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1. UvVvOD

Posljednjih godina potroSacdi su suoCeni s povecanim rizicima povezanim sa zagadenjem
okolisa, stresom, drustvenim izazovima i zdravstvenim problemima. Sukladno tome, potencijal
za pomo¢ u poboljSanju tjelesnog i mentalnog zdravlja, imaju funkcionalni prehrambeni
proizvodi. Funkcionalna hrana sadrzi dodane sastojke, koji pruZaju zdravstvene dobrobiti izvan
ucinka tipi¢nih prehrambenih proizvoda i mogu smanijiti rizik od nezaraznih bolesti. Trenutno
prehrambena industrija biljezi dinami€an rast u proizvodnji funkcionalne hrane s tendencijom
ja€anja inovativnosti (Topolska i sur., 2021).

U danaSnje vrileme voce poprima sve veci znacaj u uravnotezenoj prehrani (Ogori i sur.,
2021). Budu¢i da su mnoge vrste vo¢a sezonski dostupne i njihov je rok trajanja ogranicen,
preradom u razli€ite proizvode moguce je proizvesti proizvode visoke kvalitete koji su dostupni
tijekom cijele godine. Jedna od metoda konzerviranja voca je prerada u Zelirane proizvode
(Rababah i sur., 2011), pri ¢emu zelirani proizvodi pored zdravstvene ispravnosti, zadrzavaju
nutritivne prednosti sirovine (Ogori i sur., 2021). lako uslijed ovog vida prerade, a poradi
primjene poviSenih temperatura, moze doéi do narusavanja kvalitete, Zelirani proizvodi jo$
uvilek mogu predstavljati vazne izvore bioaktivnih spojeva u prehrani s primjetnim
antioksidacijskim kapacitetom (Levaj i sur., 2012).

Jedna od najpopularnijin voénih vrsta u Republici Hrvatskoj (RH) su jagode (Fragaria x
ananassa Duch.), a njihova se potrodnja povecala s razvojem novih kultivara dostupnih gotovo
cijele godine (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2009). Odlikuju se visokim sadrZajem i Sirokom
raznolikoS¢u polifenolnih spojeva, kao i zna€ajnim udjelom vitamina C, folatima i mineralima
(Giampieriisur., 2017). Ipak, prerada jagode u RH veoma je malo zastupljena. Takoder, obi¢na
planika (Arbutus unedo L.), koja je zastupliena u priobalnom podru¢ju RH, unato€ velikom
potencijalu za preradu, jo$ uvijek je nedovoljno istrazena voéna vrsta (Sic Zlabur i sur., 2020).
Naime, plod i list obi¢ne planike pokazuju znacajan bioloski potencijal za proizvodnju inovativne
funkcionalne hrane i dodataka prehrani (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022; Sic Zlabur i sur.,
2020). Bogat su izvor minerala, lako probavljivih Secera, dijetalnih vlakana, vitamina (osobito
vitamina C) i bioaktivnih spojeva znacajne funkcionalne vrijednosti (Sic Zlabur i sur., 2020).

Svrha ovog rada bila je ispitati prikladnost jagode u proizvodnji funkcionalnih Zeliranih
proizvoda sa snizenom energetskom vrijednoScu iz kategorije ekstra dzem. Ispitan je utjecaj
dodatka razliCitih SeCera (fruktoze i saharoze) te razliCitih udjela vodenog ekstrakta lista obicne
planike (0, 15 i 30 %) na bioaktivni sastav i antioksidacijski potencijal gotovih proizvoda.
Proizvod s najboljim bioaktivnim potencijalom odabran je za senzorsko ispitivanje kako bi se

ispitala preferencija potrosaca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JAGODA (Fragaria x ananassa Duch.)

Jagoda (Fragaria x ananassa Duch.) je vo¢na vrsta nastala krizanjem cCileanske sorte
(Fragaria chiloensis) sa virginijskom sortom (Fragaria virginiana), $to je djelo francuskog
biologa Antoine Nicolas Duchesnea u osamnaestom stolje¢u (Newerli-Guz i sur., 2023). Za
krizanje su odabrane spomenute sorte zbog svojih pozeljnih svojstava. Sorta F. virginiana isti¢e
se svojstvima otpornosti i produktivnosti, dok s druge strane sorta F. chiloensis daje relativho
velike plodove (Chandler i sur., 2011). Vecéina uzgojenih jagoda u Europi pa i u Hrvatskoj,
pripada vrtnim jagodama Fragaria x ananassa. Jagoda, rod Fragaria L., pripada porodici
Rosaceae (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2017). Sadasnja taksonomija roda Fragaria ukljuuje 20
imenovanih divljih vrsta u svijetu, ali u Europi postoji samo pet svojti — Fragaria vesca L.,
Fragaria viridis Duch., Fragaria virginiana Mill., Fragaria moschata Duch. i Fragaria x ananassa
Duch. (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2017).

Jagoda je niska (<30 cm visoka) visegodisnja biljka. Medutim, sve se ¢e3¢e bere manje od
godine dana, a najeSc¢e ne vise od 3 do 4 godine zbog toga $to mlade biljke obi¢no imaju veée
i kvalitetnije plodove u usporedbi sa starijim razgranatim biljkama (Chandler i sur., 2011).
Jagode se uzgajaju u mnogim zemljama i razli¢itim klimatskim zonama, ali nedvojbeno se
Siroko uzgaja u umjerenom klimatskom pojasu. Medu zemljama proizvodacgima prednjacCe Kina
i SAD, dok medu zemljama Europske unije najviSe jagoda proizvode Spanjolska i Poljska
(Newerli-Guz i sur., 2023).

S godiSnjom proizvodnjom od 9,5 milijuna tona na povrSini od gotovo 400 000 ha zemlje
(FAOstat, 2022), jagoda (Fragaria x ananassa Duch.) je jedna od najrasprostranjenijih vo¢aka
koje se uzgajaju u svijetu (Singh i sur. 2018). Za usporedbu, godiSnja proizvodnja jagoda u
Europi iznosi 1,7 milijuna tona na povrsini od oko 150 000 ha zemlje (FAOstat, 2022). Takoder,
proizvodnja jagoda znacajna je i u Hrvatskoj s godiSnjom proizvodnjom od 3200 t na povrSini
od 360 ha zemlje (FAOstat, 2022). Jagoda (Fragaria x ananassa Duch.) se uglavnom
konzumira svjeza, ali i preradena u piree, dZzemove, sokove i Zelee (Buchweitz i sur., 2013).
Prvenstveno je cijenjena zbog svojih senzorskih kvaliteta i visokog sadrzaja bioaktivnih spojeva
koji blagotvorno djeluju na zdravlje potroSaca. Senzorske kvalitete jagode prvenstveno se
pripisuju organskim kiselinama i saharidima, koji stvaraju specifiCan raspored i ravnotezu u
plodu. Zbog sadrzaja polifenolnih spojeva i vitamina C, plodovi jagode imaju antioksidacijsko
djelovanje. Fenolni spojevi, uklju€ujuéi fenolne kiseline, imaju Sirok raspon bioloskih aktivnosti,
od antikancerogenih do protuupalnih, neurodegenerativnih i antioksidativnih aktivnosti.
Takoder, jagodu karakterizira niska kalorijska vrijednost i nizak glikemijski indeks (Newerli-Guz
i sur., 2023).



2.1.1. Kemijski sastav jagode

Voce i povrée potencijalni su izvor vitamina i minerala koji su neophodni za ljudsko zdravlje.
Jagode su prirodan izvor mikronutrijenata kao $to su vitamin C, minerali, folati te neki od vaznijih
fitonutrijenata poput flavonoida (antocijani, flavonoli i flavanoli koji daju manji doprinos), zatim
hidrolizirajucih tanina (elagitanini i galotanini) i fenolnih kiselina (hidroksibenzojeva kiselina i
hidroksicimetna kiselina) te kondenziranih tanina (proantocijanidini). Jagodasto voce
karakteriziraju visoko nutritivni sastojci, uklju¢ujuci minerale, vitamine, masne kiseline i dijetalna
vlakna (Miller i sur., 2019).

Seceri i organske kiseline imaju veliki znaéaj medu kemijskim komponentama ovog voéa
pa tako Seceri pridonose okusu voca i odreduju njegovu kalorijsku vrijednost. Organske kiseline
utjeCu na okus, teksturu, pH i boju jagoda, mijenjajuéi osjetilne kvalitete ovog vo¢a. Askorbinska
kiselina (vitamin C) jedna je od najvaznijih organskih kiselina u jagodi (Ornelas-Paz i sur., 2013).

Vrijednosti proteina procijenjene su izmedu 0,53 £ 0,15 g do 1,17 + 0,08 g 100 g svjezih
jagoda, sadrzaji masti na 0,33 + 0,08 g do 0,48 + 0,07 g 100 g* svjezih jagoda. Dijetalna vlakna
bila su u rasponu od 2,24 + 0,47 g do 2,43 + 0,29 g 100 g* svjezih jagoda, a koli¢ine ukupnih
Secera u rasponu od 3,77 + 0,25 g do 6,96 £ 0,71 g 100 g svjezih jagoda (Hossain i sur.,
2016).

U jagodama su identificirani glavni karotenoidi poput luteina i zeaksantina, zatim tokoferoli
(vitamin E) poput a- tokoferola, 3- tokoferola, y- tokoferola i 8- tokoferola, kao i vitamini topivi u
mastima, odnosno vitamini K i A, te tokotrienoli (vitamin E) (tablica 1). Za jagode se razvilo
veliko zanimanje zbog njihovog visokog sadrzaja vitamina C koji zajedno s folnom kiselinom
igra klju&nu ulogu u sadrzaju mikronutrijenata u jagodi. Na primjer, 250 g jagoda (s 60 mg folata
u prosjeku) mogu osigurati 30 % dnevne preporucene koli€ine folata u Europi i SAD-u (Baj i
Sieniawska, 2017; Ribaya- Mercadoi Blumberg, 2004; Giampieri i sur., 2012). Procijenjeno je
da je sadrzaj vitamina C u rasponu od 26,46 + 1,31 mg do 37,77 + 2,72 mg 100 g* svjezih
jagoda. Jagode sadrze i nekoliko drugih vitamina u niZoj mjeri, kao $to su tiamin, riboflavin,
niacin i vitamin B6. (Miller i sur., 2019).

Jagode su jedan od najboljih prirodnih izvora folata (43 ug 100 g* svjeZih jagoda). Dobar
Su izvor mangana, joda, magnezija, bakra, Zeljeza i fosfora (Miller i sur., 2019) te kalcija, natrija,
kalija i cinka (Hossain i sur., 2016). Jagoda potencijalno moze biti dobar izvor mikrominerala.
Porcija jagoda od 144 g dan' moze osigurati viSe od 20 % dnevnog odgovarajuéeg unosa
mangana. Ista koli¢ina jagoda moze dati oko 5 % odgovaraju¢eg unosa kalija (Giampieri i sur.,
2012).

U manjoj mjeri, jagode su izvor esencijalnih masnih kiselina. Dokazano je da ulje sjemenki
jagode obiluje nezasi¢enim masnim kiselinama (sadrzi priblizno 72 % viSestruko nezasi¢enih

masnih kiselina) (Giampieri i sur., 2012).



Tablica 1. Kemijski sastav jagode (Giampieri i sur., 2012)

Kemijski sastav

Hranjiva tvar

Na 100 g svjezeg voca

Makronutrijenti Voda (g) 90,95
Energija (kcal) 32
Proteini (9) 0,67
Pepeo (g9) 0,40
Ukupni lipidi (g) 0,30
Ugljikohidrati (g) 7,68
Dijetalna vlakna (g) 2,0
Seéeri (g) 4,89
Saharoza (Q) 0,47
Glukoza (g) 1,99
Fruktoza (g) 2,44
Minerali Kalcij (mg) 16
Zeljezo (mg) 0,41
Magnezij (mg) 13
Fosfor (mg) 24
Kalij (mg) 153
Natrij (mg) 1
Cink (mg) 0,14
Bakar (mg) 0,048
Mangan (mg) 0,386
Selenij (ug) 0,4
Vitamini Vitamin C (mg) 58,8
Tiamin (mg) 0,024
Riboflavin (mg) 0,022
Niacin (mg) 0,386
Pantotenska kiselina (mg) 0,125
Vitamin B6 (mg) 0,047
Folat (ug) 24
Kolin (mg) 5,7




Tablica 1. Kemijski sastav jagode — nastavak (Giampieri i sur., 2012)

Kemijski sastav Hranjiva tvar Na 100 g svjezeg voca

Vitamini Betain (mg) 0,2
Vitamin B12 (pg) 0
Vitamin A, RAE (ug) 1

Lutein + Zeaksantin (pg) 26

Vitamin E, a-tokoferol (mg) 0,29

[-tokoferol (mg) 0,01

y-tokoferol (mg) 0,08

O-tokoferol (mg) 0,01

Vitamin K, filokinon (pg) 2,2

2.1.2. Bioaktivni spojevi jagode

Jagodasto voce pripada jednom od najboljih prehrambenih izvora bioaktivnih spojeva.
Bioaktivnim spojevima u jagodastom vocu pripadaju antioksidansi kao sto su polifenolni spojevi
i karotenoidi (Skrovankova i sur., 2015). Najzastupljenija klasa sekundarnih metabolita u
plodovima jagoda su polifenolni spojevi koji u svojoj kemijskoj strukturi imaju najmanje jednu
fenolnu jedinicu, odnosno aromatski prsten na koji je vezana najmanje jedna hidroksilna
skupina (Warner i sur., 2021).

Polifenolni spojevi jagodastog voca predstavljaju raznoliku skupinu spojeva ukljuCujuci
fenolne kiseline, kao $to su derivati hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina, zatim
flavonoide, kao $to su flavonoli, odnosno glikozidi kvercetina i kemferola, flavanoli i antocijani
(Dzhanfezova i sur., 2020; Skrovankova i sur., 2015). Isto tako, sadrzi i tanine, podijeljene na
kondenzirane tanine (proantocijanidine) i hidroliziraju¢e tanine. Sastav polifenola jagode varira
tijekom njihovog rasta i dozrijevanja, a u vecini slu€ajeva pulpa nezrelog voc¢a ima viSe razine
polifenolnih spojeva i posljedi¢no veci antioksidacijski kapacitet od pulpe zrelog voc¢a (Giampieri
i sur., 2012).

Glavnu klasu polifenolnih spojeva u jagodi predstavljaju flavonoidi (uglavnom antocijani, s
flavonolima i flavanoli koji daju manji doprinos), a zatim hidrolizirajuéi tanini (elagitanini i
galotanini) te fenolne kiseline (derivati hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina) pri ¢emu
su kondenzirani tanini (proantocijanidini) manje zastupljeni (Giampieri i sur., 2012). Na njihov
udio uvelike utje€u sortiment, okolisni Cimbenici poput svjetlosti, temperature, pH i agrotehnickih
mjera uzgoja (Skrovankova i sur., 2015).

Antocijani su pigmenti koji daju obojenost cvijecu i voéu (Dzhanfezova i sur., 2020). U
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plodovima jagoda, brzo se akumuliraju u kasnim fazama sazrijevanja (Warner i sur., 2021).
Antocijani u jagodama su kvantitativho najvazniji, ¢inec¢i do 40 % ukupnih polifenola u nekim
kultivarima jagoda (Warner i sur., 2021). Pelargonidin-3-O-glukozid je glavni antocijan jagode
neovisno o kultivaru i E&imbenicima okolisa (Giampieri i sur., 2012). Druga dva najzastupljenija
antocijana su pelargonidin 3-O-rutinozid i cijanidin 3-O-glukozid. U istraZivanju koji su proveli
Dzhanfezova i suradnici (2020), prou¢avan je sadrZaj antocijana u 18 razli¢itih sorti jagoda.
Istrazivanje je pokazalo da je pelargonidin 3-O-glukozid bio najzastupljeniji antocijan u svim
sortama, predstavljaju¢i 50-90 % ukupnih antocijana, a cijanidin 3-O-glukozid bio je drugi
najzastupljeniji (1-47 %) antocijan. Stabilnost antocijana ovisi o vrsti antocijanskog pigmenta,
kopigmentima, svjetlu, temperaturi, pH, ionima metala, enzimima, kisiku i antioksidansima
(Turturica i sur., 2015). Boja antocijana ovisi o pH vrijednosti zbog ionske prirode flavilium
strukture pa su tako antocijanidini u kiselim uvjetima crveno obojeni, u alkalnim uvjetima plavo
obojeni, a ovisno o specificnoj pH vrijednosti, struktura moze poprimiti tonove od plave do
ljubi¢aste boje (Warnerisur., 2021). Pelargonidin 3-O-glukozid daje svjetlije tonove crvene boje
jagodama, dok cijanidin 3-O-glukozid daje intenzivnije tonove crvene boje (Dzhanfezova i sur.,
2020). Nadalje, oko 70 % ukupnog antioksidacijskog kapaciteta jagoda dolazi od antocijana
(Warner i sur., 2021). Elagitanini su polifenolni spojevi koji pripadaju grupi tanina, a Cija se
struktura sastoji od estera elaginske kiseline i heksoznih jedinica. Kemijski, oni su derivati
heksahidroksidifenilne skupine koja je kovalentno vezana na Secer, obi¢no glukozu. Struktura
elagitanina moze varirati ovisno o broju i poloZaju heksahidroksidifenilnih skupina (HHDP), §to
rezultira velikom raznolikoS¢u ovih spojeva (Lorenzo i sur., 2018). Zajedno s galotaninima €ine
hidrolizirane tanine, gdje se hidrolizom oslobadaju elaginska, odnosno, galna kiselina
(Giampieri i sur., 2012).

U kultiviranoj jagodi, glavni flavonoli su kvercetin i kempferol (Warner i sur., 2021). Flavanoli
su jedina klasa flavonoida koja se ne pojavljuje prirodno kao glikozidi (Giampieri i sur., 2012).
Flavanoli, takoder zvani flavan-3-oli, najéesc¢i su prehrambeni flavonoidi (Warner i sur., 2021).
U jagodama se nalaze u monomernim (katehini i epikatehini), oligomernim i polimernim
oblicima koji se nazivaju kondenzirani tanini ili procijanidini (Giampieri i sur., 2012; Warner i
sur., 2021). Poput antocijana i flavonola, akumulacija flavanola ovisi o stadiju razvoja. Budugi
da su polimeri flavanola, objavljeno je da proantocijanidini posjeduju antioksidacijska i
kardioprotektivna svojstva (Warner i sur., 2021).

Jagode takoder sadrze razne fenolne kiseline koji se javljaju kao derivati hidroksicimetne
kiseline (ferulinska i cimetna kiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska Kkiselina, p-
kumaroilheksoza) i hidroksibenzojeve kiseline (galna i elaginska kiselina, 4-hidroksibenzojeva
kiselina) (Tarola i sur., 2013; Giampieri i sur., 2012; Aaby i sur., 2007; Breitfellner i sur., 2003;
Breitfellner i sur., 2002).



2.1.3. Potencijal prerade jagode u funkcionalne proizvode

Rastuca potraznja potrodaca za proizvodima bogatim hranjivim tvarima koji promi¢u zdravlje
privukla je znaCajnu pozornost na stvaranje funkcionalnih prehrambenih proizvoda (Adarsh
Krishna i sur., 2024).

Sadowska i sur. (2020) usporedivali su kvalitetu prahova organski uzgojenih jagoda
dobivenih metodama konvekcijskog susenja (CD), suSenja smrzavanjem (FD) i suSenja
rasprsivanjem (SD). Prahovi su usporedivani prema sadrzaju bioaktivnih komponenti te prema
antioksidacijskim svojstvima. FD su imali visok sadrzaj vitamina C (7,0 + 0,2 mg g suhe tvari),
polifenolnih spojeva (6562,2 + 57,5 ug g*s. tv.) i najveéu antioksidacijsku aktivnost (370,2 +
8,9 umol TEAC g s.tv.), sliéno svjezim jagodama (8,1 + 0,5 mg g s. tv.; 8049,6 + 113,3 ug g
1's.tv.i525,5 + 19,3 umol TEAC g s.tv.). SD i CD sadrzavali su smanjen sadrzaj vitamina C
(3,22+0,17i 1,55+ 0,04 mg g*s. tv.), viSestruko nizi udio polifenola( 1291,4 + 77,41 1261,1 +
42,8 ug g* s. tv.) i znacajno niza antioksidacijska svojstva (294,9 + 4,8 i 290,1 + 10,2 pumol
TEAC g s.tv.). Udio polifenolnih spojeva u prahovima smanjio se 18 % za FD te oko 85 % za
SD i CD u odnosu na svjeze jagode. Prou¢avane svjeze jagode i prahovi dobiveni FD metodom
sadrzavali su najveci sadrzaj polifenolnih spojeva, medu kojima su dominirali antocijani (5203,8
+126,214397,2 + 6,6 ug g~* s.tv.), fenolne kiseline (1527,3 + 25,4 11224,3 +3,5ug gt s.tv.) i
flavonoli (1318,9 + 24,4 i 940,7 + 51,7 ug 9! s.tv.). FD prahovi mogu se svrstati u
»visokovrijednu hranu“ zbog koncentriranog sadrzaja bioaktivnih sastojaka pri ¢emu je utvrdeno
da 12 g FD praha zadovoljava dnevnu potrebu organizma za vitaminom C (75 — 90 mg dan™)
(Sadowska i sur., 2020; Aversa i sur., 2016). CD i SD prahovi mogu obogatiti hranu vitaminom
C i vrijednom prirodnom aromom i bojom, zamjenjujuci prehrambene aditive (Sadowska i sur.,
2020).

Nadalje, Korus i sur. (2011) u svom su istrazivanju odmascene sjemenke crnog ribiza (DS-
BC) i jagode (DS-ST) koristili kao dodatak (5 %, 10 % i 15 %) bezglutenskom kruhu. Dodatak
DS-BC i DS-ST rezultirao je zna€ajnim porastom dijetalnih vlakana, proteina i polifenola, ovisno
o dodanoj razini. Sadrzaj ukupnih dijetalnih vlakana u kruhu s dodatkom DS-ST bio je veci u
usporedbi s kontrolom bez dodataka (82—190 %). U usporedbi s kontrolnim kruhom, sadrzaj
proteina se zna€ajno povecao, u rasponu 39-120 % kada je primijenjen DS-BC, a neSto manje
(33-95 %) u slu€aju DS-ST. Oba tipa i svaka razina funkcionalnih sastojaka imali su znacajan
utjecaj na sadrzaj polifenola u uzorcima kruha. Kontrolni kruh sadrzavao je 0,052 mg polifenola
1 g* svjeze mase. Povecanje sadrzaja polifenola u kruhu s dodatkom DS-BC bilo je mnogo
nize u usporedbi s DS-ST. U prvom slu€aju kretao se od 89 do 139 % (u usporedbi s kontrolom),
a u drugom 484-1275 %. Povecanje antioksidacijske aktivnosti kruha s dodatkom DS-ST
iznosila je 166—-371 % u odnosu na kontrolu. Provedena je i senzorska analiza uzoraka. U

slu¢aju DS-ST, dodatak na razini 5i 10 % nije pogorSao senzorsku kvalitetu kruhova, te je u



pogledu mirisa i okusa poboljSao kvalitetu i prihvacanje. NajviSih 15 % razine dodatka DS-ST
rezultiralo je smanjenim prihva¢anjem izgleda, strukture, poroznosti i boje, ali ne okusa i mirisa.
Dokazano je da se odmaScene sjemenke jagode i crnog ribiza mogu Kkoristiti u pekarskoj
industriji kao funkcionalni sastojci bezglutenskih kruhova bez pogorSanja senzorne kvalitete.

Ozbek i sur. (2019) razvijali su recepturu funkcionalnog pekmeza s dodatkom chia sjemenki
(Salvia hispanica L.) sa smanjenim udjelom Secera. Tijekom razvoja formulacija pekmeza,
senzorskom analizom u dva koraka odredena je vrsta zasladivaCa (sorbitol, izomalt,
komercijalni prah Stevia™ i izomalt zajedno sa sorbitolom) i sadrzaj chia sjemenki (2,5 % i 5
%). Kontrolna formula je pripremljena sa saharozom. U prvom koraku, pripremljene su zasebno
Cetiri razlicite formule koristenjem sorbitola, izomalta, komercijalnog Stevia™ praha i izomalta
zajedno sa sorbitolom. U prvom dijelu istrazivanja senzorski parametri pokazali su dobru
prihvatljivost za sorbitol. Stoga, u drugom dijelu istrazivanja pekmez je pripremlien s 2,5 % i 5
% chia sjemenki uklju€ujuci sorbitol. Prema rezultatima senzorskog ocjenjivanja, za formulacije
je odabran pekmez sa sadrzajem chia sjemenki od 5 %. Dodatak chia sjemenki i sorbitola
povecao je sadrzaj ukupnih polifenola za 15,45 % i sadrzaj dijetalnih vlakana za 168 % te
smanjio kalorijsku vrijednost za 48 % u usporedbi s kontrolnim uzorkom koji je pripremljen uz
dodatak saharoze i bez chia sjemenki. Takoder, utvrdeno je da je sadrzaj $e¢era u proizvodu
iznosio 4,9 %, a sadrzaj HMF-a 4,64 mg 100 g* uzorka. Antioksidacijski kapacitet i ukupni
sadrzaj fenola proizvoda bili su 21,9+ 1,20 umol TE g* uzorka odnosno 4,1+ 0,06 mg GAE g*
uzorka. Konacni proizvod je imao 1,5 % omega-3 masnih kiselina i mogao se na etiketi
deklarirati kao "izvor omega-3" (Ozbek i sur., 2019).

Grzelak-Btaszczyk i sur. (2017) u svom su istraZzivanju sjemenke jagoda dobivene iz
industrijske preSane pogace iz tri sezone berbe i odmaséene superkritiénim CO», analizirali na
suhu tvar, proteine, masti, pepeo, minerale, Sec¢ere, ukupna dijetalna vlakna i polifenole.
Sjemenke jagoda zaostale su nakon proizvodnje soka od jagode. Sastojale su se od dijetalnih
vlakana [u prosjeku 728 g kg suhe tvari (s. tv.)] i bjelanCevina (167 g kg* s. tv.). Rezultati za
proteine kretali su se od 159 do 171 g kg? s. tv. Odmaséene sjemenke su sadrzavale
promjenijivi udio masti, od 2 do 17 g kg s. tv. SadrZaj pepela u uzorcima bio je od 33 do 38 g
kg™ s. tv. Suha tvar je varirala od 960 g kg do 977 g kg™ s. tv. Sto se ti¢e sadrzaja mineralnih
tvari, kalcij i kalij bili su glavni minerali, dosezuéi 4,1-6,0 g kg s. tv. i 3,1-4,8 g kg s. tv. ovisho
o sezoni. Odmascéene sjemenke sadrzavale su znacajne koli¢ine magnezija (1,9-2,3 g kg* s.
tv.) i Zeljeza (79-148,8 g kg* s. tv.). Takoder, sadrzavale su i natrij (9,6-47,7 g kg s. tv.). Od
mono- i disaharida prevladavala je saharoza (0,2-0,3 g kg s. tv.), a glukoze (0,1 g kg s. tv.) i
fruktoze (0,1-0,2 g kg* s. tv.) je bilo manje. Udio Secera bio je relativno nizak, do 0,6 g 100 g*
s.tv. Vrijednosti ukupnih polifenola varirale su od 15,6 do 17,5 g kg* s. tv. i nisu znac¢ajno

varirale sa sezonom berbe. Dvije glavne skupine polifenola medu utvrdenim spojevima su bili



elagitanini i flavanoli, Giji je sadrzaj iznosio 8,50 odnosno 5,82 g kg™ s. tv. Takoder, sadrzaj
antocijana u odmascenim sjemenkama jagode iznosio je od 98 do 152 mg kg™ s. tv. Zaklju¢no,
odmaséene sjemenke jagode mogu se koristiti kao dodaci s visokim sadrZajem proteina,

vlakana i polifenola ili kao dodaci bogati mineralima i s visokom nutritivnom vrijednosti.

2.2. PROIZVODNJA ZELIRANIH PROIZVODA

Pravilnikom o vo¢nim dZzemovima, zeleima, marmeladama, pekmezu te zasladenom kesten
pireu (NN 84/19) propisuju se zahtjevi kvalitete kojima u proizvodniji i stavljanju na trziste moraju
udovoljavati navedeni proizvodi, a odnose se na nazive, definicije i ope zahtjeve; sastav i
senzorska svojstva; vrstu i koli€inu sirovina te drugih tvari koje se koriste u proizvodniji i preradi
te dodatne zahtjeve oznacCavanja. To su proizvodi koje karakterizira tzv. Zelirana konzistencija
koja ih uz boju i okus ¢&ini vrlo privlaénim proizvodima potroSacima. Svi se oni proizvode od
raznog voca, a samo se marmelada proizvodi isklju€ivo od citrusa. Dalje, proizvodi moraju
sadrzavati najmanje 60 % topljive suhe tvari, odredene refraktometrom, izuzev proizvoda kod
kojih je Secer djelomi€no ili u cijelosti zamijenjen sladilima. Proizvodi iz Pravilnika koji imaju
smanjen sadrzaj Se¢era mogu se staviti na trziste pod nazivima propisanim ovim Pravilnikom,
pod uvjetom da sadrZze najmanje 55 % topljive suhe tvari. Nazivi proizvoda navedeni u
Pravilniku mogu se koristiti samo za oznaCavanje proizvoda koji ispunjavaju zahtjeve propisane
za te proizvode te se pod tim nazivom stavljaju na trziSte (NN 84/19).

Ovim Pravilnikom definirani su Zelirani proizvodi kao $to su dZzem i ekstra dZzem, pri ¢emu
je dzem proizvod odgovarajuce Zelirane konzistencije sadrzan od voéne pulpe i/ili voéne kaSe
jedne ili viSe vrsta voca, Sec¢era i vode. Dzem od citrusa moze se proizvoditi od cijelih plodova,
narezanih na komadice i/ili rezance. Kao opce pravilo vrijedi da koli¢ina voéne pulpe i/ili voéne
kaSe upotrijebljena za proizvodnju 1000 g kona¢nog proizvoda ne smije biti manja od 350 g
(NN 84/19). Za razliku od dzema, ekstra dzem je proizvod odgovarajuce Zelirane konzistencije
koji sadrzi nekoncentriranu voénu pulpu jedne ili viSe vrsta voca, Secer i vodu. Ekstra dZzem od
Sipka te ekstra dzem od malina, kupina, crnog i crvenog ribiza te borovnica bez sjemenki moze
biti proizveden u cijelosti ili djelomi€no od nekoncentrirane voéne kase. Ekstra dzem od citrusa
moZze se proizvoditi od cijelih plodova, narezanih na komadice i/ili rezance. U proizvodniji ekstra
dzema nije dozvoljeno mijeSanje sljedecih vrsta vo¢a s drugim vo¢em: jabuke, kruske, Sljive,
dinje, lubenice, grozde, bundeva, krastavci i rajCice. Kao opée pravilo, koli¢ina voéne pulpe
upotrijebliena za proizvodnju 1000 g kona¢nog proizvoda, ne smije biti manja od 450 g (NN
84/19).

lako se danas u komercijalnoj proizvodnji pekmeza mogu Koristiti suvremene tehnologije,

dzemovi se jo$ uvijek proizvode ukuhavanjem pri vakuumu ili pri atmosferskom tlaku (Kusgu i



Bulantekin, 2020). Zelirani proizvodi imaju karakteristiénu gel konzistenciju koja se postize
dodavanjem pektina. Da bi se postigla takva konzistencija, osim pektina potrebno je u
odgovarajuéem omjeru dodati i kiselinu i Secer. Voce prirodno sadrzZi ove sastojke, ali ne u
dovoljnim koli¢inama da bi samim kuhanjem doslo do procesa Zeliranja. U proizvodnji dZemova
obi¢no se kao Secer koristi saharoza, a moZe se koristiti i Se¢erni sirup, glukoza, glukozni sirup,
dekstroza, dekstrozni sirup, fruktoza, itd. Potrebna koli¢ina dodanog Seéera ovisi 0 stupnju
zrelosti vocéa, sadrzaju kiselina i Se¢era u vo¢u te samom tipu proizvoda koji se proizvodi. Za
zeliranje je pozeljno da sirovina ima $to vecu koliinu pektina, $to osigurava uspjesnije zeliranje
i s manjim dodatkom komercijalnog pektina. Pektin ne samo da pomaze ucvrscivanju zeliranih
proizvoda, ve¢ je zasluzan i za kristalno staklasti izgled proizvoda te njegova teksturna svojstva.
Osim pektina, dodaju se limunska ili jabuéna kiselina, a rjede i vinska. Udio kiselina u dzemu
se kre¢e od 0,8 do 1 %. Uloga kiselina je da snize pH na vrijednost koja je optimalna za
stvaranje Zelirane strukture. Kiseline takoder poboljSavaju okus proizvoda i imaju konzervirajuci
efekt jer snizavaju pH na vrijednosti koje onemogucavaju razvoj mikrobioloSkog kvarenja.
TehnoloSki proces proizvodnje dZzemova sastoji se od pripreme voca i ukuhavanja voéne mase
i SeCera uz dodatak pektina i kiselina (Tavra, 2016).

Postoje dva osnovna nacina proizvodnje Zeliranih proizvoda. Prvi nacin je tradicionalna
metoda proizvodnje dZzema ukuhavanjem u otvorenoj posudi. U procesu otvorene posude dzem
se kuha u atmosferskim uvjetima. Tijekom procesa vrenja, temperatura Sarze moze prijeci 107
°C. Dugotrajno zagrijavanje na visokoj temperaturi treba izbjegavati jer uzrokuje pretjeranu
karamelizaciju $ecera te nepovoljno utje€e na okus i boju (Featherstone, 2016). Prvi korak je
priprema vocéa $to podrazumijeva da se strane primjese i oste¢eno voée moraju ukloniti, a
plodovi se prije postupka prerade moraju dobro oprati. Pored necisto¢a, pranjem se uklanjaju
mehanicke necistoée i rezidue pesticida koriStenih u zastiti bilike. Krupno voce se &esto mora
oljustiti ili usitniti ili se pripremi kaSa po potrebi (Featherstone, 2016; Tavra, 2016). Voce se
zatim kuha kako bi voéno tkivo omekSalo. Dodaje se potom Secer koji se uz kontinuirano
mijeSanje i poviSenu temperaturu otapa. Smjesu je potrebno kuhati otprilike dvije treéine
ukupnog vremena kuhanja dZzema. Zatim se dodaje pektin, bilo kao otopina ili u formi praha
(Featherstone, 2016). Pektin i kiseline se dodaju u masu pred kraj kuhanja, kada je skoro
postignuta potrebna suha tvar smjese (preko 50 %). Pri racunanju potrebne koli€ine kiseline i
pektina treba uzeti u obzir koliinu koja je prisutna u samoj sirovini. Koli€Cina dodatnog pektina
ovisi o njegovim karakteristikama, odnosno stupnju Zeliranja (Tavra, 2016). Kuhanje se
nastavlja, ali pri normalnom tlaku, a na samom kraju procesa masa se zagrijava do vrenja da
bi se provela pasterizacija (Tavra, 2016). Smjesa se kuha dok se ne postigne Zeljeni °Brixa
(Featherstone, 2016). DZzem se puni u Ciste, sterilizirane i suhe posude dok su vruce (iznad 82

°C) i potom se zatvara., te hladi na sobnoj temperaturi ili uranjanjem u hladnu vodu
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(Featherstone, 2016; Tavra, 2016). Kao ambalaza najceS¢e se koriste staklenke i limenke.
Staklenke se koriste za komercijalna pakiranja za Siroku potro3nju, dok se limenke koriste za
pakiranje dZema namijenjenog industriji. Pripremljen dzem se ne mora nuzno skladistiti pri
nizim temperaturama, obzirom da sadrzi veliku koli€inu Seéera (aw vrijednost (aktivitet vode) se
krece od 0,82-0,94) (Tavra, 2016).

Vakuumsko kuhanje je drugi nacin proizvodnje dzema. Koristenje vakuuma omogucéava
koriStenje nizih temperatura kuhanja €¢ime se bolje oCuvaju visoko vrijedni sastojci voéa.
Takoder, manja je inverzija Secera nego pri kuhanju u atmosferskom tlaku, pa je stopa
prodiranja Se¢era u vocno tkivo znatno ubrzana (Tavra, 2016). Neki od nedostataka ukljucuju
skuplju opremu i kontrolu procesa, a uklanjanje sumpornog dioksida iz SO; - konzervirane pulpe
nije zadovoljavajuce jer je temperatura kuhanja preniska. U vakuumskom procesu temperatura
Sarze ne smije prijeci 80 °C, osim kratkog razdoblja prije punjenja, kada se moze podiéi na 82—
95 °C kako bi se osiguralo sterilno punjenje. Preporu¢ene vakuumske posude obiéno imaju
veliCinu Sarze od oko 750-1000 L. Neke posude imaju nekoliko zasebnih parnih omotaca ili
zasebnu zavojnicu, a mogu¢ je i ugradeni refraktometar. Osnovna metoda vakuumske obrade
za izradu dzema je sliedeta: vocée, voda i Seéer postavljaju se u vakuumsku posudu s
mijeSalicom i parnim omotacem koja se zagrijava na 65—70 °C. Primijeni se vakuum od 95 kPa
i temperatura se odrZava ispod 65 °C dok topljiva suha tvar mjeSavine voca i Secera postepeno
povisuje. Zatim se polako smanjuje vakuum i mjeSavina se kuha na 77 °C. Nakon toga, Sarza
se zagrije na 88-95 °C i dZzem se kontinuirano mijeSa. Zatim se dodaju otopine pektina i kiseline
uz mijeSanje. Smjesa se potom mijeSa i ukuhava dodatno do pribliznog postizanja Zeljene suhe
tvari. Po zavrSetku kuhanja, dZzem se puni u staklenke na temperaturi od 88 °C ili viSoj te se
odmah zatvaraju poklopcem i hlade istom metodom kao i posude s dZzemovima pripremljenima

metodom otvorene posude (Featherstone, 2016).

2.2.1. Zelirani proizvodi kao funkcionalna hrana

Funkcionalna hrana podrazumijeva namirnice koje osim osnovnih nutritivnih vrijednosti
pruzaju i dodatne zdravstvene Koristi, kao Sto su podrSka imunoloSkom sustavu, smanjenje
rizika od odredenih bolesti i sli¢no. Zelirani proizvodi mogu biti razvijeni u svrhu funkcionalne
hrane uz ciljani odabir voc¢nih sirovina ili dodatak nekih djelatnih sastojaka.

Banas i sur. (2018) razvili su dzemove od ogrozda s niskim udjelom SecCera obogacenima
dodatkom crne aronije, bazge, japanske dunje, lanenih sjemenki i pSenicnih klica. Pripremljeni
su dZzemovi u sljedecim varijantama: GO—dzZem od ogrozda bez biljnih sastojaka; GCh—dzem
s 15 % dodatka aronije; GE—dZem s 15 % dodatka bazge, GJ—dZem s 8 % dodatka japanske

dunje, GF—dzem s 3 % dodatka lanenih sjemenki, i GWG—dzem s 3 % dodatka pSenicnih
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klica. Ispitani su ukupni polifenoli, ukupni flavonoidi, ukupni antocijani, antioksidacijska aktivnost
i pojedinacni polifenolni spojevi. GO bio je dobar izvor ukupnih polifenola (140,6 mg 100 g).
Od pojedinacnih polifenolnih spojeva, najzastupljeniji su (+)-katehini u GE (5,660 mg 100 g*)
te kafeinska kiselina (4,403 mg 100 g*) u GCh. NajviSe razine ukupnih polifenola (330 mg 100
g?), ukupnih flavonoida (160 mg 100 g) i ukupnih antocijana (35 mg 100 g*) zabiljeZzene su u
GCh. Dodatak aronije povecao je razinu ukupnih polifenola za 135 %, ukupnih flavonoida za
533 % i ukupnih antocijana za 2421 %, u odnosu na GO. Bazga i japanska dunja povecale su
razinu vitamina C za 42 % i 50 %, dok su sjemenke lana i pSeni¢ne klice imale zna€ajan ucinak
samo na razini povec¢anja ukupnih flavonoida (46,1 + 2,7 i 43,5 + 1,8 mg 100 g*?). GO se
odlikovao niskim sadrzajem vitamina C; prosje¢no 15,2 mg 100 g'. Nakon obogadivanja
aronijom, japanskom dunjom i bazgom, razina vitamina C znac&ajno je porasla za 20, 42 i 52 %.
Obogacéivanje proizvoda biljnim sirovinama kao $to su aronija, bazga i japanska dunja, koje
sadrze znacajne koli¢ine antioksidansa, poboljSava nutritivhu vrijednost gotovog proizvoda.
Lopes Amorim i sur. (2019) u svojoj su studiji procijenili u€inak vremena skladistenja na
fizikalno-kemijska svojstva, sadrzaj bioaktivnih spojeva i antioksidacijski kapacitet
niskokalorijskog dZema obogacenog polifenolima proizvedenog od osuSenog ekstrakta
pokoZice grozda [8,9 % (w w?)] pohranjenog 0, 15, 30, 45 i 60 dana na 14 °C. Dzem je imao
nizi ukupni udio ugljikohidrata (45 %) i manju energetsku vrijednost (177,8 kcal 100 g*
proizvoda) u usporedbi s komercijalnim dzemovima (65-67 % i 266—273 kcal 100 g™* proizvoda)
kao i veci sadrzaj proteina (1,21 %) i pepela (0,29 %) u odnosu na sadrzaj dZzemova od cijelog
vocéa, kao $to su marelica, borovnica, grozde i jagoda (proteina od 0,27 %—0,43 % odnosno
pepela od 0,12 %—0,25 %) (Lopes Amorim i sur., 2019; Naeem i sur., 2017). Utvrdeno je da
dzem sadrzi visoke koncentracije polifenolnih spojeva (137,0 + 3,2 mg GAE 100 g*), ukupnih
flavonoida (128,5 + 23,0 mg 100 g*?) i ukupnih antocijana (92,5 + 4,0 mg 100 g*). Medutim,
uoceno je veliko smanjenje flavonoida (70-90 %), antocijana (29-35 %) i fenola (23—-30 %)
tijekom skladiStenja. Visok antioksidacijski potencijal dZema odreden je DPPH metodom s ECso
vrijednostima u rasponu od 2,3 + 0,1 do 3,9 + 0,1 ug mL™. Od masnih kiselina u najvecoj
koncentraciji odredena je palmitinska kiselina (26,4 %), zatim linolna (21 %) i oleinska (20,9 %),
Sto iznosi 77 % udjela ukupnih masnih kiselina. Rezultati pokazuju da nusproizvodi (pokozica
grozda) iz prerade vina mogu posluziti kao izvor prirodnih antioksidansa kada se dodaju u
razliCite prehrambene proizvode.Kao strategija za dobivanje zdravijin slatkiSa, poput zele
bombona, predlaZze se obogacivanje polifenolnim spojevima. Sukladno tome, Cedefio-Pinos i
sur. (2021) promatrali su doprinos etanolnog suhog ekstrakta zelenog propolisa (PEE) iz biljke
Braccharis dracunculifolia antioksidacijskim i senzorskim svojstvima voc¢nih Zele bombona
pripremljenih od Secera (S) ili fruktana (F) te tri biljne baze (mente, narance i jagode). Tri razine
[0 (P), 0,01 (P1)i 0,02 (P2) % (w w?)] PEE testirane su u Zele bombonima te je prouc¢avan
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sadrzaj polifenolnih spojeva, antioksidacijski kapacitet i senzorsko svojstvo okusa. P2 je snazno
poboljSao antioksidacijski kapacitet (relativno povecanje do 465 %) Zele bombona u usporedbi
s P bez promjene pH vrijednosti, boje ili teksture. Prosjecni udio ukupnih fenola (mg GAE 100
g-1) iznosio je od 25,1-27,1 (P2 bomboni), 18,8-20,0 (P1 bomboni) i 16,5-15,4 (P). U
zakljucku, propolis, zahvaljuju¢i dobrim antioksidacijskim svojstvima, ima potencijala za
primjenu kao funkcionalni sastojak u pripremi zdravijih slatkiSa.

Miraballes i sur. (2019) u svom su istrazivanju razvili recepture pet dzemova od jagode s
rastu¢im koli¢inama ekstrakta dobivenog iz liS¢a juznoameri¢ke autohtone bilijke pod nazivom
Acca sellowiana koja ima velik sadrzaj polifenola. Originalni dZzem bez ekstrakta A. sellowiana
pokazao je ukupan sadrzaj polifenola od 310,0 mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) 100 g*
uzorka i prihvatljivost ve¢u od 6 (od maksimalnih 9) u obje provedene serije senzorske analize.
Zatim, dodan je ekstrakt u koli¢inama od 8 (B); 16 (C); 24 i 32 mL 100 g* uzorka pri ¢emu se
sadrzaj polifenola u dzemu povec¢ao redom na 467,5; 746,5; 892,5i 1090,5 mg GAE 100 g*
uzorka. Nadalje, ocijenjeni su senzorni profil i prihvatljivost uzorcima sa koli¢inom ekstrakta od
816 mL 100 g uzorka. U prvoj seriji analize predstavljeni su kodirani uzorci, a u drugoj seriji
potrosacima je bilo reCeno sadrze li dzemovi antioksidanse ili ne. Rezultati su bili sli¢ni onima
izvornog proizvoda (za uzorak B oko 6,1; a uzorak C oko 5,2). Podaci o obogacivanju

antioksidansima nisu utjecali na prihvatljivost dZzemova.

2.2.2. Utjecaj tehnologije prerade u Zelirane proizvode na kvalitetu voénih proizvoda

Voce je bogat izvor razli€itih bioaktivnih spojeva te se odlikuje visokim antioksidacijskim
potencijalom. Kako bi voée bilo dostupno za konzumaciju izvan sezone, preraduje se u
proizvode kao $to su zelirani proizvodi. Medutim, vecina bioaktivnih spojeva nestabilna je
tijekom prerade i skladiStenja ovih proizvoda (Shinwari i Rao, 2018).

Vukoja i sur. (2019) u svom su istrazivanju istrazili u€inak skladiStenja od 8 mjeseci pri
sobnoj temperaturi ha stabilnost ukupnih fenola, antocijana i antioksidacijsku aktivnost u tri
vrste dZemova od visnje (Prunus cerasus L.). Pripremljeni su slijedeéi uzorci: dZzem (DZ), ekstra
dZzem (EDZ) i dZem sa snizenom energetskom vrijedno$¢u (LDZ). DZ i EDZ kuhali su se do
62,5 % topljive suhe tvari (30 min na 85 °C), a LDZ do 41 % topljive suhe tvari (20 min na 85
°C). Utvrdeno je da je LDZ imao najveéi sadrzaj ukupnih fenola nakon pripreme i nakon
skladistenja te najveci sadrzaj antocijana nakon pripreme. Nakon skladiStenja, sadrzaj fenola i
antocijana se smanjio u svim vrstama dZzema, ali najvia uoCena stabilnost fenola i antocijana
bila je u DZ. Ukupni sadrzaj fenola (g kg™ dZema) u LDZ, nakon pripreme iznosio je 3,34; dok
su EDZ i DZ imali 2,29; odnosno 1,99. Nakon skladistenja, najvece zadrzavanje ukupnih fenola
imali su DZ i EDZ (85 %), dok je najmanje zadrzavanje (74 %) pronadeno u LDZ. Stabilnost

antocijana bila je najve¢a u DZ, zatim u EDZ i na kraju u LDZ, sa zadrzavanjem od 22 %, 15
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% i 12 %. Sadrzaj monomernih antocijana (mg kg dzema) bio je najvisi u LDZ (986,0), a slijedio
je EDZ (572,8) i DZ (437,39). Prema dobivenim rezultatima za antioksidacijsku aktivnost
odredenu DPPH i ABTS metodama, uo€eno je smanjenje antioksidacijske aktivnosti nakon
skladiStenja u usporedbi s rezultatima nakon pripreme dzemova. Nakon skladidtenja
antioksidacijska aktivnost prema DPPH metodi se smanijila za 14 %; 16 % i 10 % za DZ, EDZ i
LDZ, a prema ABTS metodi za 12 %; 0,4 % i 6 % za DZ, EDZ i LDZ. LDZ dZzem pokazao je
najveéu antioksidacijsku aktivnost prema obje koristene metode.

Rababah i sur. (2012) su svojim istrazivanjem procijenili u€inak prerade viSanja u dzem od
pra¢enjem fitokemijskih i fizikalno-kemijskih svojstava nakon prerade i tijekom 15 dana
skladistenja na 25, 35, 451 55 °C. Svjeza visSnja je imala znacajno vecéi sadrzaj ukupnih fenola,
antocijana i antioksidacijskog kapaciteta, koji se tijekom prerade smanjio. Takoder, viSe
temperature tijekom skladiStenja nepovoljno su djelovale na ispitivane parametre.

Brandao i sur. (2020) u svom su istrazivanju utvrdivali uinak toplinske vakuumske obrade
i toplinske obrade bez vakuuma na sadrzaj bioaktivnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost
niskokalori¢nih mijeSanih dzemova od voca brazilskog cerrado bioma (vo¢a marola (Annona
crassiflora), marakuje (Passiflora alata) i graviole (Annona muricata)). MjeSoviti dZzem se
sastojao od 60 % mijeSane pulpe (MP) marola, graviole i marakuje. Procjenjivala se
antioksidacijska aktivnost, ukupni sadrzaj fenola i sadrzaj askorbinske kiseline. DZzem se
preradivao u posudi s duplikatorom pod vakuumom (TV) (tlak od 550 mmHg (73 kPa) i
temperatura od 65-70 °C). Sli¢ni uvjeti obrade koriSteni su u proizvodnom spremniku s
mijeSalicom pri atmosferskom tlaku (TWV) zagrijavanom plinskim plamenom. Ukupni sadrzaj
fenola varirao je ovisno o procesu proizvodnje, od 4653,15 + 131,76 do 2340,25 + 196,21 mg
GAE 100 g? suhe tvari. Doslo je do smanjenja bioaktivnih spojeva u dZzemovima. Gubitak
vitamina C bio je 46,8 % (TV) i 54,3 % (TWV) za dZzemove u usporedbi s MP. TV obrada
uzrokovala je manji pad ukupnog fenolnog sadrzaja (39 %), u odnosu na TWV (49,7 %).
Prosjecni gubitak antioksidacijske aktivnosti, u usporedbi s MP, bio je 64,34 % za mijeSani
dzem obraden TV metodom i 65,95 % za mijeSani dzem obraden TWV metodom. Sadrzaj
bioaktivnih tvari (ukupni fenoli, vitamin C) i antioksidacijska aktivnost (DPPH) u niskokalori¢nom
dzemu od mijeSanog voca brazilskog cerrado bioma bolje su sacuvani TV obradom u odnosu
na TWV. Banas i sur. (2018) razvili su dZemove od ogrozda s niskim udjelom Secera uz dodatak
aronije, bazge, japanske dunje, lanenih sjemenki i pSeni¢nih klica. Ispitani su ukupni polifenoli,
ukupni flavonoidi, ukupni antocijani, antioksidacijska aktivnost i pojedinacni polifenolni spojevi
nakon proizvodnje te nakon 6 i 12 mjeseci skladiStenja. Uzorci su bili pohranjeni na
temperaturama 10 °C i 20 °C. Nakon 6 mjeseci, skladiStenje na 10 °C rezultiralo je boljim
zadrzavanjem ukupnih polifenola i flavonoida, u prosjeku za 25 % viSe u usporedbi sa

temperaturom od 20 °C. Od polifenola identificiranih u dzemovima, ferulinska kiselina pokazala
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se najnestabilnijom; nakon 12 mjeseci skladiStenja gubici su iznosili 18 % (10 °C) i 32 % (20
°C). Nakon 6 mjeseci skladidtenja gubici antocijana uoeni su samo u dZzemu s aronijom,
bazgom i sjemenkama lana. Indeks razgradnje antocijana nakon 12 mjeseci skladiStenja bio je
vidi za 20 % (10 °C) i 33 % (20 °C) u odnosu na dzemove nakon proizvodnje. Mjerenje
antioksidacijske aktivnosti provedeno je pomo¢u ABTS, DPPH i FRAP testova. Nakon 6
mjeseci skladiStenja, neovisno o temperaturi, u vecini dZzemova antioksidacijska aktivnost nije
se znacajno promijenila. Nakon 12 mjeseci skladistenja, u dzemovima skladistenim na 10 °C,
utvrdeno je smanjenje aktivnosti, u prosjeku za 35 % (ABTS) i za 18 % (DPPH). Na 20 °C,
smanijenje aktivnosti bilo je mnogo vece, za 49 % (ABTS) i za 29 % (DPPH). Razina aktivnosti
mjerena FRAP testom u dZzemovima ¢uvanim 12 mjeseci na 20 °C smanjila se s oko 22 %

(dZemovi s dodanim sjemenkama lana i pSeni¢nim klicama) na 44 % (dZem bez dodataka).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom radu je pripremljeno je Sest ekstra dZzemova od jagode sa shizenom energetskom
vrijednoS¢u prema vazec¢im Pravilnicima (NN 84/19, NN 84/10, NN 113/11, NN 42/13), a s ciljem
utvrdivanja utjecaja dodatka razli¢itih Secera, fruktoze i saharoze, te dodatka razli€itih udjela
vodenog ekstrakta lista planike na bioaktivni sastav i antioksidacijski potencijal gotovih
proizvoda.

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Voéna sirovina

Za izradu eksperimentalnog dijela diplomskog rada, odnosno proizvodnju ekstra dzemova
od jagode koristeni su plodovi jagode (Fragaria ananassa x Duch.) kultivara ,Albion“ uzgojeni
u Zagrebackoj Zupaniji. Po prispijeéu u Laboratorij, plodovima jagode su odstranjene peteljke,
te su oprani, posuseni i skladiSteni u plasti¢nim kutijama (-18 °C) do provedbe eksperimenata.
Prije proizvodnje ekstra dzemova od jagode, zamrznuti plodovi jagode su preko noéi odmrznuti
na temperaturi 4 °C, te su potom homogenizirani u kasu Stapnim mikserom (SilverCrest,

Kompernass GMBH, Bochum, Njemacka).

3.1.2. Ekstrakt planike
Aparatura i pribor:

e Ultrazvuéni procesor (Hielscher Ultrasound Technology UP400St, Njemacka)
¢ Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

o Odmjerne tikvice, volumena 500 mL i 1000 mL

e Staklena ¢a$a, stakleni lijevak, filter papir

e Spatula
Otapala i reagensi:

¢ Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
Priprema ekstrakcijskog otapala (70 %-tni etanol):

70 %-tni etanol se pripremi tako da se 730 mL 96 %-tnog etanola prenese se u odmjernu

tikvicu od 1 L te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Postupak pripreme vodenog ekstrakta lista planike:
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Kako bi se proizveli funkcionalni ekstra dzemovi, pripremljeni su ekstrakti lista planike
(Arbutus unedo L.) koji su dodavani u udjelima od 0 %, 15 % i 30 %. Postupak pripreme
vodenog ekstrakta lista planike proveden je primjenom ultrazvu¢nog procesora (Hielscher
Ultrasound Technology UP400St, Njemacka) uz sondu promjera 22 mm, amplitudu 100 %, puls
100 % u trajanju od 10 minuta. U laboratorijskoj ¢asi se odvaZe uzorak samljevenog lista planike
priblizne mase 5 g. Zatim se u ¢asu dodaje 400 mL destilirane vode te se uzorak podvrgne
ekstrakciji. Nakon ekstrakcije, uzorak se profiltrira preko filter papira u odmjernu tikvicu od 500
mL koja se dopuni destiliranom vodom do oznake. Potom se ekstrakt Cuva na 4 °C do provedbe

eksperimenata.

3.1.3. Secer, pektin i limunska kiselina

U ovom eksperimentu, za pripremu zeliranih proizvoda koriSteni su Seceri saharoza (S
Budget, Spar, Madarska) i fruktoza (GreenLab, Myristica, lzrael). Kao sredstvo za zeliranje
koristen je pektinski preparat Grinsted® Pectin XSS (Danisco, Danska). Pripremljena je 2,5 %-
tna pektinska otopina na nacin da je odvagano je 25 g pektinskog preparata na tehni¢koj vagi
Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka) u staklenu ¢asu volumena 400
mL te je postepeno dodavana destilirana voda uz mijeSanje Stapnim mikserom. Otopina pektina
se potom kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 1000 mL te se dopuni destiliranom
vodom do oznake i kratko protrese, te skladisti na 4 °C do provedbe eksperimenata. Za
korekciju kiselosti, koristena je limunska kiselina, za &to je pripremljena 50 %-tna otopina. Na
tehniCkoj vagi je izvagano 12,5 g limunske Kiseline te se odvaga kvantitativno prenijela u

odmjernu tikvicu volumena 25 mL i nadopunila destiliranom vodom do oznake.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema ekstra dZzemova od jagode

Postupak proizvodnje ekstra dzema sastoji se od tri faze: pripreme sirovine, ukuhavanja
smjese do zadane suhe tvari i punjenja u odgovarajucu ambalazu. Proizvodnja se zasniva na
tvorbi pektinskog gela Cvrste konzistencije do kojeg dolazi u prisutnosti odgovarajuce kolicine
pektina, Secera i kiseline. Ukuhavanje smjese vrsi se pri atmosferskom tlaku $to podrazumijeva
ukuhavanje u otvorenoj posudi s temperaturom iznad 100 °C. Bilo je potrebno pripremiti 6

uzoraka ekstra dzemova prema planu pokusa prikazanom u tablici 2.
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Tablica 2. Plan pokusa za pripremu ekstra dzemova od jagode

Uzorci ekstra dzemova Ekstrakt lista planike (%) Vrsta Secera

1 0 Saharoza
2 0 Fruktoza
3 15 Saharoza
4 15 Fruktoza
5 30 Saharoza
6 30 Fruktoza

*Udio ekstrakta lista planike prikazan je u odnosu na masu ekstra dZzema

Pripremljeno je po 200 g svakog uzorka s topljivom suhom tvari 42 %, uz udio vo¢a 45 g na
100 g proizvoda i udio pektina 1 %. Stoga je za pripremu 200 g Zeliranog proizvoda utroseno
90 g vocéne kaSe jagode, 84 g Secera, 2 mL 50 %-tne limunske kiseline i 80 mL 2,5 %-tne
pektinske otopine.

Potrebne koli€ine kase jagode i Se¢era odvagane su na tehni¢koj vagi i potom prebacene u
posudu od nehrdajuéeg C&elika. Odvagana koli¢ina voc¢a i Se¢era izmijeSala se uz dodatak
odgovarajuéeg volumena vodenog ekstrakta lista planike (0 mL, 15 mL ili 30 mL) te se lagano
zagrijavala uz kontinuirano mijeSanje. Nakon $to se masa voca, Secera i ekstrakta zagrijala,
kuhanje se nastavilo uz kontinuirano mijeSanje te povremeno mjerenje topljive suhe tvari
refraktometrom. Pred sam kraj kuhanja, odnosno kada je koli€ina topljive suhe tvari izmjerena
refraktometrom iznosila priblizno zadanoj topljivoj suhoj tvari (cca 40 %), dodala se pektinska
otopina i otopina limunske kiseline te se nastavilo ukuhavanje do 42 % topljive suhe tvari. Po

zavrSetku postupka kuhanja, vruci ekstra dZzem se punio u prethodno sterilizirane staklenke.

3.2.2. Odredivanije topljive suhe tvari (% Brix) u ekstra dZemovima od jagode, kasi jagode

i vodenom ekstraktu planike
Princip odredivanja:

Odredivanje topljive suhe tvari provedeno je uz direktno ocitavanje topljive suhe tvari na

digitalnom refraktometru.
Aparatura i pribor:

o digitalni refraktometar (ATAGO PAL-3, Atago Co., LTD, Tokyo, Japan)
e metalna zliica

e staniCevina
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Postupak mjerenja:

Prije poCetka mjerenja refraktometar se bazdario sa destiliranom vodom na nultu vrijednost
pri 20 °C. Metalnom ZliCicom uzela se manja koli€ina uzorka te se izravno nanijela na staklenu
prizmu uredaja i pritiskom na tipku ,start” se izravno odcitala vrijednost topljive suhe tvari.

Mjerenja u svim uzorcima ekstra dZzemova provedena su u paralelnim odredivanjima.

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti u ekstra dzemovima od jagode, kasi jagode te vodenom

ekstraktu planike
Princip odredivanja:

Odredivanje pH vrijednosti podrazumijeva direktno ocitavanje pH vrijednosti na digitainom

pH-metru.
Aparatura i pribor:

e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)
e staniCevina
o staklena ¢aSica od 25 mL

e pipeta, volumena 5 mL
Postupak mjerenja:

Prije poCetka mjerenja, te izmedu svakog mjerenja, elektroda se ispirala destiliranom vodom
i obrisala stani¢evinom. pH vrijednost se mjerila ekstra dzemovima od jagode, kasi jagode te
ekstraktu planike. Za odredivanje pH vrijednosti ekstra dZzemova i kaSe jagode potrebno je bilo
izvagati 5 g uzorka u staklenu ¢aSicu od 25 mL te dodati 5 mL destilirane vode i promijesSati, a
za vodeni ekstrakt planike, u staklenu ¢aSicu od 25 mL otpipetiralo se 5 mL ekstrakta. Mjerenje
pH vrijednosti provodilo se uranjanjem elektrode u ¢asu te direktnim oCitavanjem pH vrijednosti

na zaslonu uredaja. Mjerenja su u svim uzorcima provedena u paralelnim odredivanjima.

3.2.4. Odredivanje 5-(hidroksimetil)furan-2-karbaldehida (engl. 5-(hydroxymethyl)furan-2-

carboxaldehyde, HMF) i indeksa posmedivanja (engl. Browning index, Bl)
Princip odredivanja:

HMF je furanski spoj koji nastaje razgradnjom monosaharida (heksoza) u kiselom mediju
ili kao produkt Maillardovih reakcija neenzimskog posmedivanja. PoviSena temperatura i duze
vrijeme zagrijavanja povoljno utjeCu na stvaranje HMF-a, a kako mu se pripisuju citotoksi¢na,

genotoksi¢na, mutagena i druga Stetna djelovanja, potrebno je pratiti njegovu koncentraciju
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tijekom prerade. Bl se odreduje spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije uzorka na 420

nm nakon prethodne pripreme uzorka.
Aparatura i pribor:

e Centrifuga (Hermile Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)

o Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Njemacka)
e Elektricna vodena kupelj Grant (JBN5, Cambridge, Velika Britanija)

¢ Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 1 mL,2 mL,5mL, 10 mLi 25 mL

e Mikropipete Eppendorf volumena 100 pL i 1000 pL

o Odmijerne tikvice, volumena 25 mL, 250 mL i 500 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

o Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

e Stakleni lijevci

e Staklene ¢ase volumena 50 mL, 100 mL i 250 mL

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Velika Britanija)

Otapala i reagensi:

¢ Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
o Trikloroctena kiselina (Fisher bioreagents, Geel, Belgija)

e 12 %-tna otopina trikloroctene kiseline (w v?)
Priprema:

60 g trikloroctene kiseline otopi se u malo destilirane vode, te kvantitativho prenese u
odmijernu tikvicu od 500 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
e Tiobarbituratna kiselina (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

e 0,025 M otopina tiobarbituratne kiseline (w v?)
Priprema:

1,4269 g tiobarbituratne kiseline otopi se u malo destilirane vode, te kvantitativno prenese
u odmjernu tikvicu od 500 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e 5-hidroksimetil-furfural 2 99 %, HMF (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)

e Otopina standarda HMF-a, 20 mg L*

Priprema:

Odvaze se 5 mg standarda HMF-a u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL

destilirane vode kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 250 mL i nadopuni do
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oznake. Iz alikvotne otopine prirede se redom razrijedenja od 2,5; 5; 7,5; 10i 15 mg L.
Priprema uzorka:

U 5 g ekstra dZema od jagode doda se 10 mL 96 %-tnog etanola te se smjesa centrifugira
na 6500 rpm 10 min. Supernatant se mikropipetom polako odvoji od taloga te se jedan dio
otpipetira u kivetu, a drugi dio u epruvetu pri ¢emu se prvi koristi za mjerenje Indeksa

posmedivanja na 420 nm, a drugi dio se koristi za spektrofotometrijsko odredivanje HMF-a.

Postupak odredivanja:

1. Odredivanje Indeksa posmedivanja

Izdvojenom volumenu supernatanta se izmjeri apsorbancija na 420 nm. Kao slijepa proba
koristi se destilirana voda. Minimalan volumen supernatanata za spektrofotometrijsko
odredivanje je 3 mL.

2. Odredivanje HMF-a

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2 mL supernatanta (prema potrebi adekvatno
razrijedenog destiliranom vodom), 2 mL 12 %-tne trikloroctene kiseline i 2 mL 0,025 M
tiobarbituratne kiseline. Smjesa se kratko promije$a na vorteksu i postavi na termostatiranje na
40 °C tijekom 50 minuta. Po provedenom termostatiranju sadrzaj u epruvetama se naglo ohladi
mlazom hladne vodovodne vode tijekom par minuta te mu se mjeri apsorbancija na 443 nm.

Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto supernatanta uzima destilirana voda.
IzraCunavanje Indeksa posmedivanja:

Bl se izracuna prema formuli [1]:

Bl = Agzonm * DF [1]
gdje je:

DF = faktor razrijedenja (DF = 2, za omjer soka i EtOH: 1:1)

Izrada baZdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se alikvotna otopina standarda HMF-a
koncentracije 20 mg L. Od te otopine prirede se sljedeca razrijedenja: 2,5; 5, 7,5; 10 i 15 mg
Lt na nacin da se otpipetira redom: 3,125; 6,25; 9,375; 12,5 i 18,75 mL alikvotne otopine u
odmijerne tikvice od 25 mL, te se do oznake nadopune destiliranom vodom.

Iz svake tikvice otpipetira se 2 mL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se doda

2 mL 12 %-tne trikloroctene kiseline i 2 mL 0,025 M tiobarbituratne kiseline. Smjesa se kratko
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promijeSa na vortexu i postavi na termostatiranje na 40 °C tijekom 50 minuta. Po provedenom
termostatiranju sadrzaj u epruvetama se naglo ohladi pod mlazom hladne vodovodne vode te
mu se mjeri apsorbancija na 443 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto
otopine standarda uzima destilirana voda.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije hidroksimetilfurfurala (mg L), a
na oordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 443 nm. Koncentracija 5-hidroksimetil-
furfurala izrauna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZba pravca glasi:
y =0,0729x + 0,0173
gdje je:

y - apsorbancija uzorka pri 443 nm
x - koncentracija 5-hidroksimetil-furfurala HMF (mg L™?)

3.2.5. Priprema etanolnih ekstrakata dZzemova
Aparatura i pribor:

e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

¢ Erlenmayerova tikvica sa Slifom, volumena 50 mL

o Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL

e Ultrazvuéna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5L, 860W, 40 kHz, Bandelin
electronic, Njemacka)

e Pipeta, volumena 10 mL
Otapala i reagensi:

o Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema:

70 %-tni etanol se pripremi prema postupku opisanom u potpoglaviju 3.1.2. U odmjernu
tikvicu od 1 L otpipetira se 10 mL mravlje kiseline i nadopuni do oznake prethodno pripremljenim
70 %-tnim etanolom.

Odvaze se 5 g uzorka ekstra dzema od jagode, odnosno 5 g kade jagode, u Erlenmayerovu
tikvicu sa Slifom od 50 mL te se nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala (1 % mravlja kiselina u

70 %-tnom etanolu, v v1). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u ultrazvuénoj kupelji pri
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temperaturi od 50 °C i vremenu 15 min. Potom se supernatanti profiltriraju u odmjerne tikvice

volumena 25 mL i nadopune ekstrakcijskim otapalom do oznake (Bursa¢ Kovacevic i sur.,

2016).

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka primjenom

modificirane spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-

Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i sur., 2018).

Aparatura i pribor:

UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

Staklene kivete

Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

Mikropipete Eppendorf, volumena 200 pL i 1000 pL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL, 1000 mL

Staklena ¢asa volumena 200 mL

Staklena menzura od 100 mLi 1L

Stakleni lijevak, filter papir

Ultrazvuéna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5L, 860W, 40 kHz, Bandelin

electronic, Njemacka)

Otapala i reagensi:

Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), 5x razrijeden (Fisher Scientific UK,
Loughborough, Velika Britanija)

Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Etanol, 70 % (v v1)

Natrijev karbonat bezvodni (Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, Ceéka)

Otopina natrijevog karbonata; 7,5 % (w v?)

Priprema:
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Odvaze se 75 g bezvodnog natrijeva karbonata u staklenoj ¢asi te se pomoc¢u destilirane
vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te destiliranom vodom nadopuni do

oznake.

e Standard galne kiseline 97,5 - 102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e Otopina standarda galne kiseline 5 g L*
Priprema:

Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 10 mL 96 %-
tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

e Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema etanolnih ekstrakata dZzemova:

Priprema etanolnih ekstrakata dZemova opisana je u potpoglavlju 3.2.5.
Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira redom 400 pL adekvatno razrijedenog ekstrakta, 400 pL F.C.
reagensa (koji je prethodno razrijeden s destliranom vodom 5x) i 4 mL 7,5 %-tne otopine
natrijevog karbonata. Reakcijska smjesa stoji 20 minuta na sobnoj temperaturi te se mijeri

apsorbancija pri valnoj duljini od 725 nm.
Izrada baZdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL 96
%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni se destiliranom vodom do oznake. Od
te otopine galne kiseline (5 g L) rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 25 mL tako da
se otpipetira redom 50, 125, 250, 500, 750 i 1250 uL alikvota standardne otopine galne kiseline
u svaku tikvicu i potom se ista nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije
galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150, 250 mg L. Iz svake tikvice otpipetira
se 400 pL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 400 pL F.C. reagensa
(koji je 5x razrijeden) i 4 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata (w v?). Na isti nacin se pripremi
slijepa proba, ali se umjesto otopine standarda uzima destilirana voda. Uzorci stoje 20 minuta
na sobnoj temperaturi, a nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 725 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri éemu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L?), a na
oordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 725 nm. Koncentracija ukupnih fenola izraCuna

se prema dobivenoj jednadzbi pravca .
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,0078x - 0,0032

gdje je:

y - apsorbancija uzorka pri 725 nm

x - koncentracija galne kiseline (mg L™?)

3.2.7. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Princip odredivanja:.

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom

spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim

kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 415 nm (Chang i
sur., 2002).

Aparatura i pribor:

UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

Staklene kivete

Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

Odmijerne tikvice, volumena 25, 100 i 1000 mL

Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

PlastiCne ladice za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:

Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
Etanol, 70 % (v v?')
Aluminijev klorid; 98,5 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)

Aluminijev klorid, 10 % (w v?)

Priprema:

10 g aluminijevog klorida se otopi u 10 mL destilirane vode te kvantitativno prenese u

odmijernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
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e Kalijev acetat, 99 %, bezvodni (Acros Organics, Geel, Belgija)

e Kalijev acetat, 1 M
Priprema:

9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativho prenese u

odmijernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e Standard kvercetin, 95 %, hidrat (Acros Organics, Kina)

e Otopina standarda kvercetina, 200 mg L*
Priprema:

Odvaze se 20 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 10 mL
96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 200 mL i otopi u datom
volumenu, a potom se do oznake nadopuni etanolom. Iz alikvotne otopine prirede se redom
razrijedenja od 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg L.

e Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v1)
Priprema uzorka:

Postupak pripreme uzorka opisan u potpoglavlju 3.2.5.
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1
mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na
isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon €ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.
Izra¢unavanje
Izrada baZdarnog pravca

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 200 mg L. Od te otopine
standarda pripreme se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 25 mL tako da se otpipetira redom
1,25; 3,125; 6,25; 9,375; 12,5; 18,75 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu
i potom se nadopune do oznake 100 %-tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim
tikvicama iznose 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg L. Takoder se za analizu uzima i alikvotna

otopina standarda koncentracije 200 mg L.
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Iz svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola,
0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode.
Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100 %-tni metanol te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka
gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se
prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y = 0,0064x - 0,0362

gdje je:

y — apsorbancija pri 415 nm,

x — koncentracija kvercetina (mg L?)

3.2.8. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola
Princip odredivanja:

Protokolom je definirana metoda odredivanja ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola.
Odredivanje se provodi u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode

pri Eemu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm i 360 nm (Howard i sur., 2003).
Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene i kvarcne kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

o Odmjerne tikvice, volumena 25 mLi 1L

e Menzura, volumena 100 mL i 2000 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:
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e Koncentrirana klorovodiéna kiselina, 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
e Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e Etanol, 70 % (v v1)

e Klorovodi¢na otopina 1 g L' HCI u 96 %-tnom etanolu (v v1)
Priprema:

0,227 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu tikvicu od

100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.
e Klorovodi¢na otopina 2 g L' HCI u vodi (v v?)
Priprema:

0,454 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu tikvicu od

100 mL te se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina)

e Otopina standarda kvercetina 600 mg L*
Priprema:

Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 600 mg L. OdvaZze se 60
mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 30 mL 96 %-tnog etanola
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom

se do oznake nadopuni etanolom.

e Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

e Standard klorogenske kiseline koncentracije 600 mg L*
Priprema:

Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 600 mg L™
Odvaze se 60 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
30 mL 96 %-tnog etanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u

datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni etanolom.

¢ Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceéka)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema uzorka:
Postupak pripreme uzorka opisan u potpoglaviju 3.2.5.

Postupak odredivanja:
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U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 uL ekstrakta, 250 yL 1 g L't HCI u 96 %-tnom
etanolu i 4,55 mL 2 g L't HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se
mjeri na 320 nm, dok se za odredivanje ukupnih flavanola apsorbancija mjeri na 360 nm. Na

isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.
Izra¢unavanje
Izrada baZdarnog pravca

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomocu jednadzbe bazdarnog
pravca za klorogensku kiselinu, dok se kvantifikacija ukupnih flavonola provodi pomocu

jednadzZbe bazdarnog pravca za kvercetin.
Klorogenska kiselina

Iz alikvotne otopine standarda 600 mg L* potrebno je prirediti razrjedenja: 10, 25, 50, 75,
100, 150, 200, 300 i 500 mg L* na nadin da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0,416;
1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,51 20,833 mL i nadopuni 100 %-tnim metanolom u
odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto standarda
uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 uL otopine standarda, 250 uL 1g L™* HCI u 96
%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L* HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina
apsorbancija se mjeri na 320 nm u kvarcnim kivetama. Koncentracija ukupnih flavonoida
izraCuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y = 0,0025x - 0,0038
gdje je:

y — apsorbancija pri 320 nm,

x — koncentracija klorogenske kiseline (mg L)
Kvercetin

Iz alikvotne otopine standarda 600 mg L™ potrebno je prirediti razrjedenja: 10, 25, 50, 75,
100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg L* na nacin da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0,416;
1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5; 16,666 i 20,833 mL i nadopuni 100 %-tnim
metanolom u odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se
umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 WL otopine standarda, 250 yL 1 g L™* HCl u 96
%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L** HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri

na 360 nm u staklenim kivetama.
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,0026x + 0,0083

gdje je:

y — apsorbancija pri 360 nm,

x — koncentracija kverecetina (mg L)

3.2.9. Odredivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom

Princip odredivanja:.

Princip odredivanja polimernih proantocijanidina temelji se na specifiCnosti spojeva iz

skupine flavan-3-ola da reagiraju s vanilinom uslijed ¢ega nastaju obojeni spojevi koji se

kvantitativno odreduju mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun i sur., 1998).

Aparatura i pribor:

Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Njemacka)
Staklene kivete

Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL

Mikropipete Eppendorf volumena 100 pL i 1000 pL

Odmijerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL i 2000 mL

Menzure, volumena 100 mL i 1000 mL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula

Stakleni lijevak, filter papir

Staklene ¢ase volumena 50 mL, 100 mL i 250 mL

Otapala i reagensi:

Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)
Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Etanol, 70 % (v v1)

Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

1 %-tna metanolna otopina vanilina

Priprema:

1 g vanilina se u odmjernoj tikvici od 100 ml nadopuni 100%-tnim metanolom do oznake.
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e Koncentrirana H,SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

o 25 %-tna otopina H2SO4
Priprema:

13,02 mL 96 %-tne H.SO4 prenese se u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je prethodno
dodano malo 96 %-tnog etanola (cca 20 mL). Tikvica se obavezno drzi u hladnoj vodenoj
kupelji, a konc. H,SO4 se dodaje u malim obrocima. Po dodatku cijelog volumena kiseline,

tikvica se do oznake nadopuni 96 %-tnim etanolom.
e Standard katehina (5 g L?)
Priprema:

Odvaze se 500 mg standarda katehina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 10 mL
96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni etanolom.

e Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema uzorka:

Postupak pripreme uzorka opisan u potpoglaviju 3.2.5.
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL 1 %-tnog vanilina, 2,5 mL 25 %-tne otopine
H>SO4 i 1 mL ekstrakta. Sve skupa se promijeSa, a potom se uzorci ostave stajati 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opti¢ka gusto¢a otopine) pri valnoj duljini
500 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.
IzraGunavanje
Izrada baZdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se alikvotna otopina standarda katehina
koncentracije 5 g L. Od te otopine prirede se slijedeca razrijedenja: 10, 30, 60, 90i 120 mg L
! na nacin da se otpipetira redom: 50, 150, 300, 450 i 600 uL alikvotne otopine u odmjerne
tikvice od 25 mL, te se do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom. 1z svake tikvice otpipetira
se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje 2,5 mL 1 %-tnog vanilina i
2,5 mL 25 %-tne otopine H>SO.. Uzorci se ostave stajati 10 minuta pri sobnoj temperaturi.
Nakon toga mjeri se apsorbancija (optiCka gusto¢a otopine) pri valnoj duljini 500 nm. Na isti

nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima metanol.
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Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije katehina (mg 100 mL?), a na
oordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 500 nm. Koncentracija polimernih
proantocijanidina izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZba pravca glasi:
y = 0,0053x - 0,0124

gdje je:

y - apsorbancija uzorka pri 500 nm

X - koncentracija katehina (mg L)

3.2.10. Spektrofotometrijsko odredivanje monomernih antocijana
Princip odredivanja:.

Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu antocijana da pri
promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju kemijsku strukturu pri ¢emu dolazi do
promjene apsorpcijskog spektra. Snizenje pH otopine izaziva poveéanje apsorpcije i obrnuto,
a koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u otopinama kod dva razli¢ita

pH pri valnoj duzini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane (AOAC, 1990).
Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Njemacka)

e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)
o Staklena ¢a3a, stakleni lijevak, filter papir

e Staklene kivete

e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 pL i 5000 pL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

o Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL
Otapala i reagensi:

e Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ce$ka)
¢ 1 %-tna mravlja kiselina u 70%-tnom etanolu

e Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Etanol, 70 % (v v?)

32



e Klorovodiéna kiselina, 37 % (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
o Kalijev klorid; 99,0-100,5 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)
e Kalijev kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)

Priprema:

U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 1,86 g kalijeva klorida (KCI) koji se kvantitativno
prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom
vodom, te se doda 960 mL deionizirane vode i odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se
pH, i podesi na vrijednost 1,0 (£0,05) s klorovodi¢nom kiselinom (37 %-tna HCI), €iji utroSak
priblizno iznosi 10 mL. Kad je otopina podeSena na pH 1,0 prebaci se u odmjernu tikvicu
volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni

deioniziranom vodom.

¢ Natrij acetat, bezvodni, 99 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)

¢ Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat; 0,4 M)
Priprema:

U staklenoj ¢asi volumena 100 mL odvaze se 54,43 g natrijeva acetata trihidrata
(CH3CO2Na x 3H20) koji se kvantitativho prenese u staklenu ¢adu volumena 1 L, koja se prije
upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te se doda 930 mL deionizirane vode i odvaga se
otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, i podesi na vrijednost 4,5 (+0,05) s klorovodi€nom
kiselinom (37 %-tna HCI), &iji utro8ak priblizno iznosi 35 mL. Kad je otopina podesena na pH
4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere

deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom vodom.

¢ Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceéka)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema uzorka:
Postupak pripreme uzorka opisan u potpoglaviju 3.2.5.

Uzorci koji se mogu pipetirati (npr. ekstrakti), koriste se izravno u reakciji. Potrebno je
odabrati odgovarajuci volumen uzorka kako se ne bi naruSio kapacitet pufera i vrijednost
apsorbancije, obzirom da se na jedan dio uzorka najviSe dodaju Cetiri dijela pufera (npr. u
staklenu epruvetu se optipetira 4 mL odgovaraju¢eg pufera i 1 mL uzorka pri ¢emu je faktor
razrijedenja (FD) 5).

Postupak odredivanja:

33



Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama na nacin da se za mjerenje jednog uzorka
pripreme po dvije epruvete i oznaCe se oznakama pufera (npr. za isti uzorak se na jednu
epruvetu napide pH 1, a na drugu pH 4.5). U svaku se epruvetu potom otpipetira po 1 mL
pripremljenog ekstrakta (ili uzorka), a potom se u jednu epruvetu nadoda 4 mL pufera pH 1,0,
a u drugu 4 mL pufera pH 4,5. Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama, mjeri se
apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz deioniziranu vodu kao slijepu probu. Ukoliko su
pripremljene reakcijske otopine mutne, pozeljno je prije spektrofotometrijskog mjerenja provesti

centrifugiranje ili filtriranje kako bi se uklonile ¢estice mutnoce.
IzraCunavanje:

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izraunava se kao ekvivalent cijanidin-3-

glukozida ili pelargonidin-3-glukozida (mg L) prema formuli [2]:

A X MW x DF x 103
eXl

[2]

gdje je:

A = (As20nm — A700nm)pH=1,0 - (As20nm — A700nm)pH=4,5

MW = molekulska masa (za pelargonidin-3-glukozid C2:H21ClO10 = 468,8 g mol?)

DF = faktor razrjedenja

103 = faktor za prerac¢unavanje g u mg

€ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za pelargonidin-3-glukozid 31600 L mol*
cm™ u otapalu 1 % HCI MeOH™)

| = debljina kivete (1 cm)

3.2.11. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
Princip odredivanja:

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom se temelji na reakciji
redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu
nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm
(Benzie, 1996).

Aparatura i pribor:
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e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene kivete

¢ Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

o Tehnitka vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Elektricna vodena kupelj Grant (JBN5, Cambridge, Velika Britanija)

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Velika Britanija)

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mLi 1L

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

o Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:

e Standard Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) (Biosynth
s.r.o., Bratislava, Slovacka)

e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM
Priprema:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u

96 %-tnom etanolu i nadopuni etanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

¢ Klorovodi¢na kiselina, 37 % (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

e Klorovodi¢na kiselina, 40 mM
Priprema:

Otpipetira se 330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom vodom u

odmjernoj tikvici od 100 mL.

e TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
o TPTZ-a (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin), 10 mM

Priprema:

Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasticnoj ladici za vaganje i kvantitativno prenese u

odmijernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM klorovodi¢nom kiselinom.

o Zeljezov(lll) klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
o Zeljezov(lll) klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0), 20 mM otopina
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Priprema:

Odvaze se 0,541 g Zeljezov(lll) klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do oznake s

destiliranom vodom.

e Ledena octena kiselina, =2 99,8 % (Honeywell, Fluka ™, Seelze, Njemacka)
¢ Natrijev acetat trihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Acetatni pufer; 0,3 M; pH 3,6
Priprema:

Odvaze se 3,1 g natrijev acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativho
prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju se potom otpipetira

16 mL ledene octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.

e FRAP reagens
e Etanol, 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e Etanol, 70 % (v v?)

Priprema:

U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se pomijesa 25
mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL zeljezova(lll)klorida u omjeru
10:1:1.

Prije poCetka rada sve reagense (uklju€ujuci i standarde) potrebno je inkubirati na 37 °C.

¢ Mravlja kiselina, 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 70 %-tnom etanolu (v v?)
Priprema uzorka:

Postupak pripreme uzorka opisan u potpoglaviju 3.2.5.
Postupak odredivanja:

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 pL ekstrakta i 4500 uL FRAP reagensa, dobro
se promijeSa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C. Zatim se mjeri apsorbancija pri
593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je
uzorak ekstrahiran. Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0 ekstrakte uzoraka je
potrebno razrijediti na nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od
0,1 do 0,9.

Izra¢unavanje
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Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu baZzdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaga od 0,025 g Troloxa otopi u 100 %-
tnom metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

Od ove otopine pripreme se razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125 i 150 pM
na nacin da se redom otpipetira 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 3,125; 3,751 5 mL u odmjerne tikvice od
25 mL, te se iste do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 pyL otopine standarda i 4500 uL FRAP
reagensa, dobro se promijeSa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C (vodena kupel;
od rotavapora). Zatim se mijeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim
uzorka, umjesto kojeg se dodaje 100 %-tni metanol.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomo¢u racunala (program
Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (UM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadaju¢e jednadzbe pravca izracuna se
antioksidacijski kapacitet uzoraka odreden FRAP metodom.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzZba pravca glasi:
y = 0,005x — 0,0081
gdje je:

y — apsorbancija pri 593 nm,
X — koncentracija Troloxa (UM)

3.2.12. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
Princip odredivanja:

Metoda se temelji na sposobnosti molekula antioksidanasa da reduciraju stabilni radikal
kation 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska  kiselina) (ABTS"). U  prisutnosti
antioksidanasa stabilni ABTS* kation se reducira u ABTS*, a u reakciji se manifestira
obezbojenjem plavo-zelene otopine (Re i sur., 1999).

Vrijednosti dobivene za apsorbanciju uzorka izmjerenih ABTS* metodom preracunavaju se

primjenom bazdarnog pravca te se rezultati izrazavaju preko Trolox ekvivalenta.
Aparatura i pribor:

e odmijerne tikvice, volumena 5 mL, 10 mL, 25 mL i 100 mL
e mikropipete, volumena 100 pL i 1000 pL,

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL i 10 mL,
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e Staklene epruvete i stalak za epruvete,

e Kkivete,

e UV/NVIS spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka),

¢ Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka),

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Velika Britanija),

¢ Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Reagensi:

e 7 mM otopina ABTS " (m v?)

Priprema:

0,0192 g ABTS " -a otopi se u odmjernoj tikvici od 5 mL i nadopuni destiliranom vodom

do oznake.
e 140 mM otopina kalijeva persulfata (m v1), K2S;0s
Priprema:

0,18920 g K»S,0s otopi se u odmjerngj tikvici od 5 mL i nadopuni destiliranom vodom do

oznake.

Priprema ABTS" otopine:

Prvi dan se pomije$a 88 uL kalijeva persulfata, K.S;0g s 5 mL ABTS " -a pri ¢emu konacna
koncentracija kalijeva persulfata iznosi 2,45 mmol L te ova otopina predstavlja ABTS" reagens.

Tikvica se potom oblozi aluminijskom folijom i ¢uva u mraku od 12 do 16 sati. Drugi dan se od

pripremljenog ABTS* reagensa priprema 1 %-tna ABTS *otopina pri ¢emu se pripremljeni
ABTS* reagens uzima se kao 100 %-tna otopina. 1000 L ABTS* reagensa se otpipetira u
odmijernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake. Pripremljenogj
otopini mjeri se apsorbancija pri 734 nm uz 96 %-tni etanol kao slijepu probu te ona treba
iznositi 0,734 + 0,02. Ukoliko je apsorbancija ve¢a od 0,734, ABTS* otopinu je potrebno
razrijediti 96 %-tnim etanolom, a ukoliko je apsorbancija manja od 0,734, potrebno je nadodati

ABTS* reagensa te uzastopno ponavljati mjerenja dok se ne dostigne zadana apsorbancija.
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu se otpipetira 160 uL razrijedenog fenolnog ekstrakta (priredenog za
odredivanje ukupnih fenola) te se doda 2 mL ABTS" otopine. Apsorbancija se mjeri tocno nakon

10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku uz etanol kao slijepu probu na 734 nm.
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Ukoliko izmjerene apsorbance ekstrakata prelaze vrijednost od 513 nm potrebno je ekstrakte
razrijediti.
Izracunavanije:

Rezultati se mogu prikazati kao % inhibicije putem formule [3] ili pomoc¢u jednadZbe

bazdarnog dijagrama:
I (%)= [(Ao- As)/ Ao] x 100 [3]
gdje je:
Ao — apsorbancija ABTS* otopine

As — apsorbancija uzorka
Izrada baZdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u
96 %-tnom etanolu i nadopuni etanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

Od 1 mM otopine Troloxa pripreme se razrijedenja u koncentracijama 25, 50, 100, 200 i 300
MM na nadin da se redom otpipetira 0,625; 1,25; 2,5; 5i 7,5 mL u odmjerne tikvice od 25 mL,
te se iste do oznake nadopune 96 %-tnim etanolom.

U staklene epruvete redom se otpipetira 160 pL otopine standarda i 2 mL ABTS* otopine.
Apsorbancija se mjeri to€no nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku uz
etanol kao slijepu probu na 734 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu raéunala (program
Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (UM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadaju¢e jednadzbe pravca izraduna se
antioksidacijski kapacitet uzoraka odreden ABTS metodom.

Na temelju podataka dobivenih u ovom radu jednadzba bazdarnog pravca glasi:
y =-0,0015x + 0,5143

gdje je:

y — apsorbancija pri 734 nm

x — koncentracija ABTS " otopine

3.2.13. Senzorska evaluacija ekstra dzema od jagode

Od 6 pripremljenih ekstra dZzemova od jagode, izabran je uzorak s najve¢im bioaktivnim

potencijalom za senzorsko ocjenjivanje metodom kvantitativne deskriptivne analize.
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Kvantitativna deskriptivha analiza (QDA) je senzorska metoda ocjenjivanja koja se koristi za
detaljnu i objektivhu procjenu senzorskih karakteristika proizvoda. Ova metoda omogucava
identifikaciju, kvantifikaciju i opis specificnih svojstava proizvoda (npr. boja, miris, okus,
tekstura) koriste¢i obuceni panel senzorskih ocjenjivaca (Bursac i sur., 2007).

Ocijenjeno je ukupno 12 senzorskih deskriptora: intenzitet crvene boje, miris na jagodu,
strani miris, aroma po jagodi, aroma na kuhano, strana aroma, slatkoca, kiselost, harmonicnost,
strani okus, homogenost i ¢vrstoca. Svako senzorsko svojstvo ocjenjeno je prema intenzitetu
broj¢anim vrijednostima od 1 do 7, pri ¢emu se najslabije izrazena svojstva ocjenjena najnizim,
a najjace izrazena svojstva najviSim vrijednostima, a u ocjenjivanju je sudjelovalo 12 senzorskih
ocjenjivaca. Prikupljeni podaci (intenziteti atributa) su prikazani grafi¢ki (npr. spider dijagrami)

za vizualizaciju senzorskog profila proizvoda.

3.3. OBRADA REZULTATA

Eksperimentalni podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u programu Microsoft
Excel. Rezultati su prikazani kao srednja dvaju paralelnih odredivanja + standardna devijacija.
GrafiCki su prikazane ovisnosti pH vrijednosti, udjela topljive suhe tvari, vrijednosti indeksa
posmedivanja, masenih udjela hidroksimetilfurfurala, ukupnih fenola, ukupnih flavonoida,
hidroksicimetnih kiselina, ukupnih flavonola, kondenziranih tanina, antocijana, kao i vrijednosti
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta, odredenog FRAP i ABTS metodama, o udjelima
vodenog ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) u 6 uzoraka ekstra dzema od jagoda sa snizenom
energetskom vrijednoS¢u te ovisno o koristenom Seceru (saharoza, fruktoza) u pripremi
dzemova. Takoder, graficki su prikazani (tzv. ,paukovom mrezom®) i rezultati senzorske analize

odabranog ekstra dZzema od jagode sa snhizenom energetskom vrijednoScu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom eksperimentalnom istrazivanju, pripremljeno je i ispitano 6 uzoraka ekstra dzemova
od jagoda sa snizenom energetskom vrijednoSc¢u koji su sadrzavali razliCite udjele vodenog
ekstrakta lista planike (0 %, 15 % i 30 %) te razliCite Seéere (saharoza vs. fruktoza). Cilj rada je
bio utvrditi utjecaje dodataka razliCitih SecCera, kao i dodatka razli€itih udjela vodenog ekstrakta

lista planike na bioaktivni sastav i antioksidacijski potencijal gotovih proizvoda.

4.1. UTJECAJ DODATKA RAZLICITIH SECERA | UDJELA VODENOG
EKSTRAKTA PLANIKE NA FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA EKSTRA
DZEMOVA OD JAGODE

Ispitan je utjecaj dodatka razli€itih SeCera (saharoza i fruktoza) te udjela vodenog ekstrakta
planike (0 %, 15 % i 30 %) na pH vrijednost i vrijednosti topljive suhe tvari (SSC), indeksa
posmedivanja (BI) i hidroksimetilfurfurala (HMF) u 6 uzoraka ekstra dzemova od jagode sa
shizenom energetskom vrijednosti, a dobiveni rezultati prikazani su grafi¢ki na slici 1.

Prema dobivenim rezultatima najve¢u pH vrijednost imao je ekstra dZzem od jagode
pripremljen s fruktozom i 30 % ekstrakta planike, a najmanju pH vrijednost uzorak s fruktozom
i 15 % ekstrakta planike. Usporedbom uzoraka pripremljenih sa saharozom, moze se uociti da
najmanju pH vrijednost ima uzorak bez dodanog ekstrakta planike (0 %), a vecu i ujednacenu
pH vrijednost su imali uzorci s 15 i 30 % ekstrakta planike. Usporedbom uzoraka s dodanom
fruktozom ne uocCava se isti trend, te je najmanju pH vrijednost imao uzorak s 15 %, a najve¢u
uzorak s 30 % ekstrakta planike. Moze se uociti porast pH vrijednosti s porastom udjela
dodanog ekstrakta planike koji ima viSu pH vrijednost od svjeze jagode. Curi i sur. (2016)
izvijestili su da je sortu Albion karakterizirala pH vrijednost od 3,09. Prema Sic Zlabur i sur.
(2020) prosjecna pH vrijednost lista planike (Arbutus unedo L.) iznosila je 5,06 neovisno o
lokalitetu uzgoja. Prema ovim bi podacima, dodatak ekstrakata mogao biti zasluzan za
poviSenje pH vrijednosti dZemova u usporedbi s dZemovima bez ekstrakta (uz iznimku uzorka
s 15 % ekstrakta i fruktozom). Nije uo€en trend ni kod usporedbe ekstra dzemova s istim
udjelom ekstrakta planike, a razli€itim koriStenim Sec¢erom. U uzorcima bez ekstrakta planike (0
%), visu vrijednost pH imao je ekstra dzem s dodanom fruktozom; u ekstra dzemovima s
ekstraktom planike od 15 %, viSu vrijednost pH imao je ekstra dzem s dodanom saharozom, a
u ekstra dzemovima s ekstraktom planike od 30 %, viSu vrijednost pH imao je ekstra dZzem sa
dodanom fruktozom. Hyvonen i Torma (1983) ispitivali su Seéere, Seéerne alkohole i umjetna
sladila kao zamjene za saharozu u dZzemu od jagoda. Dobiveni rezultati upucuju da je dzem s

40 % saharoze imao manju pH vrijednost od dzema s 40 % fruktoze. Jribi i sur. (2021) ispitivali
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su formulacije kontrolnih dZemova i dZemova od jagoda s niskim sadrzajem Secera. Kontrolni
dZem s 600 g saharoze imao je manju pH vrijednost od dZema sa 300 g saharoze + 200 g
fruktoze. Rezultati navedenih istraZivanja u skladu su s rezultatima ovog rada (uz iznimku
dzemova s 15 % ekstrakta).

Promotre li se rezultati za SSC, najveca vrijednost odredena je u uzorku s fruktozom i 30 %
ekstrakta planike, a najmanja u uzorku sa saharozom i 30 % ekstrakta planike. Kako je topljiva
suha tvar u prvom redu odredena udjelom Secera i organskih kiselina, njezin se porast moze
objasniti porastom udjela ukupnog Secera u plodu uz istodobno smanjenje udjela organskih
kiselina odnosno rastom pH vrijednosti (Luka Batur, 2021; Sturm i sur., 2003). U ovom radu,
porastom pH vrijednosti, SSC se povecala jedino u uzorku dzema s 30 % ekstrakta i fruktozom.
Usporedbom uzoraka sa saharozom, moze se uoditi da se udio SSC smanijio s povecanjem
udjela ekstrakta planike u dZzemu, pri €emu je ekstra dzem s 30 % dodanog ekstrakta imao
najmanji SSC, a ekstra dzem bez dodanog ekstrakta (0 %), najvec¢i SSC. U uzorcima s
fruktozom, uocljiv je suprotan trend gdje se SSC povec¢ava s veéim udjelom ekstrakta planike
u dZzemu. Ekstra dzem s 30 % udjela ekstrakta planike imao je najveéi SSC, dok je ekstra dzem
bez ekstrakta planike (0 %) imao najmanji SSC. Nije uocCen trend ni kod usporedbe ekstra
dZzemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli€itim koristenim Seéerom. Kod ekstra
dZzemova s ekstraktom planike od 15 i 30 %, viSi udio SSC imali su ekstra dzemovi s dodanom
fruktozom, dok je u uzorcima bez ekstrakta planike (0 %), veéi SSC imao ekstra dzem sa
saharozom. Prema Jribi i sur. (2021), kontrolni dZzem sa 600 g saharoze imao je veéu SSC
vrijednost od dZzema sa 300 g saharoze + 200 g fruktoze. Rezultati ovog rada nisu u skladu s
time, osim uzoraka dZzemova bez dodatka ekstrakta. Razlog tome bi mogao biti taj sto je
fruktoza slada i viSe topljiva od glukoze ili saharoze (Hallfrisch, 1990) pa je porastom ukupnog
udjela Secera u dZzemu, rasla i vrijednost SSC.

Nadalje, najvecu vrijednost Bl imao je ekstra dzem s 30 % ekstrakta i SeCerom saharozom,
a najmanju vrijednost uzorak s 15 % ekstrakta i dodanom fruktozom. Usporedbom ekstra
dZemova pripremljenih sa saharozom, moZze se uociti da se vrijednost Bl povecavala s vec¢im
udjelom ekstrakta planike u uzorcima, pa je tako najvecu vrijednost imao ekstra dzem s 30 %,
a najmanju ekstra dzem bez ekstrakta planike (0 %). Usporedbom uzoraka pripremljenih s
fruktozom, nije uo€en trend, pa je najvecu Bl vrijednost imao uzorak bez ekstrakta (0 %), a
najmanju uzorak se 15 % ekstrakta planike. Nije uo€en trend ni kod usporedbe ekstra dZzemova
s istim udjelom ekstrakta planike, a razli¢itim koriStenim Seéerom. U uzorcima ekstra dZzema
bez dodanog ekstrakta planike (0 %), vecu vrijednost Bl imao je uzorak s dodanom fruktozom.
Ova tvrdnja je u skladu s Nayaka i sur. (2022) gdje je najveci Bl u kozi guave zabiljezen u
uzorku koji je sadrzavao fruktozu, u odnosu na uzorke sa saharozom i glukozom. U uzorcima

ekstra dZema s dodanim ekstraktom planike od 15 %, vecu vrijednost Bl imao je uzorak s
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dodanom saharozom, a u uzorcima ekstra dzema s dodanim ekstraktom planike od 30 %, veéu
vrijednost Bl imao je uzorak s dodanom saharozom. Oh i sur. (2006) istrazivali su u€inak pH na
neenzimatsku reakciju posmedivanja uzrokovanu obradom y-zra¢enjem. Razvoj smede boje
ozraCenih otopina Secera i glicina bio je veéi u sustavu pufera nego u deioniziranoj destiliranoj
vodi s viSim pH, Sto je u skladu samo s dZzemovima s dodanim ekstraktom od 30 % u ovom
radu. Takoder, vrijednost intenziteta tamnjenja kretala se sljedec¢im redoslijedom: saharoza >
fruktoza > glukoza $to je u skladu s rezultatima ovog rada (uz iznimku dZzemova bez ekstrakta).
Prema Yun i sur. (2023), SSC vrijednost (°Brix) bila je manja za LSJ- dZem od nara bez
dodanog $ecera, u odnosu na HSJ- dZzem od nara s 200 g kg dodanog Secera (saharoza).
Vrijednost Bl bila je za LSJ manja nego za HSJ. pH vrijednost za LSJ bila je manja nego za
HSJ. Bl vrijednost se povecala s visom vrijednosti SSC i vi§im pH. Rezultati ovog rada suprotni
su tvrdnji za Bl i SSC, a u skladu su sa tvrdnjom za Bl i pH (uz iznimku uzoraka dZzemova s 30
% ekstrakta). Karseno i sur. (2017) promatrali su ucinak pH i temperature na intenzitet
tamnjenja kokosovog Secéera i njegovu antioksidacijsku aktivnost. Otkrili su da se povecanjem
pocetnog pH soka dodatno povecéao intenzitet tamnjenja kokosovog Secera, &to je u skladu sa
svim dzemovima, uz iznimku dzemova s 30 % ekstrakta. Garcia-Viguera i sur. (1999) su
izvijestili da bi degradacija i gubitak crvene boje dzema od jagoda mogla biti posljedica
Maillardovog i neenzimskog tamnjenja. Maillardova reakcija je neenzimska reakcija
posmedivanja koja zahtijeva reducirajuce Secere i amino spojeve kao reaktante (Manzocco i
sur., 2011; Jaeger, 2010). Kokosov sok sadrzi saharozu koja se lak$e hidrolizira u glukozu i
fruktozu (reduciraju¢e Secere) kada se zagrijava u uvjetima niskog pH (Karseno i sur., 2017),
tj. dodatak saharoze povec¢ava Bl, $to je u skladu s rezultatima ovog rada (uz iznimku dZzemova
bez ekstrakta).

U proizvodniji Zeliranih proizvoda, cilj je u Sto veéoj mjeri oCuvati nutritivha svojstva voca, a
prekomjerna koli¢ina HMF-a mozZe signalizirati degradaciju pojedinih sastojaka. Prema
dobivenim rezultatima, najve¢a HMF vrijednost je odredena u uzorku s 30 % ekstrakta planike
i dodanom fruktozom, a najmanja u uzorku s 15 % ekstrakta i dodanom saharozom.
Usporedbom uzoraka ekstra dZzemova pripremljenih sa saharozom, nije uocen trend, pa je
najveci udio HMF-a imao ekstra dzem s dodanim ekstraktom planike od 30 %, a najmaniji onaj
s dodanim ekstraktom planike od 15 %. Usporedbom uzoraka ekstra dZzemova pripremljenima
sa Sec¢erom fruktozom, nije uocen sli¢an trend, te je najveci udio HMF-a odreden u uzorku s 30
% ekstrakta, a najmanji u uzorku s 15 % ekstrakta. Uo&en je trend kod usporedbe ekstra
dzemova s istim udjelima ekstrakata, a razli€itim koristenim Se¢erom. Od uzoraka ekstra
dzemova a istim dodanim udjelom ekstrakta planike, vec¢i udio HMF-a imao je uzorak s
fruktozom u usporedbi sa uzorkom uz dodanu saharozu. Prema Nayaka i sur. (2022) guava

koza s fruktozom imala je najviSu vrijednost reducirajuceg Secera u usporedbi sa saharozom i
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glukozom, a kako su reducirajuci Seceri potrebni za Maillardovu reakciju, mogu pridonijeti
stvaranju HMF-a. Sukladno tome, rezultati ovog rada su u skladu s navedenim istraZivanjem.
HMF je derivat furana koji nastaje trostrukom dehidracijom heksoza (uglavhom glukoze)
(Becerra i sur., 2022). Prema Shen i sur. (2021) vrijednosti formiranog furana u dzemovima od
jagode s dodatkom fruktoze bile su vise u usporedbi s dZemovima od jagode s dodatkom
glukoze i saharoze. Kako je HMF derivat furana, viSe vrijednosti furana mogu dati viSe
vrijednosti HMF-a. Prema tome, rezultati ovog rada gdje su dzemovi s fruktozom imali visSu
vrijednost HMF-a za razliku od dzemova sa saharozom, su u skladu sa Shen i sur.
(2021).Takoder, uoCeno je da su uzorci ekstra dzemova, neovisno o tipu Secéera, najviSe
vrijednosti HMF-a imali uz dodatak 30 % ekstrakta, a najmanje vrijednosti uz 15 % ekstrakta.
HMF nastaje dehidracijom Secera ili Amadori preuredenjem u Maillardovoj reakciji (Zhang i sur.,
2016). Prema Karseno i sur. (2017), broj Maillardovih reakcija raste s pove¢anjem pH. Stoga je
stvaranje smedeg obojenja bilo manje pri niskom po&etnom pH, nego pri visokom pocetnom
pH slatkog soka kokosove palme. Kako je HMF pokazatelj neenzimskog posmedivanja (Kus i
sur., 2005), rezultati usporedbe dzemova s dodanom fruktozom te rezultati za dzemove s 0 %
i 30 % ekstrakta ovog rada u skladu su s navedenom tvrdnjom Karseno i sur. (2017). Tarkyllmaz
i sur. (2023) ispitali su povecanje stabilnosti boje soka od nara mjerenje udjela HMF-a kroz
kopigmentaciju s polifenolnim kiselinama. Dodavanje polifenolnih kiselina (galne, kafeinske i
ferulinske kiseline) smanijilo je brzinu stvaranja HMF-a. Rezultati tog istrazivanja u skladu su s
rezultatima ovog rada gdje je usporedbom dZzemova s dodanim ekstraktima uoeno da su
dZzemovi s viSim sadrzajem HCK posljedi€no imali i manji sadrzaj HMF-a. SadrZaj dobivenih

vrijednosti za HCK u dZzemovima prikazan je na slici 2.
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SLIKA 1. Utjecaj dodatka razli¢itih Se¢era (saharoza i fruktoza) te udjela vodenog
ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) na: a) pH, b) SSC, c) Bl i d) HMF ekstra dZemovima od

jagode sa snizenom energetskom vrijednosti

4.2. UTJECAJ DODATKA RAZLICITIH SECERA | UDJELA VODENOG
EKSTRAKTA PLANIKE NA BIOAKTIVNE SPOJEVE U EKSTRA
DZEMOVIMA OD JAGODE

U ovom radu ispitan je utjecaj dodatka razliCitih Secera (saharoza i fruktoza) te udjela
vodenog ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) na ukupne fenole (TPC), flavonoide (FLA),
hidroksicimetne kiseline (HCK), flavonole (FL) i kondenzirane tanine (CT) u 6 uzoraka ekstra
dZzemova od jagode sa snizenom energetskom vrijednosti. Dobiveni rezultati prikazani su
grafi¢ki na slici 2. Najveéi maseni udio TPC odreden je u uzorku s dodatkom ekstrakta planike
od 15 % i Se¢erom fruktozom, dok je najmanji maseni udio TPC-a imao uzorak s dodatkom
ekstrakta planike od 15 % i sa saharozom. Sic Zlabur i sur. (2020) promatrali su bioloski
potencijal lis¢a planike (Arbutus unedo L.) i otkrili znagajno visoke vrijednosti TPC (prosje¢na
vrijednost 2157,01 mg GAE 100 g' TM). Rezultat dZema s 15 % ekstrakta i fruktozom je u
skladu s rezultatima Wojdylo i sur. (2008) gdje se dodatkom 10 % aronije u dzem od jagode,
sadrzaj TPC-a povisio u usporedbi s kontrolnim dZzemom bez dodataka. Medu uzorcima ekstra
dzemova sa saharozom, najveci udio TPC-a imao je uzorak bez dodanog ekstrakta planike (0
%), a najmaniji uzorak s 15 % ekstrakta. Usporedbom uzoraka s fruktozom, utvrdeno je da je
najve¢i maseni udio TPC-a odreden u uzorku s 15 % ekstrakta, a najmanji s 30 % ekstrakta.
Uocen je trend kod usporedbe ekstra dZzemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli¢itim

dodanim Seé¢erom. Prema tome, vec¢i maseni udio TPC-a imali su uzorci ekstra dZzemova s
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fruktozom u usporedbi s uzorcima uz dodanu saharozu. Lon¢ari¢ i sur. (2018) istrazivali su
utjecaj interakcija fenol-Secer i galne kiseline u prisutnosti SeCera na antioksidativno djelovanje
soka od nara. Dodavanjem saharoze, u gotovo svim je uzorcima utvrdeno smanjenje TPC. Ako
se usporede dZzemovi sa saharozom s dzemovima s fruktozom, dobiveni rezultati su u skladu s
tim trendom. Lee i sur. (2014) mjerili su TPC u vinu, te je utvrdeno da je vino koje je sadrzavalo
10 % saharoze imalo vec¢i TPC od onog sa 10 % fruktoze Sto nije u skladu s rezultatima ovog
rada, a moglo objasniti koristenjem razliCite sirovine i metode prerade. Dobiveni rezultati su
djelomiéno u skladu s istrazivanjem Nguyen i sur. (2023) koji su promatrali u€inak pH u vidu tri
razliCita tretmana (pH=7, pH<7, pH>7) na TPC tri razliCita ekstrakta goruSice te ustanovili da se
TPC znacajno povecao (p<0,05) u tretmanima s nizom razinom pH (acidifikacija s octom i
neutralna obrada). Takav je trend uocen usporedbom uzoraka dzemova s fruktozom i uzoraka
sa saharozom i 15 % ekstrakta. Seo i sur. (2016) otkrili su da su dzemovi s najviSim sadrzajem
ANT imali i najvisi TPC, $to nije u skladu s rezultatima u ovom radu gdje je otkriven obrnuti
trend, vjerojatno zbog koristenja razli€itih sirovina razliitog kemijskog sastava. Takoder, blagi
porast TPC-a pronaden je u dZzemovima gdje je saharoza zamijenjena koncentratom soka od
bijelog groZda u usporedbi s onima sa saharozom. U ovom radu, vi8i sadrzaj TPC-a, imali su
dZemovi s fruktozom u usporedbi s onima sa saharozom. Prema Karseno i sur. (2017), TPC se
u kokosovom 3eceru povecao zbog povisenog pH, §to je u skladu s rezultatima ovog rada (uz
iznimku dZzemova s 15 % ekstrakta). Prema istrazivanju Miraballes i sur. (2019), u dZemovima
od jagoda obogacéenim ekstraktom Acca sellowiana, uzorak bez dodanog ekstrakta pokazao je
znacajan TPC koji dolazi iz pulpe jagode (Chaves i sur., 2017), &to se slaZze s rezultatima u
ovom radu. Takoder, pove¢anjem dodanog volumena ekstrakta, poveé¢ao se TPC uzoraka, §to
nije u skladu s rezultatima ovog rada, vjerojatno zbog koridtenja razli€itin ekstrakta razli¢itog
kemijskog sastava.

Sto se tiGe rezultata za FLA, najveéi maseni udio odreden je u uzorku s 15 % ekstrakta uz
dodatak fruktoze, dok je najmanji maseni udio odreden u uzorku bez dodanog ekstrakta planike
(0 %) sa dodanom saharozom. Prema Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022) jedan od glavnih
sastojaka u ekstraktima liS¢a planike (Arbutus unedo L.) bili su FLA; razine ukupnih FLA
(izrazenih kao % kvercetina) izmjerene u liS¢u planike kretale su se od 0,52 do 2,14 % (Jurica
i sur., 2017). Banas i sur. (2018) dzemove od ogrozda s niskim udjelom Secéera obogatili su
dodatkom crne aronije, bazge, japanske dunje, sjemenki lana i pSenicnih klica. Primijenjeni
dodaci uzrokovali su statistiCki zna¢ajno (p\0,05) povecanje ukupnih FLA, Sto je u skladu s
rezultatima ovog rada (uz iznimku dZzema s 30 % ekstrakta i fruktozom). Rezultati Banas i sur.
(2018) su pokazali da je dzem s 15 % dodatka aronije imao najveci sadrzaj FLA i TPC, to je u
skladu s rezultatima za dZzem s 15 % ekstrakta i fruktozom ovog rada. Usporedbom uzoraka

ekstra dzemova pripremljenim sa saharozom, nije uocen trend, te je najveéi maseni udio FLA-
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a imao uzorka s dodanim ekstraktom planike od 15 %, a najmanji ekstra dzem bez dodanog
ekstrakta planike (0 %). Usporedbom uzoraka pripremljenih sa fruktozom, nije uo€en trend, pa
je najve¢i maseni udio FLA-a imao ekstra dZem s dodanim ekstraktom planike od 15 %, a
najmanji maseni udio FLA-a ekstra dZzem s dodanim ekstraktom planike od 30 %. Nije uocen
trend kod usporedbe ekstra dZzemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli€itim dodanim
Seéerom. Prema tome, vecéi maseni udio FLA-a imali su uzorci s dodanom fruktozom bez
dodatka ekstrakta planike (0 %) i s dodatkom 15 % ekstrakta u usporedbi s uzorcima s dodanom
saharozom. Seo i sur. (2016) utvrdili su blagi porast FLA u dzemovima gdje je saharoza
zamijenjena koncentratom soka od bijelog grozda u usporedbi s onima sa saharozom. U ovom
radu, viSi sadrzaj FLA imali su dzemovi s fruktozom u usporedbi s onima sa saharozom (uz
iznimku dZzema s 30 % ekstrakta). Uzorak ekstra dZzema s dodatkom ekstrakta planike od 30 %
i saharozom imao je veci maseni udio FLA-a u usporedbi s uzorkom uz 30 % ekstrakta i
fruktozom. Takoder, uo€eno je da su ekstra dzemovi sa fruktozom i saharozom najveéi maseni
udio FLA-a postigli s dodatkom ekstrakta planike od 15 %. Prema Banas i sur. (2018) vrijednosti
ukupnih FLA bile su u pozitivnoj korelaciji sa vrijednostima dobivenim za TPC, §to je u skladu
usporedivanjem dzemova s fruktozom te usporedbom dZemova s dodanim ekstraktima
neovisno o Seéerima (osim dZzema s 30 % ekstrakta).

Sto se tige rezultata za HCK, najve¢i maseni udio imao je uzorak s dodatkom ekstrakta planike
od 15 % i SeCerom saharozom, dok je najmanji maseni udio HCK-a imao uzorak bez dodanog
ekstrakta planike (0 %) i SeCerom saharozom. Rezultati se slaZzu (uz iznimku dzema s 30 %
ekstrakta i fruktozom) s istrazivanjem Wojdylo i sur. (2008) gdje se dodatkom 10 % aronije u
dZem od jagode, sadrzaj polifenolnih kiselina pove¢ao u usporedbi s kontrolnim dzemom bez
dodataka. Usporedbom uzoraka sa saharozom, nije uo¢en trend, a najveci maseni udio HCK-
a imao je ekstra dzem s dodanim ekstraktom planike od 15 %, dok je najmanji udio odreden u
uzorku bez dodanog ekstrakta planike (0 %). Usporedbom uzoraka ekstra dZemova
pripremljenih sa fruktozom, nije uoc€en trend, najve¢i maseni udio HCK-a imao je ekstra dzem
s 15 % ekstrakta, a najmaniji uzorak s 30 % ekstrakta. Nije uo€en trend kod usporedbe ekstra
dZemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli¢itim dodanim Secerom. Prema tome, veci
maseni udio HCK-a imali su uzorci ekstra dzemova s dodanom saharozom uz 15 % i 30 %
dodanog ekstrakta i Secer fruktozu. Uzorak ekstra dZzema bez dodatka ekstrakta planike (0 %)
i dodanom fruktozom imao je veci maseni udio HCK-a u usporedbi s uzorkom bez dodatka
ekstrakta planike (0 %) i dodanom saharozom. Takoder, uo€eno je da su ekstra dzemovi s
fruktozom, kao i oni sa saharozom, najvec¢i maseni udio HCK-a postigli uz dodatak ekstrakta
planike od 15 %. Prema Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022) jedan od glavnih sastojaka u
ekstraktima liS¢a planike (Arbutus unedo L.) bile fenolne kiseline. Jurica i sur. (2017) su prvi

put odredili ukupni sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima lis¢a, koji je iznosio je 1,48 %, izrazen
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kao % ruzmarinske kiseline. Prema Banas i sur. (2018) obogacivanje dZema od ogrozda biljnim
sastojcima rezultiralo je pove¢anjem razina HCK, osim razine kafeinske kiseline u dzemu s
pSeniénim klicama. U ovom radu, obogacivanje dzemova s ekstraktima, takoder je rezultiralo
povecanjem razine HCK (uz iznimku uzorka dZema s 30 % ekstrakta i fruktozom).

Sto se tige rezultata za FL, najveéi maseni udio imao je uzorak ekstra dzema s dodatkom
ekstrakta planike od 30 % i Se¢erom saharozom, dok je najmanji maseni udio FL-a imao uzorak
s 30 % ekstrakta i Secerom fruktozom. Usporedbom uzoraka ekstra dzemova pripremljenima
sa Sec¢erom saharozom, uocen je trend; maseni udjeli FL-a povecavali su se s povecanjem
udjela ekstrakta planike. Usporedbom dzemova s dodanom saharozom, rezultati su u skladu s
rezultatima Wojdylo i sur. (2008) gdje se dodatkom 10 % aronije u dzem od jagode sadrzaj FL
povisio u usporedbi s kontrolnim dzemom bez dodataka. Takoder, usporedbom uzoraka ekstra
dzemova pripremljenih sa fruktozom, uocCen je trend; maseni udjeli FL-a smanijivali su se s
povecanjem udjela ekstrakta planike u ekstra dzemovima. Ipak, nije uocen trend kod usporedbe
ekstra dzemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli¢itim dodanim Se¢erom. Prema tome,
veéi maseni udio FL-a imali su uzorci ekstra dzemova sa saharozom i ekstraktom planike od
15 % i 30 % u usporedbi s ekstra dzemovima uz dodanu fruktozu. Uzorak ekstra dzema bez
dodatka ekstrakta planike (0 %) i sa fruktozom imao je vec¢i maseni udio FL-a u usporedbi s
ekstra dZzemom bez dodatka ekstrakta planike (0 %) i s dodanim Se¢erom saharozom. Jagode
ukljuuju FLA (tj. ANT, flavanole i FL) (Giampieri,i sur., 2017). Kako FL pripradaju skupini FLA,
pozitivha korelacija izmedu FLA i FL u dZemovima s 0 i 30 % ekstrakata, neovisno o Seceru
mogla bi se time objasniti.

Sto se tige rezultata za CT, najveéi maseni udio odreden je u uzorku bez dodanog ekstrakta
planike (0 %) i Se¢erom saharozom, dok je najmanji maseni udio imao uzorak s 30 % ekstrakta
i Secer fruktozu. Dobiveni rezultati nisu u skladu s istrazivanjem Wojdylo i sur. (2008) gdje se
dodatkom 10 % aronije u dZzem od jagode, sadrzaj CT u dZzemovima povecao u usporedbi s
kontrolnim dZemom bez dodataka, vjerojatno zbog razliitog kemijskog sastava koristenih
sirovina te razliCite metode pripreme dodataka. Usporedbom uzoraka ekstra dzemova
pripremljenima sa SeCerom saharozom, uocen je trend, te su se maseni udjeli CT-a smanjivali
s povecanjem udjela ekstrakta planike u ekstra dzemovima. Prema tome, najvec¢i maseni udio
CT-a imao ekstra dzem bez dodanog ekstrakta planike (0 %), dok je najmanji maseni udio CT-
a imao ekstra dzem s dodanim ekstraktom planike od 30 %. Usporedbom uzoraka ekstra
dZzemova pripremljenim sa fruktozom, vidljivo je da su se maseni udjeli CT-a smanjivali s
povecanjem udjela ekstrakta planike u ekstra dzemovima, pa je najve¢i maseni udio CT-a imao
ekstra dzem bez dodanog ekstrakta planike (0 %), dok je najmanji maseni udio CT-a imao
ekstra dZzem s dodanim ekstraktom planike od 30 %. Nije uo€en trend kod usporedbe ekstra

dzemova s istim udjelom ekstrakta planike, a razli€itim dodanim Se¢erom. Prema tome, veci
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maseni udio CT-a imali su uzorci sa saharozom bez dodatka ekstrakta planike (0 %) i s
dodanim ekstraktom planike od 30 % u usporedbi s ekstra dzemovima s dodanim Se¢erom
fruktozom. Uzorak ekstra dzema s dodanim ekstraktom planike od 15 % i s dodanim Se¢erom
fruktozom imao je vec¢i maseni udio CT-a u usporedbi s ekstra dZzemom s dodanim ekstraktom
planike od 15 % i s dodanim Sec¢erom saharozom. Takoder, uo¢eno je da su ekstra dzemovi s
dodanom fruktozom i saharozom, najveci maseni udio CT-a postigli bez dodatka ekstrakta
planike (0 %), a najmanji maseni udio s dodatkom ekstrakta planike od 30 %. CT se prema
stupnju polimerizacije dijele na oligomerne CT i polimerne CT (Dixon i sur., 2005). Sukladno
tome, povecanje sadrzaja CT-a s povecanjem sadrzaja FLA usporedbom dZzemova s 15i 30 %

ekstrakta, neovisno o Secerima, moguca je posljedica toga $to CT pripadaju FLA.
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SLIKA 2. Utjecaj dodatka razli€itih Secera (saharoze i fruktoze) te udjela vodenog
ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) na: a) TPC, b) FLA, c) HCK, d) FL i e) CT u ekstra

dZzemovima od jagode sa snizenom energetskom vrijednosti.

4.3. UTJECAJ DODATKA RAZLICITIH SECERA | UDJELA VODENOG
EKSTRAKTA PLANIKE NA PIGMENTE U EKSTRA DZEMOVIMA OD
JAGODE

Ispitan je utjecaj dodatka razliCitih Se¢era (saharoza i fruktoza) te udjela vodenog ekstrakta
planike (0 %, 15 % i 30 %) na monomerne antocijane (ANT) u 6 uzoraka ekstra dZemova od
jagode sa snizenom energetskom vrijednosti. Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slici 3.

Najveci maseni udio ANT imao je uzorak ekstra dZzema bez dodanog ekstrakta planike (0
%) i SeCerom saharozom, dok je najmanji maseni udio ANT-a imao uzorak ekstra dzema s
dodanim ekstraktom planike od 30 % i Se¢erom fruktozom. U svim uzorcima, neovisno o
dodanom Seceru, vidljivo je da su se maseni udjeli ANT smanjivali s povec¢anjem udjela
ekstrakta planike. Rezultati nisu u skladu s rezultatima Wojdylo i sur. (2008) gdje se dodatkom
10 % aronije u dZzem od jagode, sadrzaj ANT povisio u usporedbi s kontrolnim dzemom bez
dodataka, moguée zbog razliCitog kemijskog sastava sirovina koristenih kao dodatak
dzemovima te nacina pripreme tih dodataka. Nadalje, usporede li se ekstra dzemovi s istim
udjelima ekstrakta planike, neovisno o dodanom $eceru, vec¢i maseni udio ANT odredeni su u
uzorcima ekstra dZemova s sa saharozom u odnosu na iste sa fruktozom. Prema rezultatima

ovog rada, dzemovi s fruktozom imali su manje vrijednosti ANT u usporedbi s onima sa

52



saharozom $§to je u skladu s istrazivanjem Moldovan i David (2020) koji su promatrali utjecaj
razliCitih zasladivaca na stabilnost antocijana iz drijena (Cornus mas L.). Bile su pripremljene
Cetiri formulacije soka od drijena i koriSteni su Seceri (fruktoza i saharoza) i umjetna sladila.
Nakon 12 dana skladistenja soka na 25 °C, sok s fruktozom imao je najnizi sadrzaj i stabilnost
ANT. Tarkyillmaz i sur. (2023) su utvrdili snaznu korelaciju (r = 0,872) izmedu brzine razgradnje
ANT i koncentracije HMF-a u soku od nara bez dodatka polifenolnih kiselina (ferulinske,
kafeinske i galne kiseline). Povecanje koncentracije HMF-a tijekom skladiStenja uzrokovalo je
brzu razgradnju ANT. Rezultati tog istrazivanja u skladu su s rezultatima ovog rada gdje su
dzemovi su viSim sadrzajem HMF-a imali manji sadrzaj ANT. Dorris i sur. (2018) istrazili su da
gubitak ANT doprinosi padu Bl tijekom ubrzanog starenja soka od grozda Sto je u skladu s

dzemovima s 15 i 30 % ekstrakta, gdje je dZem s manjim sadrzajem ANT imao manji sadrzaj
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SLIKA 3. Utjecaj dodatka razli€itih Secera (saharoze i fruktoze) te udjela vodenog
ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) na ANT u ekstra dZemovima od jagode sa sniZzenom

energetskom vrijednosti.

4.4. UTJECAJ DODATKA RAZLICITIH SECERA | UDJELA VODENOG
EKSTRAKTA PLANIKE NA ANTIOKSIDACIISKI KAPACITET U EKSTRA
DZEMOVIMA OD JAGODE

Ispitan je utjecaj dodatka razliCitih Secera (saharoza i fruktoza) te udjela vodenog ekstrakta
planike (0 %, 15 % i 30 %) na antioksidacijski kapacitet u 6 uzoraka ekstra dzemova od jagode
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sa snizenom energetskom vrijednosti. Dobiveni rezultati prikazani su grafiéki na slici 4. Sto se
tice antioksidacijskog kapaciteta odredenog FRAP metodom, najvecu vrijednost imao je uzorak
ekstra dZema s dodanim ekstraktom planike od 15 % i Se¢erom saharozom, dok je najmanju
vrijednost imao uzorak ekstra dZzema s dodanim ekstraktom planike od 30 % i SeCerom
fruktozom, Cime se potvrduje utjecaj SecCera, kao i dodatka ekstrakta na vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta. Usporedbom uzoraka pripremljenih sa saharozom, najvece FRAP
vrijednosti imao je ekstra dzem s 15 % ekstrakta, a najmanje FRAP vrijednosti odredene su u
ekstra dzemu s dodanim ekstraktom planike od 30 %. Usporede li se uzorci s dodanom
fruktozom, najveée FRAP vrijednosti imao je ekstra dzem s dodanim ekstraktom planike od 15
%, a najmanji ekstra dzem s dodanim ekstraktom planike od 30 %. Medu uzorcima ekstra
dzemova s istim udjelima ekstrakta planike, veée FRAP vrijednosti imao je uzorak sa
saharozom u usporedbi sa istim uz dodanu fruktozu. Vezano uz vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta odredenog ABTS metodom, najvecu vrijednost imao je uzorak ekstra dzema bez
dodanog ekstrakta planike (0 %) i Secerom fruktozom, dok je najmanju vrijednost imao uzorak
ekstra dzema s dodanim ekstraktom planike od 30 % i Se¢erom fruktozom. Usporedbom
uzoraka sa saharozom, ABTS vrijednosti su se povecavale s poveéanjem udjela ekstrakta
planike u ekstra dZemovima. Prema tome, najve¢u ABTS vrijednost je imao ekstra dZzem s 30
% ekstrakta, a najmanju ekstra dZem bez dodanog ekstrakta planike (0 %). Sic Zlabur i sur.
(2020) su promatrali bioloski potencijal lis¢a planike (Arbutus unedo L.) i otkrili su da s obzirom
na visok udio razli¢itih bioaktivnih spojeva, liS¢e sadrzi visoke vrijednosti antioksidativhog
kapaciteta (prosjecna vrijednost za lis¢e odredena ABTS metodom 2237,16 umol TE kg?).
Sukladno tome, dodatkom ekstrakata u dzemove s dodanom saharozom, povecale su se i
ABTS vrijednosti u odnosu na dzem bez ekstrakata. Prema Banas i sur. (2018) svaki dodatak
razli€itih biljnih sirovina (15 % aronije; 15 % bazge; 8 % japanske dunje; 3 % lanenih sjemenki;
3 % pSenicnih klica) u dZzemove, povecao je vrijednost ABTS-a u odnosu na kontrolu, $to je u
skladu s usporedbom dzemova sa saharozom u ovom radu. Usporedbom uzoraka ekstra
dzemova pripremljenim s fruktozom, ABTS vrijednosti su se smanjivale s pove¢anjem udjela
ekstrakta planike u ekstra dzemovima. Kod uzoraka ekstra dzemova s dodanim udjelom
ekstrakta planike od 15 i 30 %, vecéu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta imali su ekstra
dzemovi s dodanom saharozom u usporedbi s ekstra dzemovima pripremljenim s fruktozom.
Rezultati ovog rada su u skladu s rezultatima Morelli i sur. (2003), izuzev uzorka dZzema bez
dodanog ekstrakta odredivano ABTS metodom. Naime, autori su prou€avali Se¢ere (maltozu,
saharozu, fruktozu, glukozu, deoksiribozu i sorbitol) i dokazali da su Seceri s vise OH ostataka
imali ve€u aktivnost hvatanja slobodnih radikala. Najveéu aktivnost u inhibiciji dali su disaharidi
maltoza i saharoza. Uoceno je da je medu uzorcima bez dodanog udjela ekstrakta planike (0

%), vecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta imao ekstra dzem s dodanom fruktozom u
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usporedbi s uzrocima uz dodanu saharozu. Loncari¢ i sur. (2018) su uo€ili pozitivnu korelaciju
FRAP vrijednosti s ANT (r=0,793) Sto je u skladu s dobivenim rezultatima ovog rada usporede
li se ekstra dzemovi s istim udjelima ekstrakta planike, a razli¢itim dodanim Secéerima. Dobiveni
rezultati su djelomi¢no u skladu s istraZivanjem Mendes Rodrigues i sur. (2017) gdje je visok
antioksidacijski kapacitet dzema od borovnice bio rezultat visokog udjela ANT. Dobiveni
rezultati FRAP vrijednosti svih dzemova s istim udjelima ekstrakta, a razliitim dodanim
Seéerima u ovom radu, pokazali su pozitivnu korelaciju s vrijednostima ANT. Kod ABTS
vrijednosti svih dzemova s istim udjelima ekstrakta, a razli€itim dodanim Seéerima, uoéena je
iznimka kod dzemova bez dodanog ekstrakta koja nisu korelirali s ANT. S druge strane, ABTS
vrijednosti su bile u korelaciji s ANT usporedbom dzemova s fruktozom. Dobiveni rezultati nisu
u skladu s istrazivanjem Souza i sur. (2012) koji su otkrili da je pulpa vo¢a marola imala najveci
TPC te posljedi¢no, najvecu antioksidacijsku aktivhost mjereno ABTS metodom. Rezultati
istrazivanja Wojdylo i sur. (2008) pokazali su da su FRAP i ABTS vrijednosti korelirale sa
sadrzajem CT. Dobivena FRAP vrijednost korelirala je sa sadrzajem CT, §to je u skladu s
dobivenim rezultatima (uz iznimku dZzemova s 15 % ekstrakta). ABTS vrijednosti su takoder bile
u korelaciji sa sadrzajem CT usporedbom uzoraka dZzemova s fruktozom i kod dzemova s 30
% ekstrakta. Od FLA i FLA srodnih spojeva, pronadeni FL u €aju su najjaci prirodni antioksidansi
(Vinson i sur., 1995). Rezultati dobiveni ABTS metodom su u pozitivhoj korelaciji s rezultatima
FL. U istrazivanju koje su proveli Seo i sur. (2016), rezultati su pokazali da je najmanje FRAP
vrijednosti imao dZzem s najmanjim TPC, ANT i FLA za razliku od rezultata ovog rada gdje je
najmanju FRAP vrijednost imao dZzem samo s najmanjim sadrzajem ANT. Takoder, prema
Banas i sur. (2018), vrijednosti FRAP-a imale su pozitivhu korelaciju s vrijednostima FLA i TPC,
Sto je bilo u skladu usporedbom dZzemova samo s fruktozom i usporedbom dzemova samo sa
saharozom za FLA te usporedbom dzemova samo s fruktozom za TPC. Prema Karseno i sur.
(2017), antioksidacijska aktivnost kokosovog Secera povecavala se s povecanjem pocetnog pH
kokosovog soka, Sto je u skladu s rezultatima za ABTS kod dZzemova s 0 i 15 % ekstrakta u

ovom radu.
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SLIKA 4. Utjecaj dodatka razli€itih Secera (saharoze i fruktoze) te udjela vodenog
ekstrakta planike (0 %, 15 % i 30 %) na antioksidacijski kapacitet: a) odreden FRAP
metodom, b) odreden ABTS metodom u ekstra dzemovima od jagode sa snizenom

energetskom vrijednosti.

4.5. SENZORSKA ANALIZA

Od 6 pripremljenih ekstra dzemova od jagode, odabran je ekstra dZzem s najpogodnijim
rezultatima analiza stabilnosti bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta, s dodanim
ekstraktom planike od 15 % uz fruktozom, za provedbu senzorskog ocjenjivanja primjenom
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kvantitativne deskriptivne analize, a rezultati su prikazani graficki tzv. “paukovom mrezom” na
slici 5.

Svako senzorsko svojstvo ocijenjeno je prema intenzitetu brojéanim vrijednostima od 1-7,
gdje je najslabiji intenzitet ocjenjivanog svojstva oznaCen s najnizom, a najjaci intenzitet s
najviSom ocjenom. GrafiCki prikaz rezultata podrazumijeva da je intenzitet odredene
karakteristike najniZi u centru, a povecava se prema obodu tzv. ,mreze“. Izabrani senzorski
deskriptori prema kojima se vrSila senzorska analiza odnosili su se na boju (intenzitet crvene
boje), miris (miris na jagodu, strani miris), aromu (po jagodi, na kuhano, strana aroma), okus
(slatko¢a, kiselost, harmonicnost, strani okus) i teksturu (homogenost, Cvrsto¢a). Najnizu
ocjenu, tj. najnizi intenzitet ocjenjivaci su redom pripisali svojstvima: stranom okusom, stranoj
aromi, stranom mirisu i aromi na kuhano koiji su pozicionirani u centru ,paukove mreze“. NajviSu
ocjenu, tj. najjadi intenzitet ocjenjivaci su pripisali svojstvima kako slijedi: aroma po jagodi,
intenzitet crvene boje, miris na jagodu, harmoni¢nost, homogenost i slatko¢a. Prema dobivenim
rezultatima, nadalje je vidljivo da je srednji intenzitet pripisan je svojstvima ¢vrstodi i kiselosti.
Sukladno dobivenim rezultatima moze se zakljuliti da je ocjenjivani uzorak ekstra dzema
senzorski vrlo privlatan, obzirom su mu vodeca senzorska svojstva ocijenjena najviSim
ocjenama. Rezultati senzorske analize ovog rada, bili su sli¢ni, posebno po svojstvima najjaceg
intenziteta, s rezultatima istraZivanja Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2007) koji su proveli kvantitativhu
deskriptivhu senzorsku analizu niskokalori¢nih dZemova od tri razli€ite sorte jagode. U uzorcima
s dodatkom fruktoze, najjaci intenzitet ocjenjivadi su pripisali svojstvima: boji, slatkom okusu i
homogenosti. Srednje intenzivni parametri bili su: viskoznost, harmoni¢nost, voéni okus i miris.
Najmanje intenzivni parametri bili su: neugodan okus, neugodan miris, kiselkast okus i cvjetni
okus. Vilela i sur. (2015) proveli su kvantitativhu deskriptivhu analizu dZema od jagoda, u kojem
je saharoza zamijenjena fruktozom. Najjadi intenzitet pripisan je sljede¢im parametrima:
ukusnosti, boji, slatkom okusu, karakteristitnom okusu i razmazivosti. Srednje intenzivni
parametri bili su: svjetlina, elastiCnost, ljepljivost i kohezivnost. Najmanje intenzivni parametri
bili su: oporost, lomljivost, Zvakanje, grudavost, aroma kuhanog voca, kiselkasti okus i gorki

okus. Rezultati senzorske analize ovog rada u skladu su sa opisanom senzorskom analizom.
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Intenzitet crvene boje

. , 8 -, .
Cvrstoéa Miris na jagodu
6
Homogenost Strani miris
Strani okus Aroma po jagodi
Harmoniénost Aroma na kuhano
Kiselost Strana aroma
Slatkoca

e Ekstra dZem od jagode

SLIKA 5. Rezultati senzorske analize ekstra dZzema od jagode (udio dodanog vodenog

ekstrakta planike od 15 % i s dodanim Sec¢erom fruktozom).

58



. ZAKLJUCCI

. Jagoda je bogat izvor bioaktivnih spojeva visokog antioksidacijskog potencijala, ¢ime
znacajno doprinosi zdravlju potroSaca, a njezina prerada omogucuje produZenje

dostupnosti i o€uvanje nutritivnih vrijednosti.

Najveci sadrzaj bioaktivnih spojeva, uklju€ujuéi ukupne polifenole, flavonoide i
hidroksicimetne kiseline, postignut je uz dodatak 15 % ekstrakta lista planike u

funkcionalnim ekstra dzemovima od jagode

Upotreba fruktoze kao zasladivaCa u proizvodnji dZzemova moze rezultirati povoljnijim

senzorskim i nutritivnim karakteristikama u usporedbi sa saharozom.

Najvecéi antioksidacijski potencijal i sadrzaj polifenola postignut je u ekstra dzemu s

fruktozom i 15 % dodatka ekstrakta lista planike.

Senzorska analiza pokazala je da je ekstra dzem s dodatkom 15 % ekstrakta lista
planike i fruktozom bio najbolje ocijenjen u pogledu ukupne prihvatljivosti. Ovaj dzem
imao je optimalnu ravnoteZzu okusa, boje i teksture, §to ga Cini najprivla¢nijim za
potroSade. Dodavanje ekstrakta lista planike pridonijelo je poboljSanju nutritivnih i

senzorskih karakteristika bez naruSavanja organoleptickih svojstava proizvoda.

Istrazivanje je pokazalo da prerada jagoda u funkcionalni ekstra dzem i dodatak
ekstrakta planike imaju pozitivan ucinak na stabilnost bioaktivnih spojeva tijekom

proizvodnje

Primjena inovativnih rjeSenja u proizvodnji funkcionalnih ekstra dZzemova otvara
mogucnosti za razvoj novih proizvoda sa smanjenim kalorijskim vrijednostima i

poboljanim nutritivnim svojstvima.
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