zuba (Vranesi¢ Bender i Krstev, 2008).

2.1.1. Magnezij

Magnezij je esencijalni nutrijent za ljudski organizam, koji je identificiran kao enzimski
kofaktor u viSe od 300 enzimskih reakcija. Nedostatak magnezija povezan je s nastankom
mnogih bolesti kao §to su ishemijska kardiopatija, hipertenzija, osteoporoza, intolerancija na
glukozu i dijabetes ili infarkt miokarda.

Magnezij je prisutan u gotovo svakoj namirnici te bi raznolika prehrana trebala osiguravati
dovoljan unos magnezija. Unato€ tome, prehrana u razvijenim zemljama ponekad ne osigurava
dovoljan unos magnezija zbog prevelike konzumacije procesirane hrane. Medutim, kada
prehrana ukljucuje konzumaciju zelenog povrca i cjelovitih Zitarica koje su bogate magnezijem,
onda ona osigurava dovoljan unos tog elementa (Jodral-Segado i sur., 2003).

Ucinkovitost apsorpcije magnezija varira izmedu 25 1 75 % s obzirom na unos magnezija.
Veliki unos vlakana rezultira slabijom apsorpcijom magnezija zbog inhibitornog efekta fitaze
prisutne u vlaknima. Medutim, visoka koli¢ina magnezija u proizvodima bogatim fitatima i
celulozom povecava unos magnezija i nadomjesta njegovu smanjenu apsorpciju (Nosratpour i

Jafari, 2018).

2.1.2. Bakar

Bakar je element u tragovima prisutan u svim tkivima koji je potreban za stani¢no disanje,
aminaciju peptida, biosintezu neurotransmitera, tvorbu pigmenata i jacinu vezivnog tkiva. On
je 1 kofaktor brojnih enzima te ima vaznu ulogu u razvoju srediSnjeg Ziv€anog sustava. Bakar
moze biti ukljuéen i u proizvodnju slobodnih radikala Haber-Weiss reakcijom koja rezultira

oSte¢enjem mitohondrija, lomom DNA te oSte¢enjem neurona (Desai i Kaler, 2008).



Apsorpcija bakra odvija se u tankom crijevu. Tijekom apsorpcije dolazi do nadmetanja iona
bakra s ostalim dvovalentnim kationima. loni bakra vezani su za metalothionein veéim
afinitetom nego cink i ostali ioni. Koli¢ina apsorbiranog bakra moze biti regulirana koli¢inom
metalothioneina u stanicama. Neto apsorpcija bakra varira od 25 % do 60 %. Namirnice bogate
bakrom su: skoljke, jetra, bubrezi, meso, ¢okolada, oraSasti plodovi i druge (Mahan i sur.,

2012).

2.1.3. Cink

Cink je jedan od najvaznijih elemenata u tragovima zbog svojih brojnih bioloSkih funkcija:
potreban je kao katalitiCka komponenta za vise od 200 enzima te kao strukturni sastojak brojnih
proteina, hormona, neuropeptida, hormonskih receptora itd. Zbog uloge u razvoju stanice i
diferencijaciji, programiranoj stanicnoj smrti, transkripciji gena, funkcioniranju membrane te
brojnim enzimskim aktivnostima, cink se smatra glavnim elementom u osiguravanju ispravnog
funkcioniranja metabolizma, od faze embrionalnog razvoja pa sve do kraja zivota (Fabris i
Mocchegiani, 1995).

Prisutan je u brojnim namirnicama, medutim, njegova bioiskoristivost varira. Namirnice
zivotinjskog podrijetla imaju vecu bioiskoristivost nego one na bazi zitarica. Razlog tome je
fitinska kiselina. (Nosratpour 1 Jafari, 2018). Klinicki znakovi nedostatka cinka opisani su kao
hipogonadizam, blaga anemija te niska razina cinka u krvnoj plazmi. Ovaj nedostatak
uzrokovan je namirnicama bogatim nerafiniranim zitaricama i beskvasnim kruhom koji sadrze
visoku koli¢inu vlakana i fitata koji stvaraju kelate s cinkom i sprjecavaju njegovu apsorpciju.
Prekomjerni unos cinka interferira s apsorpcijom bakra te rezultira anemijom, vru¢icom i

poremecajima srediSnjeg ziv€anog sustava (Mahan i sur., 2012).

2.2. BIOISKORISTIVOST MINERALNIH TVARI

Bioiskoristivost (engl. bioavailability) se definira kao koli¢ina unesene hranjive tvari koja se
apsorbira te je dostupna za fizioloSke funkcije 1 ovisi o probavi, oslobadanju iz matriksa hrane,
apsorpciji od strane crijevnih stanica te transportu do tjelesnih stanica. Prije nego postanu
bioiskoristive, bioaktivne komponente moraju se osloboditi iz matriksa hrane i modificirati u
gastrointestinalnom traktu. Prema tome, bioiskoristivost obuhvaca pojam biodostupnosti 1
bioaktivnosti.

Biodostupnost (engl. bioaccessibility) se definira kao koli¢ina unesene hranjive tvari koja je

potencijalno dostupna za apsorpciju te je ovisna o probavi i oslobadanju iz matriksa hrane.



Bioaktivnost (engl. bioactivity) je specifi¢ni u¢inak nakon izlaganja odredenom sastojku hrane.
To ukljucuje unos u tkiva i posljedi¢ni fizioloski odgovor. Takoder ukljucuje informacije 0
tome kako se bioaktivni spojevi prenose i dodu do ciljnog tkiva, njihova komunikacija s
biomolekulama, metabolizmom i biotransformacijskim karakteristikama (Etcheverry i sur.,
2012; Fernandez-Garcia i sur., 2009).

Ukupna koli¢ina mineralnih tvari nije koristan indikator njihove koli¢ine dostupne tijelu buduci
da je samo odredena koli¢ina bioiskoristiva. Bioiskoristivost mineralnih tvari varira od manje
od 1 % pa sve do 90 % te je kljucan faktor za u€inkovitost hrane.

Cimbenici koji utje¢u na bioiskoristivost mineralnih tvari su njihov kemijski oblik u hrani,
kelatni agensi, redoks potencijal sastojaka hrane, medusobne interakcije mineralnih tvari i
fiziolosko stanje pojedinca. Bioiskoristivost mineralnih tvari u tijelu povezana je s probavom,
brzinom apsorpcije u stanicama crijeva te prijenosom u tjelesne stanice (Miller, 2007).
Organske kiseline, ukljuc¢uju¢i askorbinsku, limunsku i mlije¢nu kiselinu, mogu povecati
njihovu bioiskoristivost. Njihov utjecaj ovisi o sastavu hrane, vrsti i udjelu mineralne tvari te
udjelu organske kiseline. Mogu formirati topljive kelate s mineralima, $to $titi mineralne tvari
od taloZenja 1 vezanja za inhibitore. Fitati su poznati kao snazni inhibitori i kelatori koji
ograniavaju bioiskoristivost najvise dvovalentnih i trovalentnih mineralnih tvari. Visoke
razine fitata uglavnom se nalaze u zitaricama, mahunarkama, korijenju 1 povréu. Polifenolni
spojevi takoder smanjuju bioiskoristivost mineralnih tvari, a nalaze se najvise u hrani kao §to

je €aj, kava te mnogi drugi ekstrakti povréa 1 vo¢a (Nosratpour i Jafari, 2018).

2.2.1. Metode kvantifikacije bioiskoristivosti mineralnih tvari

Postoje tri glavne metode za kvantifikaciju bioiskoristivosti mineralnih tvari koje ukljucuju: in
vitro testovi, bioloski testovi te istrazivanja ravnoteze (Fairweather-Tait i Southon, 2003;
Watzke, 1998).

U tijeku su brojna znanstvena istrazivanja koja se bave razvojem i poboljSanjem metoda
odredivanja apsorpcije mineralnih tvari u tijelu. Jedan od novih pristupa je primjena radio i
stabilnih izotopa za obiljezavanje mineralnih tvari kako bi se pratio njihov metabolicki put te
kako bi se procijenila frakcijska apsorpcija iz konzumirane hrane. Zbog toga je razvijeno
nekoliko novih metoda temeljenih na izotopima za procjenu apsorpcije mineralnih tvari koje
ukljucuju: retenciju cijelog tijela (y-emitiraju¢i izotopi), pojavu/nestanak plazme, ravnotezu
izotopa (pracenje fecesa i urina), izlu¢ivanje urina (metoda dvostrukih izotopa) i ugradnju

hemoglobina (posebice za zeljezo) (Lowe 1 Jackson, 2001).



Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS) i masena spektrometrija induktivno spregnute
plazme (ICP-MS) koriste se za to¢no odredivanje mineralnih izotopa za procjenu njihove

bioiskoristivosti (Gharibzahedi i Jafari, 2017).

2.2.1.1. In vitro metode

U nacelu postoje Cetiri in vitro metode odredivanja biodostupnosti i/ili bioiskoristivosti, a to su:
topljivost, dijalizabilnost, gastrointestinalni model za biodostupnost te Caco-2 model za
bioiskoristivost, koje su opisane u Tablici 1.

U svakoj od navedenih metoda koristi se in vitro probava koja simulira ljudski probavni sustav
u dva (ponekad tri) koraka koji ukljuuju Zelucanu i intestinalnu probavu. Kod zelucane
probave pepsin (iz svinjskog Zeluca) se dodaje prije zakiseljavanja uzoraka na pH 2 (kako bi se
simulirao Zelucani pH odrasle osobe) ili pH 4 (kod simulacije dje¢jeg ZeluCanog pH).
Zakiseljavanje uzoraka do pH 2 odnosno 4 je bitno zato $to se pepsin pocne denaturirati i gubi
svoju aktivnost pri pH > 5. Prije pocetka intestinalne probave uzorci se neutraliziraju na pH 5,5
— 6 prije dodatka pankreatina i soli Zu¢nih kiselina, te se u konacnici prilagodava na pH 6,5 —
7. Trec¢i korak, koji se ponekad koristi, te prethodi Zelu€anoj fazi je probava od strane lingvalne
alfa-amilaze. To je enzim koji razara glikozidne veze molekula $kroba, tj. amiloza i
amilopektin. Nakon §to je testirana namirnica probavljena, bioiskoristivost/biodostupnost se

moze mjeriti pomocu Cetiri metode opisane u Tablici 1 (Etcheverry i sur., 2012).



Tablica 1. Prednosti i ogranienja in vitro metoda odredivanja biodostupnosti 1i/ili

bioiskoristivosti (Etcheverry i sur., 2012)

Metoda
Topljivost
(mjeri
biodostupnost)

Dijalizabilnost
(mjeri
biodostupnost)

Gastrointestinalni
model (mjeri
biodostupnost-kada
se spari s
intestinalnim
stanicama mozZe
takoder mjeriti i
bioiskoristivost)

Caco-2 stanic¢ni
model (mjeri
bioiskoristivost)

2.2.2. Metode povecanja bioiskoristivosti mineralnih tvari

Prednosti
e jednostavna
e relativno jeftina
e lako se provodi, ne zahtijeva
puno opreme

e jednostavna

e relativno jeftina

e lako se provodi, ne zahtijeva
puno opreme

¢ ukljuuje mnoge parametre
probave (peristaltiku,
tjelesnu temperaturu itd.)

e omogucuje prikupljanje
crijevnog sadrzaja u bilo
kojem koraku probavnog
sustava

e omogucuje proucavanje
hrane ili hranjivih tvari na
mjestu apsorpcije

Ogranicenja

¢ ponekad nije pouzdani indikator
bioiskoristivosti

® ne moze procijeniti stopu unosa,
apsorpcije ili kinetike transporta

e ne moze mjeriti komponente
hranjivih tvari na mjestu
apsorpcije

® ne moze procijeniti stopu unosa,
apsorpcije ili kinetike transporta

e ne moze mjeriti komponente
hranjivih tvari na mjestu
apsorpcije

o skupo

e samo nekoliko validiranih
studija

¢ zahtjeva obucene stru¢njake

Povecanje koli¢ine biodostupnih mikronutrijenata u biljnoj hrani kod ljudske prehrane

predstavlja veliki izazov te je od velike vaZznosti za zemlje u razvoju. Teoretski, to bi se moglo

posti¢i povec¢anjem ukupne koli¢ine mikronutrijenata u jestivim dijelovima biljaka, kao $to su

zitarice 1 mahunarke, istodobno povecéavajuci udio spojeva koji poti¢u njihov unos kao $to su

askorbinska kiselina i/ili smanjujuci udio spojeva koji inhibiraju njihovu apsorpciju, kao $to su

fitinska kiselina ili fenolni spojevi (Frossard i sur., 2000).

Nekoliko tradicionalnih metoda prerade i pripreme hrane mogu se Koristiti u ku¢anstvu kako bi

se povecala biodostupnost mikronutrijenata. Te metode ukljucuju: termicku i mehanicku

obradu, namakanje, fermentaciju i klijanje te su niZe ukratko opisane.



a.) Termicka obrada
Termicka obrada moze poboljsati bioiskoristivost mikronutrijenata kao $to su tiamin i
jod unistavanjem odredenih antinutrijenata (npr. fitati). No, hoée li termicka obrada
degradirati fitat, koji je snazan inhibitor apsorpcije Zeljeza, cinka i kalcija, ovisi o biljnoj
vrsti, temperaturi i pH vrijednosti (Hotz i Gibson, 2007; i Pneros-Schneier, 1994). Fitati
su termostabilne komponente koje nije lako degradirati termi¢kom obradom. Medutim,
intrinzi¢na biljna fitaza je termolabilna te produljena izloZzenost visokoj temperaturi
moze dovesti do inaktivacije endogenog enzima. Stoga da bi se poboljsala
defosforilacija fitata tijekom termicke obrade, preporucuje se koriStenje biljaka s
toplinski stabilnim fitazama ili dodavanje egzogenih toplinski stabilnih fitaza (Kumar i
sur., 2010).

b.) Mehani¢ka obrada
Mehanicka obrada koristi se za uklanjanje posija 1/ili klica iz Zitarica §to moze smanjiti
sadrzaj fitata, ako je lokaliziran u vanjskom aleuronskom sloju (npr. riza, pSenica).
Samim time bioiskoristivost zeljeza, kalcija i cinka moZe se povecati, ali se istodobno i
moze smanjiti sadrzaj mineralnih tvari i nekih vitamina (Hotz i Gibson, 2007).

c.) Namakanje
Namakanje se Cesto koristi kao predobrada kako bi se olakSala obrada zrna mahunarki
1 sjemena zitarica. Sam postupak moze trajati 15 — 20 min ili duze ovisno o daljnjim
koracima obrade (Kumar i sur., 2010). Namakanje Zitarica u vodi moze rezultirati
pasivhom difuzijom u vodi topljivih fitata koji se zatim mogu ukloniti dekantiranjem
vode. Koli¢ina reduciranih fitata ovisi o biljnoj vrsti, pH 1 uvjetima namakanja.
Namakanjem se takoder mogu izgubiti neki polifenoli i oksalati koji inhibiraju
apsorpciju Zeljeza i kalcija (Perlas 1 Gibson, 2002; Hotz i Gibson, 2007).

d.) Fermentacija
Fermentacija moZe inducirati hidrolizu fitata djelovanjem mikrobne fitaze. Mikrobne
fitaze prisutne su kao enzimi standardne mikroflore na povrsini zitarica i mahunarki ili
su inokulirane kao starter kulture (Sandberg i sur., 1999; Hotz i Gibson, 2007).

e.) Klijanje
Klijanje povecava endogenu aktivnost fitaze kod Zitarica, mahunarki i sjemenki uljarica
putem sinteze de novo, aktivacije intrinzi¢ne fitaze ili oboje (Egli i sur., 2002).

Ovi ucinci naglasavaju da je vjerojatno najbolja strategija za poboljSanje bioiskoristivosti
mineralnih tvari u prehrani zapravo integrirani pristup koji kombinira razli¢ite tradicionalne

postupke za preradu i pripremu hrane opisane u gornjem tekstu (Gibson i sur., 2003).



2.2.3. Fitinska kiselina i fitati

Fitinska kiselina je mioinozitol-1,2,3,4,5,6-heksakis dihidrogen fosfat (Slika 1). Ona
predstavlja glavni oblik skladistenja fosfora koji ¢ini 1 — 5 % mase zitarica, mahunarki, uljanih
sjemenki i oraSastih plodova. Ona predstavlja 50 — 85 % ukupnog fosfora u biljkama (Gupta i
sur., 2013). Sadrzi 12 izmjenjivih protona zbog ¢ega moze tvoriti komplekse s viSevalentnim
kationima te pozitivno nabijenim proteinima te se zbog toga moze javiti u raznim oblicima.
Fitinska kiselina moze biti prisutna kao slobodna kiselina, fitati ili fitini ovisno o fizioloskoj pH

vrijednosti te prisutnim ionima metala (Oatway i sur., 2001).
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Slika 1. Struktura fitinske kiseline (Kumar i sur., 2010)

Zahvaljujuci svojim kelatnim svojstvima veZe mineralne tvari, proteine i Skrob. To povezivanje
mijenja topljivost, funkcionalnost, probavu i apsorpciju navedenih tvari. Pri neutralnim
vrijednostima pH, fosfatne grupe fitinske kiseline su negativno nabijene ¢ime je omogucena
interakcija s pozitivno nabijenim komponentama kao $to su mineralne tvari i proteini. Metalni
ioni mogu se povezati s jednim ili viSe fosfatnih grupa ¢ime formiraju komplekse ¢ija topljivost
varira (Slika 2A). Proteini se mogu vezati direktno s fitinskom kiselinom pomocu
elektrostatskih veza (Slika 2B). Povezivanje sa Skrobom odvija se vodikovim vezama (Slika
2C). Fitinska kiselina najviSe veze cink zato $to s njime formira najstabilniji i netopljivi
kompleks. Ostale mineralne tvari i nutrijenti na koje moze utjecati su: kalcij, natrij, zeljezo,
magnezij, mangan i klor. Uklanjanje fitinske kiseline povecava bioiskoristivost brojnih kationa
te samim time i nutritivnu vrijednost namirnice (Oatway i sur., 2001; Gupta i sur., 2013;
Rickard i Thompson, 1997).
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Slika 2. Interakcije fitinske kiseline s mineralnim tvarima (A), proteinima (B) i §krobom (C)
(Oatway i sur., 2001)

Soli fitinske kiseline, poznate pod nazivom fitati, smatraju se primarnim prehrambenim
oblikom fosfata i inozitola u biljnim sjemenkama i Zitaricama. Fitati se formiraju tijekom zrenja
biljke te predstavljaju 60 — 90 % ukupnih fosfata. U prosjeku dnevni unos fitata je oko 2000 —
2600 mg kod vegetarijanaca i 150 — 1400 mg kod osoba koje konzumiraju sve vrste namirnica.
Razli¢ite metode procesiranja i pripreme hrane rezultiraju redukcijom sadrZaja fitata. Hidroliza
fitata tijekom procesiranja hrane je rezultat aktivnosti fitaze koja je prirodno prisutna u biljkama
I mikroorganizmima. Zbog toga fitaze imaju vaznu primjenu u ljudskoj prehrani — zbog
razgradnje fitata tijekom procesiranja hrane, ali 1 u probavnom sustavu. Medutim, sposobnost
defosforilacije varira ovisno o vrsti biljke ili mikroorganizma. Tijekom procesiranja i pripreme
hrane, fitati nisu u potpunosti hidrolizirani od strane endogenih fitaza te se u tu svrhu dodaju i

egzogene fitaze (Greiner i Konietzny, 2006; Kumar i sur., 2010).

Fitaze (mio-inozitol-1,2,3,4,5,6-heksakis fosfat fosfohidrolaze) identificirane su u biljkama,

mikroorganizmima te u nekim Zivotinjskim tkivima. One predstavljaju podskupinu fosfataza



koje su sposobne postupno inicirati defosforilaciju fitata (mio-inozitol-1,2,3,4,5,6-heksakis
fosfata) — najzastupljenijeg inozitol fosfata u prirodi (Greiner i Konietzny, 2006).

Fitaze se obi¢no nalaze u prirodi i mogu se dobiti iz viSe izvora, ukljucujuéi biljne i zivotinjske
izvore te mikroorganizme. NajceSc¢e se javljaju u biljnom svijetu. Njihova aktivnost otkrivena
je u mnogim vrstama biljaka kao Sto su: pSenica, raz, jeCam, grasak, grah, soja, kukuruz itd.
Opcenito se pretpostavlja da se fitati tijekom klijanja sjemena, nakon razgradnje fitazom,
iskoristavaju u obliku fosfata i inozitola (Gupta i sur., 2013).

Fitaza je jedini poznati enzim koji moze inicirati hidrolizu fosfata na ugljiku 1, 3 ili 6 u
inozitolnom prstenu fitata. Uklanjanje fosfatne skupine fitazom rezultira otpustanjem kalcija,
zeljeza, cinka i drugih metala, kao $to je prikazano na Slici 3.
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Slika 3. Fitatna hidroliza fitazom u inozitol, fosfat i druge dvovalentne elemente.
(Lei i Porres, 2003)

Aktivnost fitaze obi€no se mjeri kolicinom oslobodenog anorganskog fosfata u minuti iz
odredenog supstrata pod odredenim uvjetima pH 1 temperature. Kao i1 kod ostalih enzima,
aktivnost i funkcija fitaze su pod utjecajem inherentnih svojstava enzima i uvjeta djelovanja.
Najvaznija svojstva fitaze su: specificnost za odredeni supstrat, termostabilnost, rezistentnost

na proteolizu (Lei i Porres, 2003; Gupta i sur., 2013).

2.3. ATOMSKA SPEKTROMETRIJA U ODREDPIVANJU MINERALNIH TVARI

Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS) jedna je od najcescée koriStenih analitickih tehnika
(Ferreira 1 sur., 2018). Ona sluzi u analizi metala i metaloida, te je jedna od najvaznijih metoda
elementarne analize. Temelji se na tri procesa: atomskoj apsorpciji, atomskoj emisiji i atomskoj

fluorescenciji (Luterotti, 2013). Siroko je primijenjena u istrazivatkim laboratorijima, ali i u
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prehrambenoj, farmaceutskoj i naftnoj industriji. S obzirom na proces atomizacije, dijeli se na
plamenu atomsku apsorpcijsku spektrometriju (FAAS), elektrotermalnu atomsku apsorpcijsku
spektrometriju (ETAAS) i atomsku apsorpcijsku spektrometriju pomocu kemijskih para (CVG-
AAS) (Ferreira i sur., 2018; Leopold i sur., 2016). Izbor tehnike odreduje se prema kemijskim
svojstvima analita, njegovom sadrzaju u uzorku, ali i fizikalno-kemijskim svojstvima uzorka.
FAAS je najjednostavnija i najcesce koriStena AAS tehnika s pragom detekcije u ppm (Ferreira
i sur., 2018).

Kod atomske apsorpcije izvor svjetlosti (Suplja katodna lampa) emitira spektar koji je specifican
za element od kojeg je izraden. Ta svjetlost se propusta kroz uzorak i1 fokusira u
monokromatoru. Monokromator rasprSuje svjetlost, a specificna valna duljina izolirane
svjetlosti prelazi u detektor. Ovisno o intenzitetu svjetlosti proizvodi se elektri¢na struja koju
obraduje elektronika u uredaju. Elektronika ¢e izmjeriti prigusenje svjetla u uzorku i pretvoriti
oCitanje U stvarnu koncentraciju uzorka (Perkin-Elmer Corporation, 1964). Taj proces prikazan

je na Slici 4.
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Celija s
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Slika 4. Proces atomske apsorpcije (Perkin-Elmer Corporation, 1964)

2.4. BILINE SIROVINE KAO 1ZVOR MINERALNIH TVARI

2.4.1. Buca

Buca pripada porodici Cucubitaceae, u koju spadaju rodovi Cucurbita pepo, Cucurbita
maxima, Cucurbita mixita i Cucurbita ficifolia. Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima
Duchesne i Cucurbita moschata Duchesne su tri ekonomski vazne vrste koje se kultiviraju
Sirom svijeta te imaju veliki udio u proizvodnji buce. Buca se sastoji od fleksibilne so¢ne

stabljike s trostrukim listovima te raste od visine 0,6 do 5 m. U zrelosti daje cvijece i plodove
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koji sadrZe brojne sjemenke. Sjemenke buce sadrze oko 40 % ulja i 32 % sirovih proteina te su
potencijalan izvor ulja bogatog polinezasi¢cenim masnim kiselinama (Caili i sur., 2006;
Zdunczyk i sur., 1999). Tradicionalna proizvodnja ulja preSanjem bucinih sjemenki kao
nusproizvod ostavlja bu¢inu pogacu sa 60 — 65 % proteina, koja se ve¢inom koristi kao sto¢na
hrana. Veliki porast potraznje za bu¢inim uljem, iz prakti¢nih, ekonomskih i ekoloskih razloga
povecava potrebu za iskoristavanjem bucine pogace kao nusproizvod njegove proizvodnje.
Zbog visokog udjela proteina, dostupnosti i niske cijene, bucina pogaca je vrijedna sirovina za

dobivanje visoko vrijednih proteinskih proizvoda (Per¢in i sur., 2008).

2.4.2. Proso

Proso pripada skupini visoko varijabilnih sitno zasadenih trava, rasprostranjenih Sirom svijeta
kao zitarice za sto¢nu, ali i ljudsku prehranu. Postoje razliite vrste prosa, a neke od
najpoznatijih su: biserno proso (Pennisetum glaucum), africko proso (Eleusine coracana),
talijansko proso (Setaria italica), obi¢no proso (Panicum miliaceum) te brojni drugi (Singh i
sur., 2019). Proso je uobicajeno u vecini tropskih i suptropskih regija u svijetu, gdje se uzgaja
na siroma$nim tlima u podrué¢jima s niskom i nedostatnom koli¢inom padalina (Devittori i sur.,
2000). Ova zitarica znatno zadovoljava proteinske i energetske potrebe milijuna ljudi. Pri
proizvodnji vecine proizvoda od prosa, mehanic¢ki se uklanja vanjski sloj zrna, posije. Stoga su
posije nusprodukt u proizvodnji proizvoda od prosa te se uglavnom koriste kao sto¢na hrana
(Abdelrahman i sur., 1984). Posije prosa su vrlo jeftin i lako dobiveni nusproizvod koji sadrzi
brojne hranjive tvari kao $to su proteini, masti, mineralne tvari, vitamini i prehrambena vlakna.
Nazalost, puno posija prosa dobivenih kao nusproizvod u prehrambenoj industriji nije u

potpunosti iskoristeno ve¢ se odbacuje kao otpad (Zhu i sur., 2018).

2.4.3. Uljana repica

Uljana repica (Brassica napus L.) pripada porodici Cruciferae (Brassicaceae). Tri najpoznatije
vrste su: Brassica nigra, Brassica oleracea i Brassica campestris. Ulje se dobiva iz sjemenki
uljane repice. Sjemenke sadrze 15 % do 18 % proteina te osim ulja i proteina sadrze i 31 % do
34 % sirovih vlakana izrazeno na suhu tvar (Culcuoglu i sur., 2002).

Prilikom ekstrakcije ulja iz sjemenki, preostaje nusproizvod koji se naziva pogaca. Zbog velike
potraznje za uljem repice u proizvodnji prehrambenog ulja i biogoriva, posljedi¢no dolazi do
proizvodnje velikih koli¢ina pogac¢e. U Europskoj uniji (2012. - 2017.) 23,8 milijuna tona uljane
repice preraduje se U 9,6 milijuna tona ulja te 13,5 milijuna tona pogace. Ako se pretpostavi da

pogaca uljane repice sadrzi 33 % sirovih proteina, to znaci da se godisnje u Europskoj uniji
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proizvodi oko 4,5 milijuna tona sirovih proteina uljane repice. Danas se pogaca uljane repice
uglavnom Koristi kao sto¢na hrana 1/ili izvan prehrambenog sektora. Medutim, proteini uljane
repice imaju veliki potencijal za koristenje u ljudskoj prehrani zbog povoljnog sastava
aminokiselina, bioloske vrijednosti te visoke probavljivosti. No, s druge strane, ulje i pogaca
uljane repice mogu sadrzavati i neke nezeljene komponente koje mogu negativno utjecati na
nutritivnu vrijednost i senzorska svojstva, a to su: fenolne komponente, glukozinolati,
oligosaharidi i fitati (Lucke i sur., 2018; Culcuoglu i sur., 2002). Kemijski sastav i nutritivna
vrijednost pogace uljane repice ovise o brojnim faktorima koji su povezani s tehnologijom i
uvjetima proizvodnje (tip uljne prese, temperatura, vlaznost prilikom ekstrakcije itd.) (Leming

i Lember, 2005).

2.4.4. Heljda

Heljda pripada rodu Fagopyrum koji je ¢lan porodice Polygonaceae te se sastoji od 15 vrsta,
od kojih su tri najvaznije: obi¢na heljda (Fagopyrum esculentum Moench.), tatarska heljda
(Fagopyrum tataricum Gaertn.) i viSegodisnja heljda (Fagopyrum dibotrys Hara) (Li, 2003).
Heljda je u posljednjih nekoliko godina pokazala dobar trziSni potencijal zahvaljujuéi svojim
nutritivnim i ljekovitim svojstvima (Zhu, 2016). Sadrzi veliku koli¢inu ugljikohidrata, proteina
1 masti te malu koli¢inu mineralnih tvari 1 polifenola. Ugljikohidrati su najzastupljenija
komponenta te ¢ine 70 % sastava, od ¢ega je 50 % skroba (Gao i sur., 2016). Sadrzaj proteina
je veéi nego kod ostalih Zitarica (pSenica, riza, kukuruz) te ¢ini 9,61 % ukupnog sastava.
Proteini heljde imaju visoku nutritivnu vrijednost, zahvaljuju¢i njihovom sastavu
aminokiselina. Heljda je bogata lizinom, koji ¢ini 6 % ukupnog sastava aminokiselina. Sadrzaj
masti je takoder velik te prevladavaju ve¢inom nezasi¢ene masne kiseline, posebno oleinska i
linolenska (Yang i sur., 2019). Osim toga, heljda je bogata kalijem, cinkom i bakrom, te osim
mineralnih tvari sadrzi i visoku koli¢inu vitamina B, B2, B3 te vitamina E u usporedbi s ostalim

zitaricama (Bonafaccia i Fabjan, 2003).

2.5. KRIOMLJEVENJE

Mljevenje je proces redukcije zrna ili sjemena u prah primjenom razli¢itih sila, posebice
trljanjem, kompresijom, smicanjem ili udarcem izmedu dvije tvrde povrSine (Meghwall i
Goswami, 2014). Mljevenje na sobnoj temperaturi odnosi se na mljevenje pri uobicajenoj
atmosferskoj temperaturi 1 tlaku, dok se kriomljevenje odnosi na mljevenje uz pomod
rashladnog sredstva kao S§to je teku¢i dusik (LN2) na temperaturama znatno nizim od

atmosferske (Balasubramanian i sur., 2012). Tradicionalnim mljevenjem dolazi do povisenja
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temperature uslijed trenja Sto moze izazvati nepozeljne promjene na materijalu i gubitak
nutritivno vrijednih komponenti. Tijekom procesa kriogenog mljevenja materijal se smrzava na
vrlo niskoj temperaturi kako bi bio krhkiji i laksi za mljevenje. Tehnika kriogenog mljevenja
pripada skupini tehnika kojima se postize nanostrukturirano stanje pomocu teSke plasti¢ne
deformacije (Pouzar i sur., 2008; Lavernia i Schoenung, 2008).

Postoji nekoliko prednosti kriomljevenja u usporedbi s mljevenjem na sobnoj temperaturi. Prvo,
smanjena aglomeracija uzorka i lijepljenje proizvoda za stijenke opreme, Sto rezultira
ucinkovitijim ishodom mljevenja (npr. boljim iskoriStenjem i1 poboljSanjem mikrostrukture).
Drugo, oksidacijske reakcije do kojih dolazi tijekom mljevenja na sobnoj temperaturi su
reducirane zbog duSicnog okolisa. Trece, vrijeme mljevenja potrebno za postizanje
nanostrukture je znacajno smanjeno (Lavernia i Schoenung, 2008). Primjena tekuceg dusika u
procesu kriomljevenja ima neosporne prednosti poput jednostavnog rukovanja, malo dodatne
opreme te inertnost samog procesa kako bi se izbjegle eksplozije. Uz navedene prednosti,
moraju se uzeti u obzir i nedostaci kao Sto je visoka cijena (Wilczek i sur., 2004). Na Slici 5.

prikazan je uredaj za kriomljevenje.

Slika 5. Kriomlin (Anonymous 1, 2019)

2.6. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

Ultrazvuk je zvuk frekvencije iznad 20 kHz. Razvojem ultrazvuka niskog intenziteta koji se
Cesto koristi u dijagnosti¢ke svrhe, razvio se i interes za upotrebu ultrazvuka visokog intenziteta
prilikom obradivanja hrane. S obzirom na primjenu u prehrambenoj industriji, ultrazvuk se

dijeli na: ultrazvuk niskog intenziteta i visoke frekvencije te ultrazvuk visokog intenziteta i
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niske frekvencije (Brn¢i¢ i sur., 2009a; Herceg i sur., 2009). Na Slici 6. prikazana su podrucja

podjele zvuka prema frekvencijama.

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk

v

M

0 10 10° 10° 1 10° 10° 10
1 | 1 | 1 | | | |
| . |
‘\
/ v \4 S

Bumbar Komarac Skakavac Sigmis
150 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
] [] ] =
Podrugje ljudskog Ultrazvuk visokog Produljeno podrucje Visoka frekvencija
sluha inteziteta 100 kHz - 2 MHz 2Mhz - 10 MHz
16 Hz - 16 kHz 20 kHz - 100 kHz Kemija zvuka Dijagnosti¢ka medicina
Ciscenje Kemijska analiza

Plasti¢no zavarivanje
Kemija zvuka

Slika 6. Podrugja podjele zvuka prema frekvencijama (Herceg i sur., 2009)

2.6.1. Ultrazvuk niskog intenziteta

Ultrazvuk niskog intenziteta (dijagnosticki ultrazvuk) odnosi se na frekvencijski raspon od 2
MHz na viSe. To je nerazorna tehnika sa znacajkama visokih frekvencija 1 niskih intenziteta
(manje od 1 Wcm™), te ona ne uzrokuje kemijske niti fizikalne promjene u materijalu kroz koji
prolazi ultrazvucni val. Primjena ultrazvuka niskog intenziteta odnosi se na ispitivanje
odredenih svojstava sastojaka hrane, ali i gotovih prehrambenih proizvoda kao $to su struktura,
protok, debljina, kemijski sastav, veli¢ina Cestica ili prisustvo stranih tijela (Herceg i sur., 2009.;

Brnéié i sur., 2009b).

2.6.2. Ultrazvuk visokog intenziteta

Ultrazvuk visokog intenziteta odnosi se na frekvencijski raspon od 20 do 100 kHz, uz pros$ireno
podrugje do 2 MHz, te na visoki intenzitet u rasponu od 1 do 1000 Wem™. Koristi se za
unaprjedenje, poboljsanje ili mijenjanje fizikalno-kemijskih svojstava hrane tijekom procesa
proizvodnje. Moze uzrokovati fizikalne promjene na tretiranom materijalu kao i odredene
kemijske reakcije, povecanje brzine difuzije, dispergiranje agregata, ubrzavanje kemijskih
reakcija, ali i uni$tenje enzima i mikroorganizama. U prehrambenoj industriji najcesce se koristi
za inaktivaciju mikroorganizama, homogenizaciju, membranske procese itd. (Herceg i sur.,
2009; Brncic i sur., 2009b; Rezek Jambrak i sur., 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. UZORCI

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada ispitivan je utjecaj kriomljevenjai ultrazvuka
visokog intenziteta na biodostupnost mineralnih tvari u uzorcima. Uzorci koriSteni u ovom
istraZivanju su: posije prosa, pogaca uljane repice, bu¢ina pogaca te ljuske heljde mljevene na
ciklomlinu. Optimalni uvjeti za provodenje oba tretmana definirani su preliminarnim
istrazivanjima u sklopu ovog projekta (Cukelj Mustac 1 sur., 2019; Voucko, 2018; Mamilovié,
2018; Buratovi¢, 2019). U Tablici 2. prikazani su opisi naziva uzoraka s pripadaju¢im

oznakama.

Tablica 2. Opis naziva uzoraka

OPIS OZNAKA
Netretirani uzorak 0
Kriomljeveni uzorak KM
Uzorak tretiran ultrazvukom 0+UVI

visokog intenziteta

Uzorci ljuski heljde (prethodno mljevene na ciklomlinu) i posija prosa, kriomljeveni su na
kriomlinu Retsch Cryomill (Njemacka) s velikom metalnom kuglicom pri frekvenciji 30 Hz u
trajanju od 8 minuta uz primjenu hladenja teku¢im dusikom, nakon ¢ega su prosijani na Cestice
manje od 50 um. Uzorak pogace uljane repice mljeven je na istom kriomlinu, ali s 12 malih
metalnih kuglica pri frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 12 minuta bez prosijavanja, takoder uz
hladenje teku¢im dusSikom. Za masne uzorke koriStene su male kuglice (n = 12) radi veceg
trenja, a za zitarice je koristena jedna velika kuglica.

Takoder, ispitivan je i utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na biodostupnost mineralnih tvari.
Uzorci su tretirani ultrazvu¢nim procesorom Hielscher UP400St snage 400 W, frekvencije

titranja 24 kHz, sa sondom promjera 22 mm pri uvjetima navedenim u Tablici 3.
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Tablica 3. Uvijeti tretmana ultrazvukom

Uzorak Amplituda (%) Vrijeme (min)
15 % suspenzija bucine pogace 63 20
10 % suspenzija ljuski heljde 100 15
15 % suspenzija posija prosa 100 9,20
10 % suspenzija pogace uljane repice 100 3

Nakon tretmana uzorci su liofilizirani i ¢uvani pri -18 °C do analize.

3.2. ODREDIVANJE BIODOSTUPNOSTI
3.2.1. Princip metode

Ova metoda obuhvaca simuliranu gastrointestinalnu probavu uz pomo¢ pepsina u zelu¢anoj fazi

te pankreatina i zu¢nih soli za intestinalnu fazu. Koli¢ina mineralnih tvari koja difundira kroz

polupropusnu membranu koristi se u mjerenju njihove dijalizabilnosti.

3.2.2. Kemikalije

Dusic¢na kiselina, 10 %-tna (iz dusi¢ne kiseline, 65 %, CARLO ERBA Reagents)
Klorovodi¢na kiselina, 0,1 M i 6 M (iz klorovodi¢ne kiseline, 37%, CARLO ERBA
Reagents)

Natrijev hidrogenkarbonat, 0,1 M (iz natrij hidrogenkarbonata, ACROS ORGANICS,
99% extra pure)

Natrijev hidroksid, 0,5 M (iz natrij hidroksida, 98 %, Lach-Ner, s.r.0.)

Pepsin Crystallin (Sigma)

Pankreatin iz svinjske gusterace (Sigma)

Svinjski zuéni ekstrakt (Sigma)

3.2.3. Uredaji i ostala oprema

Erlenmeyerova tikvica, 300 mL
Menzura, 100 mL

Magnet

Pipeta, 1 mL

Kapalica

Plasti¢ne epruvete s cepom
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e Automatske pipete, 5mL i1 mL

e Nastavci za automatske pipete

e Magnetska mijesalica s termoregulacijom (IKA C-MAG HS-7)
e Parafilm

e Analiticka vaga (ALS 220-4N, Kern)

e Tehnicka vaga (Kern KB)

e pH-metar (3510 pH Meter, Jenway)

e Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart)

e Plasti¢ne epruvete, 50 mL

o Casa, 100 mL

3.2.4. Priprema posuda

Posude je preko noci natopljeno u 10 % dusi¢noj kiselini i nakon toga isprano s vodom 3 puta.

3.2.5. Priprema enzima

3.2.5.1. Priprema otopine pepsina

Pepsin je odvagan u epruvetu s poklopcem na navoj te je zapisana to¢na odvaga. Nakon odvage
dodano je 3 mL 0,1 M HCI automatskom pipetom te je epruveta promuckana.

3.2.5.2. Priprema otopine pankreatina i Zu¢nog ekstrakta

Pankreatin je odvagan direktno u epruvetu s poklopcem, a zuéni ekstrakt na aluminijsku foliju

nakon ¢ega je prenesen u epruvetu. Dodano je 5 mL 0,1 M NaHCOs te je epruveta promuckana.

3.2.6. Postupak

Odvagana je Erlenmeyerova tikvica te je u njoj odvagano 10 + 0,01 g uzorka. Uzorku je
menzurom dodano 70 mL vode, u tikvicu je stavljen magnet i stavljeno je na 5 minuta na
magnetsku mijesalicu na homogenizaciju.

Dodano je 6 M HCI do pH 2. Nakon prilagodbe pH temperaturna sonda i pH sonda isprane su
u tikvici s malo vode. Otvorena tikvica stavljena je 15 minuta na magnetsku mijesalicu na
homogenizaciju te nakon isteka vremena ponovno je provjeren pH i po potrebi dodatno
prilagoden.

U tikvicu je dodana pripremljena otopina pepsina i epruveta je dodatno isprana s malo vode
kapalicom. Tikvica je odvagana, dopunjena vodom do 100 g te promuckana, zatvorena

parafilmom i postavljena na inkubaciju (37 °C, 2 h) u vodenoj kupelji pri 120 o min™. Po
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zavrSetku inkubacije, 20 g uzorka odvagano je u ¢asu od 100 mL s magnetom (za odredivanje
ukupne Kiselosti), a tikvica s ostatkom uzorka stavljena u vodu s ledom na 1,5 h.

Za odredivanje ukupne kiselosti, u 20 g odvaganog uzorka dodana je pripremljena otopina
pankreatina i Zu¢nog ekstrakta, ¢asa je stavljena na magnetsku mijesalicu te je U nju uronjena
pH i temperaturna sonda. pH je prilagoden s 0,5 M NaOH do 7,5 te je o¢itan volumen. Nakon
30 minuta pH je po potrebi ponovno prilagoden na 7,5. 1z volumena utro§enog NaOH izracunata

je masa NaHCO3 koja je dodana u vrecicu za dijalizu prema jednadzbama 1 i 2.

n =V(NaOH) x 0,5mol/L [1]
m=nX M(NaHCO3) [2]

Izracunata masa NaHCO3 odvagana je na aluminijsku foliju. Komadi membrane za dijalizu
duzine oko 30 cm stavljeni su u ¢asu s vodom na nekoliko minuta. Jedan kraj membrane
zavezan je gumicom, dodano je 25 mL vode i NaHCOs s folije, zavezan je i drugi kraj te je
vrec¢ica odvagana (duzina oko 25 cm od gumice do gumice).

Nakon 90 minuta drzanja uzorka na ledu, 20 g homogeniziranog uzorka odvagano je u
Erlenmeyerovu tikvicu sa Sirokim grlom. Tikvica s odvaganim uzorkom stavljena je u vodenu
kupelj na 5 minuta, nakon cega je dodana membrana za dijalizu te je sve skupa odvagano.
Tikvica pokrivena parafilmom je stavljena u kupelj na 30 minuta (37 °C, 120 o mint). Nakon
30 minuta izmjeren je pH otopine i dodana je otopina pankreatina i Zu¢nog ekstrakta, sve
zajedno je promuckano, izvagano, pokriveno parafilmom i inkubirano u vodenoj kupelji (37
°C, 2 h, 120 0 min!). Nakon inkubacije izmjeren je pH otopine u tikvici, vrec¢ica za dijalizu je
odvagana te je sadrzaj vrecice pohranjen U plasti¢noj epruveti s ¢epom od 50 mL.

(Luten i sur., 1996 uz modifikacije).

3.3. PRIPREMA OTOPINE MINERALNOG OSTATKA (PEPELA)

3.3.1. Princip metode

Uzorak se karbonizira na plameniku, a zatim mineralizira (suhim putem) u mufolnoj peéi pri
odredenoj temperaturi do postizanja jednolicno svijetlo sivog pepela ili pepela konstantne mase,

nakon ¢ega se otapa u 5 % dusic¢noj kiselini.

3.3.2. Kemikalije
e Dusicna kiselina, 5 M (iz dusicne kiseline, 65 %, CARLO ERBA Reagents)
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3.3.3. Uredaji i ostala oprema
e Porculanska zdjelica
e Eksikator
e Plamenik
e Analiti¢ka vaga (Chyo JK-180)
e Mufolna pe¢ (Heraeus, KR-170)
e Pipeta, 5mL
e Satno stakalce
e Obican filter papir
e Stakleni lijevak
e Stakleni Stapi¢
e Odmjerna tikvica, 25 mL
e Plamenik

e Plasti¢na epruveta s ¢epom, 50 mL

3.3.4. Postupak

Odvagano je 5 g = 0,0001 dobro homogeniziranog uzorka u porculansku zdjelicu, prethodno
izarenu, ohladenu u eksikatoru i izvaganu odmah nakon §to se ohladila na sobnu temperaturu.
Uzorak u zdjelici zagrijan je lagano na plameniku dok potpuno ne pougljeni, a zatim je stavljen
u mufolnu pe¢ na 550 °C te je ostavljen u peci dok se ne postigne jednoli¢no svijetlo sivi pepeo
bez crnih ¢estica. Nakon spaljivanja porculanska zdjelica s pepelom ohladena je u eksikatoru i
izvagana ¢im je postigla sobnu temperaturu.

U prethodno ohladeni pepeo dodano je 5 mL dusi¢ne kiseline (5 M) ispiru¢i gornje dijelove
porculanske zdjelice, pokriveno je satnim stakalcem, zagrijano na plameniku do temperature
vrenja i ostavljeno 30 minuta ispod temperature vrenja. Nakon toga je satno stakalce isprano
destiliranom vodom u zdjelicu, a sadrzaj zdjelice kvantitativno prenesen preko staklenog lijevka
i filter papira, uz pomo¢ staklenog Stapi¢a, u odmjernu tikvicu od 25 mL koja je zatim
nadopunjena destiliranom vodom do oznake. Pripremljena otopina koristena je za kasnije

odredivanje pojedinacnih mineralnih tvari (Vah¢ic¢ i sur., 2008 uz modifikacije).
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3.4. ODREPIVANJE UDJELA VODE/SUHE TVARI POSTUPKOM SUSENJA

3.4.1. Princip metode

Ovim fizikalnim postupkom odreduje se udjel vode indirektno, pri ¢emu se mjeri ostatak koji
zaostaje nakon susenja, a iz razlike u masi prije i nakon susenja namirnice izracunava se udjel

vode.

3.4.2. Uredaji i ostala oprema
e Aluminijska posudica
o Eksikator
e Analiti¢ka vaga (Chyo JK-180)

e Zrac¢na susnica (Instrumentaria ST-01/02)

3.4.3. Postupak

2 g+ 0,0001 g dobro homogeniziranog uzorka odvagano je u prethodno osusenu, ohladenu i
izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem. Nepokrivena posudica s uzorkom i poklopac
suSeni su 1 sat u zracnoj susnici pri 130 °C + 3 °C (period suSenja po€inje od trenutka kad je u
suSnici postignuta temperatura to¢no 130 °C). Nakon isteka vremena suSenja, pokrivena
aluminijska posudica s uzorkom ohladena je u eksikatoru i izvagana (Vah¢ic i sur., 2008). Udio

vode 1 udio suhe tvari izracunati su prema jednadZbama 3. i 4.

Racun:

Udio vode (%) = —2—2>x 100 [3]
211

Gdje je: my — masa prazne aluminijske posudice (Q)
M2 — masa aluminijske posudice s uzorkom prije susenja (Q)

M3 — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g)
Udio suhe tvari (%) = 100 — % vode [4]

3.5. ODREDPIVANJE UDJELA BAKRA, MAGNEZIJA | CINKA
Za odredivanje udjela magnezija, bakra 1 cinka koristen je atomski apsorpcijski
spektrofotometar Perkin Elmer model 2830. Pripremljene otopine pepela i otopine dobivene

postupkom za odredivanje biodostupnosti koriStene su u odredivanju udjela magnezija, bakra i
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cinka odnosno u odredivanju njihove biodostupnosti. Kako bi udio pojedinog analita u uzorku
bio unutar linearnog podrucja metode, otopine su razrijedene. Otopine pepela koristene za
odredivanje magnezija razrijedene su 1000 puta, za odredivanje cinka 100, 50 ili 10 puta, dok
za odredivanje bakra nije bilo potrebno razrjedenje. Otopine za odredivanje biodostupnosti
analita razrijedene su 100 i 200 puta za magnezij, dok za cink i bakar nije bilo potrebno
razrjedenje. Takoder, kako bi se sprijecile interferencije fosfata s magnezijem, razrijedenim
otopinama, standardima i slijepoj probi dodan je lantan do kona¢nog udjela 1 %.

U Tablici 4. prikazani su uvjeti rada za plamenu atomsku apsorpcijsku i emisijsku
spektrofotometriju. Mjerenja za svaki analit provedena su u pet uzastopnih ponavljanja, u

vremenskom razmaku od 3 sekunde.

Tablica 4. Uvjeti rada za plamenu atomsku apsorpcijsku spektrofotometriju

Parametar Mg Cu Zn
Valna duljina (hm) 285,2 324,7 2139
Otvor pukotine monokromatora (nm) 0,7 0,7 0,7
Energija lampe (mA) 15 15 15
Protok acetilena (L min™) 22 22 22
Protok zraka (L min'™) 145 145 145

Bazdarni dijagram za svaki analit posebno je izraden pomocu otopina standarda u pet

koncentracijskih razina, a mjerenja su provedena u minimalno pet uzastopnih ponavljanja.

3.6. ODREDPIVANJE FITATA | UKUPNOG FOSFORA

3.6.1. Princip metode

Fitinska kiselina (fitati) i ukupni fosfor odredeni su metodom koju je razvio Megazyme (K-
PHYT 05/17). Ova metoda ukljucuje ekstrakciju inozitolnih fosfata pomocu kiseline,
popra¢enu tretmanom s fitazom specifiénom za fitinsku Kiselinu (IPs) te niZe mioinozitol
fosfatne forme (npr. IP2, IP3, IP4, IP5). Naknadno se provodi tretman alkalnom fosfatazom koyji
osigurava otpustanje kona¢nog fosfata iz mioinozitol fosfata. Ukupni otpusteni fosfati mjere se

kolorimetrijskom metodom te izrazavaju kao grami fosfora na 100 g uzorka (Megazyme, 2017).
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3.6.2. Kemikalije

Klorovodi¢na kiselina, 0,66 M (iz klorovodi¢ne kiseline, 37 %, CARLO ERBA
Reagents)

Natrijev hidroksid, 0,75 M (1,5 g granula natrijevog hidroksida dodati u odmjernu
tikvicu od 50 mL te nadopuniti do oznake)

Pufer (pH 5,5) s natrijevim azidom (0,02 % w/v), Megazyme kit

Suspenzija fitaze, Megazyme kit

Pufer (pH 10,4), plus MgCly, ZnSO4 i natrijev azid (0,02 % w/v), Megazyme Kit
Suspenzija alkalne fosfataze (ALP), Megazyme Kit

Trikloroctena kiselina (50 % w/v), (iz TCA p.a. > 99%, T.T.T.)

Askorbinska kiselina (10 % w/v)/ sumporna kiselina (1M), (5 g askorbinske kiseline
(Merck-alkaloid) otopiti u destiliranoj vodi te dodati 2,68 mL sumporne Kiseline
(CARLO ERBA Reagents) u odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopuniti do oznake)
Amonij molibdat (5 % w/v), (odvagati 0,5 g amonij molibdata (Riedel-de Haén) u
odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopuniti destiliranom vodom do oznake)

Standardna otopina fosfora (50 ug mL™) i natrijevog azida (0,02% w/v), Megazyme kit

3.6.3.Uredaji 1 ostala oprema

Analiticka vaga (ALS 220-4N, Kern)
Vodena kupelj s tresilicom (SBS40, Stuart)
Staklene boce s cepom, 250 mL (Duran)
Automatske pipete, 5 mL, 1 mL i 100 pL
Nastavci za automatske pipete

Plasti¢ne epruvete, 1,5 mL

Centrifuga, MicroCL 21 (Thermo Scientific)
Vorteks (IKA MS3 basic)

Kivete, 1,5 mL

Stoperica

Vodena kupelj (IKA C-MAG HS 7)
Spektrofotometar (Lambda 35, PerkinElmer)
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3.6.4. Postupak pripreme uzorka

Izvagano je 0,5 - 3 g £ 0,0001 g uzorka u staklene boce s cepom. U uzorke je dodano 10 — 20
mL klorovodi¢ne kiseline (0,66 M). Boce su stavljene u vodenu kupelj s tresilicom na sobnu
temperaturu preko noéi pri 120 o min™.

Otpipetirano je 1 mL ekstrakta u plasti¢nu epruvetu volumena 1,5 mL te centrifugirano na 13
000 o mint u trajanju od 10 minuta. Nakon toga je otpipetirano 0,5 mL supernatanta u novu
epruvetu volumena 1,5 mL te neutralizirano dodatkom 0,5 mL otopine natrijevog hidroksida
(0,75 M). Neutralizirani uzorak koristen je za reakciju enzimatske defosforilacije.

Za reakciju enzimatske defosforilacije kod odredivanja slobodnog fosfora otpipetirano je 0,57
— 0,62 mL vode, 0,20 mL otopine 1 (pufera) i 0,05 - 0,1 mL ekstrakta uzorka. Za razliku od
slobodnog fosfora, kod odredivanja ukupnog fosfora za sve uzorke otpipetirano je 0,60 mL
vode, 0,20 mL pufera, 0,05 mL ekstrakta uzorka i 0,02 mL otopine 2 (fitaza). Sve otopine
homogenizirane su na vorteksu te inkubirane u vodenoj kupelji pri 40 °C u trajanju od 10
minuta. Nakon isteka vremena zapoceta je sljedeca reakcija dodatkom 0,02 mL destilirane vode
i 0,20 mL otopine 3 (pufer) za slobodni fosfor, odnosno 0,20 mL pufera i 0,02 mL otopine 4
(ALP) za ukupni fosfor. Otopine su ponovno homogenizirane vorteksom te inkubirane u
vodenoj kupelji pri 40 °C u trajanju od 15 min nakon ¢ega je reakcija prekinuta dodatkom 0,30

mL trikloroctene kiseline. Uzorci su centrifugirani pri 13 000 o min™ u trajanju od 10 minuta.

3.6.5. Kolorimetrijsko odredivanje fosfora

Za kolorimetrijsko odredivanje fosfora u plasticnu epruvetu od 1,5 mL otpipetirano je 1,00 mL
uzorka te 0,50 mL reagensa. Otopina je homogenizirana na vorteksu te inkubirana u vodenoj
kupelji na 40 °C u trajanju od 1 h. Nakon 1 h ponovno je homogenizirana i preba¢ena u plasti¢énu

kivetu od 1 mL te je oCitana apsorbancija na 655 nm.

3.6.6. Priprema bazdarnog dijagrama

Priprema bazdarnog dijagrama provedena je tako da su pripremljene otopine standarda s 0 ug,
0,5 ng, 2,5 ng, 5 ngi 7,5 pg fosfora, ukupnog volumena 5 mL, u plastiénim epruvetama
volumena 13 mL. Iz tih otopina ponovljena je prethodno opisana kolorimetrijska reakcija

dodatkom 1 mL standarda i 0,5 mL reagensa (Megazyme, 2017).
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3.6.7. Obrada rezultata mjerenja

Nagib kalibracijske krivulje potreban za daljnji izra¢un dobiven je prema jednadzbama 5. i 6.

P (1g)
M (ug/AAfosfor) = Wﬂsfor

ug _ Msrp1+Mstp2+Mstp3+MsTpa
Afosfor 4

nagib kalibracijske krivulje (A

Udio fosfora izracunat je prema jednadzbi 7.:

. nagib kalibracijske krivulje x v x F
Udio fosfora (—2—) = 4 ] JE2 T
100 g 10000 x mx v

xAAfosfor

Gdje je:

srednja vrijednost - srednja vrijednost standarda fosfora (ug/AAfosfor)
Ve — volumen za ekstrakciju uzorka

F — faktor razrjedenja

AA —razlika u apsorbanciji uzorka

10 000 — konverzija iz pg gt u g 100 g*

m — masa uzorka ()

v — volumen uzorka
a za fitate prema jednadZzbi 8.:

Fosfor ( g

Fitati (=2=) = 10
100 g 0,282

)

3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

[5]

[6]

[7]

[8]

Rezultati su obradeni i grafi¢ki prikazani pomoc¢u programa Excel 2016. Rezultati analiza

obradeni su pomoc¢u jednosmjerne analize varijance, uz post hoc Tukey test. Statisticka analiza

i analiza korelacije provedene su pomoc¢u programa Statistica 8 (Stat Soft Inc., USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

lako je djelovanje kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta prouc¢avano na vise od stotinu
biljnih vrsta, pregledom baza podataka znanstvenih radova uoceno je da ucinak djelovanja
kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta na biodostupnost mineralnih tvari posija prosa,
ljuski heljde, pogace uljane repice i bu¢ine pogace do sada nije uopce ili je rijetko istrazivan.

U ovome radu ispitan je utjecaj kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta na biodostupnost
bakra, cinka i magnezija nakon in vitro intestinalne probave. Takoder, u istim uzorcima odreden

je i udio fitata te je ispitan utjecaj kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta na njen udio.

4.1. UTJECAJ KRIOMLJEVENJA | ULTRAZVUKA VISOKOG INTENZITETA NA
BIODOSTUPNOST BAKRA, CINKA | MAGNEZIJA

Svi uzorci tretirani su kriomljevenjem i ultrazvukom visokog intenziteta prema postupku i
uvjetima opisanim u prethodnim poglavljima. Osim u tretiranim uzorcima, koncentracija
analita odredivana je i u netretiranim uzorcima. Kako bi se odredila koncentracija analita u
uzorku za svaki ispitivani element pripremljeni su bazdarni dijagrami s 5 ili viSe otopina
poznatih koncentracija. Na Slikama 7., 8. i 9. graficki su prikazane ovisnosti apsorbancije o
koncentracijama pojedinog analita uz istaknute jednadzbe regresijskog pravca i koeficijente
korelacije. Pomoc¢u navedenih jednadzbi odredene su koncentracije analita u uzorku.
Koeficijent korelacije u svim sluc¢ajevima je veéi od 0,99 $to potvrduje da je mjereni parametar

proporcionalan koncentraciji analita te da je metoda linearna u ispitanom podrucju.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji bakra (ug mL™)
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Slika 8. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji cinka (ug mL™?)
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji magnezija (ug mL™?)

Nakon pripreme bazdarnih dijagrama, otopine pepela za svaki tip uzorka pripremljene su prema
postupku opisanom u poglavlju 3.3. te im je izmjerena apsorbancija na prethodno opisani nacin.
Pomoc¢u jednadzbi regresijskih pravaca iz izmjerenih apsorbancija odredene su ukupne
koncentracije pojedinog analita u uzorcima te su navedene u nastavku teksta.

Na Slikama 10., 11., 12. prikazane su dobivene vrijednosti koncentracije bakra, cinka i
magnezija izrazene na suhu tvar U netretiranim uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace

uljane repice 1 bucine pogace.
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Slika 10. Koncentracija Cu (ng g™ s. tv.) u uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace uljane
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Slika 11. Koncentracija Zn (ug g™ s. tv.) u uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace uljane

repice 1 bucine pogace
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Slika 12. Koncentracija Mg (ug g* s. tv.) u uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace

uljane repice i bucine pogace

Koncentracija bakra u uzorku posija prosa iznosila je 9,9 ug g, u uzorku ljuski heljde 4,7 pg
g, u uzorku pogace uljane repice 4,0 ug g* i u uzorku bu¢ine pogace 16,9 ug g* (Slika 10).
Koncentracija cinka u uzorku posija prosa iznosila je 16,4 pug g, u uzorku ljuski heljde 19,5
ug g, u uzorku pogace uljane repice 44,9 pg g i u uzorku bucine pogace 85,2 ug g* (Slika
11).

Koncentracija magnezija u uzorku posija prosa iznosila je 2080 pg g, u uzorku ljuski heljde
1802 pg g, u uzorku pogace uljane repice 3160 pg g™ i u uzorku bucine pogace 5655 ug g
(Slika 12).

Nutritivna vrijednost hrane od velike je vaznosti za ljudsko zdravlje zato Sto nutritivno bogata
hrana osigurava pravilan razvoj i povecanje opCenitog zdravlja covjeka (Singh 1 Raghuvanshi,
2012). U radu Platel i sur. (2010) naveden je mineralni sastav zrna prosa. Koncentracija bakra
bila je 0,20 mg 100 g, a koncentracija cinka 1,44 mg 100 g™*. Vrijednosti za bakar nize su od
vrijednosti dobivenih u ovom radu pod pretpostavkom da su posije prosa bogatije vitaminima i
mineralima koji su ve¢inom zastupljeni u aleuronskom sloju zrna (Latunde-Dada i sur., 2014).

Ikeda i Yamashita (1994) odredivali su koncentracije cinka i bakra u zrnu heljde i heljdinom
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brasnu razli¢itog podrijetla. Koncentracija cinka bila je u rasponu 1,37 — 2,73 mg 100 g?, a
koncentracija bakra u rasponu 0,41 — 0,68 mg 100 g™* ovisno o uzorku.
Glew i sur. (2006) ispitivali su koncentracije mineralnih tvari u buc¢inim sjemenkama. Dobivene

vrijednosti su: 15,4 pg g* bakra, 113 pg g cinka i 5690 pg g magnezija.

Biodostupnost mineralnih tvari odredena je in vitro intestinalnom metodom za odredivanje
dijalizabilnosti opisanom u poglavlju 3.2. Tim postupkom dobiveni su dijalizati iz kojih su
odredene koncentracije analita na isti nacin kao i za otopine pepela. Postotak dijalizabilnosti
(biodostupnost) izracunat je kao omjer koncentracije analita u dijalizatu i koncentracije analita
u otopini pepela.

Na Slikama 13., 14., 15., 16. prikazane su dobivene vrijednosti postotka dijalizabilnosti bakra,

cinka i magnezija u uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace uljane repice i buéine pogace.
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Slika 13. Dijalizabilnost Cu, Zn i Mg (%) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvu¢no
tretiranom uzorku posija prosa (razli¢itim slovima su oznacene znacajne razlike izmedu

dobivenih vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 14. Dijalizabilnost Cu, Zn i Mg (%) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvu¢no
tretiranom uzorku ljuski heljde (razli¢itim slovima su oznacene znacajne razlike izmedu

dobivenih vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 15. Dijalizabilnost Cu, Zn i Mg (%) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvu¢no
tretiranom uzorku pogace uljane repice (razli¢itim slovima su oznac¢ene znacajne razlike

izmedu dobivenih vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 16. Dijalizabilnost Cu, Zn i Mg (%) u netretiranom i ultrazvu¢no tretiranom uzorku
bucine pogace (razli¢itim slovima su oznac¢ene znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti

(p<0,05))

Iz navedenih rezultata vidljivo je da je kriomljevenjem doslo do povecanja dijalizabilnosti bakra
u uzorku posija prosa za 73,9 % dok ultrazvuk nije pokazao znacajan utjecaj na njegovu
dijalizabilnost u odnosu na netretirani uzorak. Takoder je vidljivo da je kriomljevenjem doslo
do smanjenja dijalizabilnosti cinka za 80,9 %, a kod tretmana ultrazvukom za 4,8 % u odnosu
na netretirani uzorak. Kod magnezija je kriomljevenjem doslo do smanjenja dijalizabilnosti za
17,9 %, a kod tretmana ultrazvukom za 25,0 % u odnosu na netretirani uzorak (Slika 13).
Kriomljevenjem je doslo do smanjenja dijalizabilnosti bakra u uzorku ljuski heljde za 54,5 %,
a kod tretmana ultrazvukom za 38,6 % u odnosu na netretirani uzorak. Takoder je vidljivo da
je kriomljevenjem doslo do smanjenja dijalizabilnosti cinka za 86,7 %, a kod tretmana
ultrazvukom za 33,3 % u odnosu na netretirani uzorak. Kod magnezija je kriomljevenjem doslo
do smanjenja dijalizabilnosti za 58,3 %, a kod tretmana ultrazvukom do povec¢anja za 72,2 % u
odnosu na netretirani uzorak (Slika 14).

Kriomljevenje i tretman ultrazvukom nisu pokazali zna¢ajan utjecaj na dijalizabilnost bakra u
uzorku pogace uljane repice. Takoder je kriomljevenjem doslo do smanjenja dijalizabilnosti

cinka za 25,0 %, dok kod tretmana ultrazvukom nije zamijec¢en zna¢ajan utjecaj na njegovu
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dijalizabilnost. Dijalizabilnost magnezija se znacajno ne mijenja niti kriomljevenjem niti
ultrazvuénim tretmanom (Slika 15).

Vidljivo je smanjenje dijalizabilnosti bakra u ultrazvukom tretiranom uzorku buéine pogace za
14,5 % u odnosu na netretirani uzorak. Takoder je vidljivo da tretman ultrazvukom nije pokazao
znaCajan utjecaj na dijalizabilnost cinka. Kod magnezija tretman ultrazvukom pokazuje manju

dijalizabilnost za 50,0 % u odnosu na netretirani uzorak (Slika 16).

Biodostupnost mineralnih tvari definira se kao koli¢ina unesenih mineralnih tvari koje su
potencijalno dostupne za apsorpciju te je ovisna o probavi i oslobadanju iz matriksa hrane
(Fernandez-Garcia i sur., 2009). U radu Platel i sur. (2010) ispitivana je biodostupnost bakra i
cinka u uzorcima zrna prosa. Biodostupnost bakra iznosila je 45,1 %, dok je biodostupnost
cinka iznosila 11 %. Sli¢ni rezultati dobiveni su i u radu Hemalatha i sur. (2007) koji su
odredivali sadrzaj i biodostupnost cinka i Zeljeza u Zitaricama i mahunarkama, medu kojima se
nalazi i zrno prosa. Biodostupnost cinka u zrnu prosa iznosila je 8,31 %.

Ikeda i sur. (2004) odredivali su biodostupnost mineralnih tvari razli¢itih uzoraka brasna heljde
nakon in vitro intestinalne probave. Dobivene vrijednosti biodostupnosti su: 59,3 — 79,0 %
bakra, 61,2 — 81,3 % cinka i 24,5 — 39,1 % magnezija.

Iz dobivenih rezultata utvrdena je znacajno veca dijalizabilnost bakra u kriomljevenom uzorku
posija prosa, manja dijalizabilnost u kriomljevenom uzorku ljuski heljde dok kod pogace uljane
repice nije zamijeCen znaCajan utjecaj. Utvrdena je manja dijalizabilnost cinka kod
kriomljevenih uzoraka posija prosa, ljuski heljde i pogace uljane repice. Takoder utvrdena je
manja dijalizabilnost magnezija kod kriomljevenih uzoraka posija prosa i uzorka ljuski heljde,
dok kod pogace uljane repice nije bilo znacajnog utjecaja.

Procesiranje hrane moze poboljsati biodostupnost nutrijenata, uslijed utjecaja na razaranje
stani¢ne Stijenke biljnih stanica, dislokacije nutrijenata ili transformacije u aktivnije molekulske
strukture. Neki nutrijenti u biljkama nalaze se zasti¢eni od degradacije u stanici, bilo da su
vezani za membranu, prisutni u organelima ili vezani za stani¢nu Stijenku te zbog toga njihova
biodostupnost moze biti smanjena. Fizicko razaranje stanice postupkom kao §to je mljevenje
razara stani¢nu stijenku i time dolazi do oslobadanja nutrijenata iz matriksa hrane ¢ime oni
postaju lakSe dostupni za intestinalnu apsorpciju (Parada i Aguilera, 2007).

Latunde-Dada i sur. (2014) istrazivali su utjecaj usitnjavanja pSeni¢nog brasna do veli¢ine
Cestica 10 — 20 um na biodostupnost zeljeza. Mljevenje do veli¢ine Cestica 10 — 20 pum

rezultiralo je razaranjem aleuronskog sloja, no nije doslo do gubitka mineralnih tvari u
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dobivenom brasnu u odnosu na brasno dobiveno standardnim mljevenjem. Takoder,
biodostupnost zeljeza (odredena in vitro metodom) iz tako proizvedenog brasna se povecala za
oko 30 %.

Iz dobivenih rezultata utvrdena je manja dijalizabilnost bakra u ultrazvu¢no tretiranim uzorcima
ljuski heljde i bu¢ine pogace dok kod posija prosa i pogace uljane repice nije utvrden znacajan
utjecaj. Utvrdeno je smanjenje dijalizabilnosti cinka kod ultrazvu¢no tretiranih uzoraka posija
prosa 1 ljuski heljde dok kod pogace uljane repice i bu¢ine pogace nije zamijecen znacajan
utjecaj. Takoder je utvrdeno smanjenje dijalizabilnosti magnezija kod ultrazvucno tretiranih
uzoraka posija prosa i bucine pogace, povecanje kod uzorka ljuski heljde, dok kod uzorka
pogace uljane repice nije zamijeéen znacajan utjecaj.

Ultrazvuk je Siroko proucavan u svrhu povecanja ekstrakcije razliitih sastojaka.
Pretpostavljeno je kako ultrazvuk povecéava brzinu prijenosa mase na dva nacina. S jedne strane,
proizvodi mikro pare koje imaju mehanicki efekt na povrsinu sirovog materijala te uniStavaju
povrsinu i smanjuju veli¢inu Cestica. Dok s druge strane, visoka temperatura i tlak olakSavaju
uniStenje povrSine materijala Sto rezultira pove¢anjem ukupne povrsine i povecanjem koli¢ine
otpustenih sastojaka (Tao i Sun, 2015; Kaya i sur., 2017). No unato¢ ve¢ brojnim provedenim
istrazivanjima, jo$ uvijek nema istrazivanja koja bi ispitivala njegov utjecaj na biodostupnost

mineralnih tvari.
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4.2. UTJECAJ KRIOMLJEVENJA | ULTRAZVUKA VISOKOG INTENZITETA NA
UDIO FITATA

Fitati se oni akumuliraju u razli¢itim dijelovima zitarica i mahunarki kao npr. u aleuronskom
sloju i perikarpu nekih Zitarica (Gupta i sur. 2015; Steadman i sur., 2001). Prisutni su u obliku
netopljivih mineralnih kompleksa i njihov udio moze varirati ovisno o vrsti, ekoloskim
uvjetima, tipu tla, uvjetima navodnjavanja te godini i mjestu kultivacije (Urbano i sur., 2000).
Dobili su naziv "anti-nutrijenti" zbog njihovog afiniteta da vezu viSevalentne metalne ione,
posebice cink, Zeljezo i kalcij te utjecu na njihovu topljivost, probavljivost, funkcionalnost 1
apsorpciju. Visoki udio fitata u ljudskoj prehrani moze znac¢ajno smanjiti apsorpciju mineralnih

tvari zbog toga §to su takvi kompleksi netopljivi pri fizioloskoj pH vrijednosti (Ertas, 2013).

Udio fitata u uzorcima posija prosa, ljuski heljde, pogace uljane repice i bucine pogace odreden
je prema postupku opisanom u poglavlju 3.6. Dobiveni rezultati graficki su prikazani na

Slikama 17., 18., 19. i 20. te opisani u nastavku teksta.
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Slika 17. Udio fitata (g 100 g* s. tv.) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvuéno tretiranom
uzorku posija prosa (razlicitim slovima su oznacene znacajne razlike izmedu dobivenih

vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 18. Udio fitata (g 100 g* s. tv.) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvuéno tretiranom

uzorku ljuski heljde (razli¢itim slovima su ozna¢ene znacajne razlike izmedu dobivenih

vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 19. Udio fitata (g 100 g* s. tv.) u netretiranom, kriomljevenom i ultrazvuéno tretiranom
uzorku pogace uljane repice (razli¢itim slovima su oznac¢ene znacajne razlike izmedu

dobivenih vrijednosti (p < 0,05))
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Slika 20. Udio fitata (g 100 g* s. tv.) u netretiranom i ultrazvuéno tretiranom uzorku buéine

pogace (razlicitim slovima su oznacene znacajne razlike izmedu dobivenih vrijednosti (p <

0,05))

Udio fitata u uzorku netretiranih posija prosa iznosio je 1,38 g 100 g suhe tvari. uzorka, za
kriomljevene 1,35 g 100 g s.tv. uzorka, a za posije tretirane ultrazvukom 1,46 g 100 g s.tv.
uzorka (Slika 17). Statistickom obradom podataka nije utvrden znacajan utjecaj tretmana
kriomljevenjem, no utvrdeno je znacajno povecanje udjela fitata za 5,7 % kod tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta u odnosu na netretirani uzorak.

Udio fitata u netretiranom uzorku ljuski heljde iznosio je 0,08 g 100 g? s.tv. uzorka, u
kriomljevenom 0,17 g 100 g s.tv. uzorka, a u uzorku heljde tretirane ultrazvukom 0,06 g 100
gl s.tv. uzorka (Slika 18). Statistickom obradom podataka utvrdeno je zna¢ajno poveéanje
udjela fitata za 103,6 % kod kriomljevenja te znacajno smanjenje njihovog udjela za 28,6 %
kod tretmana ultrazvukom visokog intenziteta u odnosu na netretirani uzorak.

Udio fitata u netretiranom uzorku pogace uljane repice iznosio je 4,03 g 100 g s.tv. uzorka, u
kriomljevenom 4,20 g 100 g s.tv. uzorka, a u uzorku pogace uljane repice tretiranu
ultrazvukom 4,76 g 100 g* s.tv. uzorka (Slika 19). Statistickom obradom podataka utvrdeno je
znacajno povecanje udjela fitata za 4,3 % kod kriomljevenja i 18,1 % kod tretmana ultrazvukom
visokog intenziteta u odnosu na netretirani uzorak.

Udio fitata u netretiranom uzorku bugine pogace iznosio je 5,36 g 100 g s.tv. uzorka, a u

uzorku pogade tretirane ultrazvukom 4,68 g 100 g s.tv. uzorka (Slika 20). Statistickom
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obradom rezultata utvrdeno je znacajno smanjenje udjela fitata za 12,8 % kod uzorka tretiranog

ultrazvukom visokog intenziteta u odnosu na netretirani uzorak.

Iz dobivenih rezultata utvrdeno je poveéanje udjela fitata kod kriomljevenih uzoraka ljuski
heljde i pogace uljane repice, dok kod posija prosa nema znacajnog utjecaja na njihov udio u
odnosu na netretirani uzorak. Takoder je vidljivo da smanjenje udjela fitata kod ultrazvukom
tretiranih uzoraka ljuski heljde i bucine pogace, dok je kod posija prosa i pogace uljane repice
utvrdeno povecanje udjela u odnosu na netretirani uzorak.

Suma i Urooj (2011) ispitivali su udio nutrijenata, antinutrijenata i biodostupnost mineralnih
tvari u razli¢itim frakcijama prosa mljevenih u cjelovito brasno, polu rafinirano brasno i frakciju
bogatu prosenim posijama. U rezultatima je prikazano kako je udio fitata znacajno nizi u polu
rafiniranom brasnu, dok frakcija bogata posijama sadrzi znacajno veéi udio fitata. Isti rezultati
dobiveni su i u radu Steadman i sur. (2001) gdje je ispitivan udio fitata u razli¢itim mljevenim
frakcijama heljde te je zakljuceno kako heljdine posije sadrze najve¢i udio fitata.

U radu Antoine i sur. (2004) ispitivan je utjecaj veliCine Cestica na udio fitata U posijama
pSenice. U njihovom istrazivanju pokazalo se kako kod mljevenja 4 do 16 min udio fitata raste
proporcionalno sa smanjenjem veli¢ine Cestica (< 60 pm), pod pretpostavkom da je zbog vece
povrsine manjih Cestica i vec¢a dostupnost fitata.

U radu Ertas (2013) ispitivan je utjecaj ultrazvuka na udio fitata u uzorcima graha, slanutka,
soje, pSenice i kukuruza. Tretman uzoraka ultrazvukom pri 25 °C i 40 °C smanjio je udio fitata
za 18,2 % odnosno 30,7 %. Dobiveni rezultati poklapaju se s dobivenim mjerenjima u ovom
radu za uzorke ljuski heljde i bu¢ine pogace, dok kod prosa i pogace uljane repice nije utvrden
isti utjecaj. U radu Kaya i sur. (2017) takoder je ispitivan utjecaj ultrazvuka na udio fitata u

mahunarkama te se pokazalo kako ultrazvuk nema znacajnog utjecaja na udio fitata.

U Tablici 5. prikazani su koeficijenti korelacije dijalizabilnosti bakra, cinka i magnezija s

udjelom fitata u uzorcima.

Tablica 5. Koeficijenti korelacije za dijalizabilnost mineralnih tvari s udjelom fitata u uzorcima

% fitata

% dijalizabilnog bakra -0,1053
% dijalizabilnog cinka -0,5276*
% dijalizabilnog magnezija -0,5526*

* zvjezdicom su oznacene statisticki znacajne korelacije (p < 0,05)
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Prema podacima u tablici vidljivo je da je koncentracija fitata u negativnoj korelaciji s
dijalizabilnosti cinka i magnezija, tj. dijalizabinost se smanjuje s povecanje koncentracije fitata.
Hemalatha i sur. (2007) su takoder utvrdili negativnu korelaciju dijalizabilnosti cinka i udjela

fitata u prosu, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.
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5. ZAKLJUCCI

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

1. U kriomljevenim uzorcima posija prosa utvrdena je vec¢a biodostupnost bakra, manja
biodostupnost utvrdena je u uzorcima ljuski heljde dok kod pogacée uljane repice nije
zamijecen statisticki zna¢ajan utjecaj u odnosu na netretirani uzorak. U kriomljevenim
uzorcima posija prosa, ljuski heljde i pogaCe uljane repice utvrdena je manja
biodostupnost cinka. Takoder utvrdena je manja biodostupnosti magnezija u
kriomljevenim uzorcima posija prosa i ljuski heljde, dok kod pogace uljane repice nije
zamijecen znacajan utjecaj.

2. U uzorcima ljuski heljde i bu¢ine pogace tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta
utvrdena je manja biodostupnost bakra dok kod posija prosa i pogac¢e uljane repice nije
utvrden znaCajan utjecaj U odnosu na netretirani uzorak. Utvrdeno je smanjenje
biodostupnosti cinka u uzorcima posija prosa i ljuski heljde dok kod pogace uljane
repice i bu¢ine pogace nije zamijecen znacajan utjecaj. Takoder je utvrdeno smanjenje
biodostupnosti magnezija u uzorcima posija prosa i buéine pogace, povecanje kod
uzorka ljuski heljde, dok kod uzorka pogace uljane repice nije utvrden znacajan utjecaj.

3. U kriomljevenim uzorcima ljuski heljde i pogace uljane repice utvrdeno je povecanje
udjela fitata, dok kod posija prosa nije utvrden znac¢ajan utjecaj na njihov udio u odnosu
na netretirani uzorak. Utvrden je manji udio fitata u uzorcima ljuski heljde i bucine
pogace tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta dok kod posija prosa i pogace uljane
repice nije utvrden znacajan utjeca;.

4. Primjena inovativnih tehnika kriomljevenja i ultrazvuka visokog intenziteta razlicito
djeluje na biodostupnost mineralnih tvari i udio fitata ovisno o primijenjenom tretmanu

1 koriStenom nusproizvodu mlinske ili uljarske industrije.
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Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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