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1. UVOD

Rastu¢a svijest ljudi 0 vaznosti pravilne prehrane za odrzavanje zdravlja istie i
zdravstveno korisna svojstvafitokemikalija kao $to su polifenolni spojevi. Iz istog razloga je i
veliki broj istrazivanja usmjeren identifikaciji novih izvora neutraceutika i drugih prirodnih i

prehrambenih tvari s poZeljnim funkcionalnim zna¢ajkama (Devi i sur., 2014).

Heljda je pseudozitarica koja se zbog sadrzaja bioloskih aktivnih komponenti, kao Sto su
vitamini, antioksidansi 1 fitosteroli, smatra ,,funkcionalnom hranom®. Heljda je 1 bogat izvor
rutina, flavonoida koji ima pozitivan utjecaj na zdravlje. Takoder, ona je bezglutenska
pseudozitarica zbog ¢ega ju mogu konzumirati i ljudi oboljeli od celijakije (Kreft i sur, 2006;
Dziedzic 1 sur., 2015). Osim heljde, jo$ jedna vazna bezglutenska zitarica je proso, koji
takoder ima pozitivan ucinak na zdravlje, a koji se pripisuje polifenolima i vlaknima koje
sadrzi (Devi 1 sur., 2014).

Uslijed proizvodnje bucinog ulja nastaju velike koli¢ine nusproizvoda, bucine pogace, koja
sadrzi nezanemarive koli¢ine zaostalog ulja, proteina, hranjivih tvari i minerala. Buduéi da ne

sadrzi antinutrijente, bu¢ina pogaca ima veliki potencijal kao hranjivi prehrambeni proizvod

(Tamer i Copur, 2014).

Prehrambena industrija danas pokazuje veliki interes za primjenu novih tehnika obrade hrane,
a jedna od njih je upotreba ultrazvuka visokog intenziteta (UV1). Primjena ultrazvuka ranije je
bila uglavnom ograni¢ena na ¢iS¢enje 1 emulgiranje dok se danas otkrivaju prednosti uporabe
ultrazvuka u razliCitim procesima, primjerice kristalizaciji, susenju, ekstrakciji, filtraciji,
zamrzavanju, homogenizaciji, sterilizaciji, degradaciji, itd. (Mason, 1992; Povey, 1998;
Fairbanks, 2001). Tako se u ekstrakciji djelovanjem ultrazvuka visokog intenziteta poboljsava
bioraspolozivost mikronutrijenata pri ¢emu se zadrzavaju njihova izvorna svojstva (Drmi¢ i
Rezek Jambrak, 2010). Tijekom djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta, kavitacije uzrokuju
bubrenje stanica i probijanje stani¢nih stijenki, §to omogucuje visoke brzine difuzije kroz

stani¢nu stjenku te omogucuje ucinkovitije oslobadanje stanicnog materijala (Vinatoru, 2001).

Stoga je cilj ovoga rada bio istraziti utjecaj tretmana ultrazvuka visokog intenziteta na
ucinkovitost oslobadanja slobodnih fenolnih spojeva iz bucine pogace, heljde i prosa
primjenom ultrazvuka visokog intenziteta. Takoder je ispitivan i utjecaj UVI na
antioksidacijski kapacitet navedenih sirovina. Tretman je proveden upotrebom ultrazvucne

sonde promjera 22 mm, 24 kHz, snage 400 W i amplitude ultrazvuka visokog intenziteta od
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100 %, a vrijeme tretmana bilo je 5, 10 ili 20 minuta. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva (TPC)
odredivan je Folin-Ciocalteu metodom, antioksidacijski kapacitet odredivan je DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) i FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodom
spektrofotometrijski, dok je sadrzaj rutina u heljdi odredivan teku¢inskom kromatografijom

visoke djelotvornosti (HPLC) uz UV/Vis Photo Diode Array (PDA) detekciju.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. BUCA

Buca, tikva ili bundeva pripada porodici Cucurbitaceae (rod Cucurbita) koja broji
viSe od 825 vrsta. Izmedu ostalih ovdje spadaju dinje, lubenice i krastavci (Henriques i sur.,
2012). Bundeve se obi¢no svrstavaju i kao povrée i originalno potjecu iz Latinske Amerike.
One su jednogodiSnje biljke puzave stabljike ili loze. Jestivi su plodovi, cvjetovi 1 koStice
bogate uljem (Yadav i sur., 2010). Prema teksturi i obliku stabljike dijele se na Cucurbita
pepo (Slika 1), Cucurbita moschata, Cucurbita maxima i Cucurbita mixta (Xanthopoulou,
2009).

Slika 1. Buca Cucurbita pepo (Anonymous, 2010)

Bundeve su bogate vodom, vitaminima, antioksidansima i karotenom (provitamin A) koji $titi
tijelo 1 sprjeCava prerano starenje (Canico i sur., 2005). Takoder, ovo je povrée poznato po
svojstvima svojih sjemenki koje su bogate mastima, proteinom, tiaminom, niacinom i raznim
mineralima (Almeida, 2006).

Bucine sjemenke 1 ulje imaju mnoge zdravstvene prednosti koje im se pripisuju zbog njihovih
makro i mikro sastojaka. Oni su bogat prirodni izvor proteina, triterpena, lignana, fitosterola,
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, antioksidacijskih fenolnih spojeva, karotenoida,
tokoferola i minerala (Fu i sur., 2006). Jedna od najvaznijih zdravstvenih prednosti koje se
pripisuje bu¢inom ulju jest djelovanje protiv benigne hiperplazije prostate.

Tablica 1 prikazuje kemijski sastav bu¢nih sjemenki.



Tablica 1. Kemijski sastav bucinih sjemenki (Milovanovi¢ i sur., 2014)

Sastav Udio (%)
Vlaga 5,26
Pepeo 3,26
Proteini 24,46
Ulje 38,53
Vlakna 14,77
Skrob 13,72

Nakon mehanickog preSanja sjemenki uljarica, kao nusprodukt nastaje pogaca koja ima veliki
potencijal za primjenu u prehrambenoj industriji jer sadrzi znatne koli¢ine zaostalog ulja,
bogata je proteinima, hranjivim tvarima i mineralima te ne sadrzi organska otapala (Tamer i
Copur, 2014). Osim navedenog, ona sadrzi fenolne spojeve (Ratz-£yko i Arct, 2015). Pogacu
bucinih kosStica moguce je koristiti za prehranu stoke, ali zbog visoke nutritivne vrijednosti u
posljednje vrijeme se plasira na trziSte samljevena u obliku bu¢inog brasna. Ono je, za razliku
od psenice, bogato vlaknima, zbog ¢ega poboljsava crijevnu funkciju i izaziva osjecaj Sitosti,
Sto je bitno u kontroli tjelesne teZine. Osim toga, ono ne sadrzi gluten zbog cega se preporuca
bolesnicima koji ne podnose gluten, a pate od posljedice nedostatka mikronutrijenata
sadrzanih u buci kao S§to su kalcij, magnezij, cink, vitamini A,B i D (Wierdsma i sur., 2003;
Almeida, 2006).

2.2. PROSO

Proso je jedno od najvaznijih usjeva koji su otporni na susu i Sesta po redu zitarica u
smislu svjetske poljoprivredne proizvodnje. Takoder, proso je otporno na Stetnike i bolesti,
kratke je sezone rasta i vrlo je produktivan u uvjetima suse u usporedbi s glavnim Zitaricama
(Devi i sur., 2011). Najvaznije su vrste Pennisetum glaucum, Eleusine coracana, Paspalum
setaceum, Penicum miliaceum, Echinochloa utilis. Proso je prihva¢eno kao funkcionalna
hrana i nutraceutik jer sadrzi prehrambena vlakna, proteine, energiju, minerale, vitamine i
antioksidanse koji su pokazali brojne pozitivne utjecaje na ljudsko zdravlje (Saleh i sur.,
2013).



Prema FAO-listi iz 2012. godine, najveéi je svjetski proizvodac¢ prosa Indija s 334 500 tona
godisnje, Sto iznosi 43,85% ukupne svjetske proizvodnje. Slijede je Niger, Nigerija, Senegal,
Kina, Rusija 1 drugi. Trenutno, proso nije jedan od najvaznijih artikala u sjevernoamerickim 1
europskim koSaricama, ali se istiCe vaznost prosa kao cjelovite Zzitarice i zitarice bez glutena.
Osim toga, u mnogim afri¢kim i azijskim podru¢jima proso sluzi kao glavni sastojak prehrane
i raznih tradicionalnih oblika hrane i pica, kao $to su kruh (fermentirani ili nefermentirani),
kaSa i snack hrana, posebno kod siromasnijeg stanovnista (Chandrasekara i Shahidi, 2011,
Chandrasekara i sur., 2012). Takoder, proso se moze koristiti i u proizvodnji bioetanola i

biofilmova (Li i sur., 2008).

Tablica 2. Kemijski sastav vrste oljustenog zrna obi¢nog prosa (Bagdi i sur., 2011)

Sastav Udio (%)
Polisaharidi 80,1
Proteini 11,58
Masti 49
Vlakna 0,7

Obic¢no proso (engl. proso millet) (Slika 2) sadrzi najveci udio i najkvalitetnije proteine u
usporedbi s ostalim vrstama (Geervani i Eggum, 1989, FAO, 1995). Naime, kao $to je to
prikazano u Tablici 2,sadrzi 11,58 % proteina. Ono je bogat izvor vaznih aminokiselina
(leucin, izoleucin metioninom) (Kalinova i Moudry, 2006), dok je sadrzaj lizina limitiran te
iznosi 1,4-4,3 (Dendy, 1995; FAO, 1995; Kalinova i Moudry, 2006). Najve¢i udio mineralnih
komponenata nalazi se u perikarpu, aleuronskom sloju i klici. Obi¢no proso je izrazito bogato
kalijem, ali 1 Zeljezom 1 magnezijem. Takoder, ono je dobar izvor cinka i bakra, ali je izrazito

siromasSan kalcijem (Kalinova, 2007). S druge strane, proso je bogato vitaminima B1 i B2 ¢iji
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je iznos dva puta veci nego u pSenici i jeému (Kalinova, 2007). Osim toga, proso ne sadrzi
gluten 1 stoga je preporucljiv za osobe oboljele od celijakije (Chandrasekara i Shahidi 2010).
Medutim, proso takoder sadrzi fitate (0,48%), polifenole, tanine (0,61%), inhibitore tripsina i
prehrambenih vlakana, koji su nekad bili smatrani "antinutrijentima” zbog kelacije metala i
inhibicije enzima (Thompson 1993), ali su danas oni nazvani neutraceuticima. Omota¢ prosa
bogat je izvor fitokemikalije, kao $§to su prehrambena vlakna i polifenoli (0.2-3,0%)
(Ramachandra i sur., 1977; Hadimani i Malleshi, 1993). Utvrdeno je da fitati, polifenoli i
tanini mogu pridonijeti antioksidacijskoj aktivnosti prosa te su vazni ¢imbenici u zdravlju,
starenju 1 metabolickim bolestima (Bravo, 1998).

Pored njegove nutritivne vrijednosti, proso ima nekoliko potencijalnih zdravstvenih prednosti,
koristi se za spreavanje raka i kardiovaskularnih bolesti, Smanjenje pojava tumora,
snizavanje krvnog tlaka, smanjenje rizika od bolesti srca, kolesterola i1 brzine apsorpcije masti
te odgadanje praZznjenja Zeluca (Saleh i sur., 2013). Prije konzumacije i pripreme hrane,
obi¢no se preraduje uobicajenim tradicionalnim tehnikama koje ukljucuju dekortiranja,
proizvodnju slada, fermentaciju, przenje, ljustenje i mljevenje kako bi se poboljsala

prehrambena i senzorska svojstva (Saleh, 2013).

2.3. HELJDA

Rod Fagopyrum, ¢lan obitelji Polygonaceae, sastoji se od 15 vrsta koje se uglavnom
uzgajaju u sjevernoj temperaturnoj zoni. U Kini se javlja ukupno 10 vrsta i jedna podvrsta,
ukljucujuci tri vazne vrste heljde: Fagopyrum esculentum (F. esculentum) Moench. (obi¢na
heljda), Fagopyrum tataricum (F. tataricum) (L.) Gaertn. (tatarska heljda) i Fagopyrum
dibotrys (F. dibotrys) (D. Don) Hara (visegodisnja heljda) (Li, 2003).

F. esculentum (Slika 3) i F. tataricum dva su vazna roda, a njihovo se sjeme konzumira kao
"funkcionalna hrana" (Kim i sur., 2008; Inglett i sur., 2011), osobito zbog njihove visoke
kvalitete proteina, fenolnih spojeva i1 dobro uravnotezenih esencijalnih aminokiselina i
minerala (Wijngaardi i Arendt, 2006). Obi¢na heljda ima industrijski znacaj, dok se tatarska
heljda uglavnom koristi kao sto¢na hrana (Dziedzic i sur., 2015).

Glavni su nedostaci kod uzgoja heljde nizi prinos zrna, kao i ¢injenica da njezine sjemenke
sazrijevaju nesinkronizirano te zbog toga nastaju mnogi problemi kod berbe u usporedbi s
ostalim zitaricama (Ahmed i sur., 2014). Heljda je ekoloski vrlo prilagodljiva, §to joj
omogucuje rast u gotovo svim vrstama ekstremnih okruzenja (Li i Zhang, 2001). Glavna
uzgojna podrucja nalaze se u Aziji, a posebno u jugoisto¢noj Aziji (Ahmedi sur., 2014), dok

su glavni svjetski proizvodaci Rusija, Kina, Ukrajina, Francuska, Poljska i SAD. Prema FAO-
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listi iz 2014. godine, Rusija je proizvela 661 764 tone, dok je proizvodnja heljde u Hrvatskoj
izrazito mala sa svega 495 tona.

Slika 3. Slika heljde F. esculentum (Anonymous, 2012)

Heljda je izvor mnogih nutritivnih i bioaktivnih elemenata ukljucujuéi polifenole kao $to je
rutin; katehin (Watanabe, 1998); inozitol derivati, poznati kao fagopiritoli (Steadman i sur.,
2000); proteini; $krob, topljiva vlakna, neki minerali, vitamini i druge bioaktivne komponente
(Krkoskova 1 Mrazova, 2005). Ukupni sadrzaj ovih komponenata ovisi o razli¢itim
¢imbenicima, kao $to su vrsta i okoli§ (Barta i sur., 2004; Qin i sur., 2010). Vazno je naglasiti
kako vlakna heljde ne sadrze fitinsku kiselinu koja je glavni anti-nutritivni faktor kod psenice
(Steadman i sur., 2001). Takoder, heljda sadrzi d-kiro-inozitol, sastavni posrednik inzulina,
koji pridonosi regulaciji razine glukoze u krvi (Kawa i sur., 2003).

Heljda je izrazito bogata masnim kiselinama i to s 800 mg g nezasi¢enih masnih kiselina od
kojih je 40 mg g* polinezasi¢enih masnih kiselina(Steadman i sur., 2001). Osim toga, heljda
je izrazito dobar izbor brojnih esencijalnih minerala. Naime, ona je izrazito bogata cinkom,
bakrom 1 kalijem. Osim minerala, heljda sadrzi visok udio vitamina Bl (tiamin), B2
(riboflavin), E (tokoferola) i B3 (niacin i niacinamid) u usporedbi s ostalim Zitaricama.
Generalno, L. Tartaricum heljda sadrzi vise vitamina B1, B2 i B3, ali manje vitamina E u

usporedbi s L. Esculentum heljdom (Bonafaccia i sur., 2003; lkeda i sur., 2006).

Heljdino brasno, dobiveno lomljenjem heljdinog zrna, samo u tragovima sadrzi proteine kao
Sto su glijadin i glutenin, i zbog toga ga ljudi koji boluju od celijakije mogu koristiti kao
zamjenu za brasno. Brasno obi¢ne heljde je bogatije proteinima, lipidima, ukupnim 1 topljivim
vlaknima te peplom u odnosu na brasno tatarske heljde ( Tablica 3) (Bonafaccia i Fabjan,
2003).

Heljda sadrzi visoke razine vitamina B, uglavnom tiamina, dakle, vrijedan je dodatak
prehrani, posebno za one ljude koji izbjegavaju mesne proizvode. Heljda je bogat izvor
fitosterola (Dziedzic i sur., 2015). Konzumacijom heljdinih proizvoda smanjuje se apsorpcija
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kolesterola u crijevima zbog sli¢nosti u molekulskoj strukturi izmedu kolesterola i fitosterola

sadrzanih u heljdi (Christa i Soral-Smietana, 2008; Ferretti i sur., 2010).

Tablica 3. Kemijski sastav heljdina brasna (izrazeno u % na suhu tvar) (Bonafaccia i Fabjan,

2003)

Vrsta Proteini Pepeo Lipidi Topljiva Netopljiva | Ukupna
vlakna vlakna vlakna

Obi¢na 11 2,6 34 1,2 53 6,5

heljda

Tatarska | 10,3 1,8 2,5 0,5 5,8 6,3

heljda

2.4. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni su spojevi sekundarni biljni metaboliti prisutni u gotovo svim biljkama i
namirnicama biljnog podrijetla. Danas je poznato vise od 8 000 razli¢itih polifenolnih
spojeva, od jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline do slozenijih struktura kao §to
su tanini (Slika 4). To su spojevi koji sadrze jedan ili vise aromatskih prstena na koje su
vezane jedna ili viSe hidroksilnih skupina (Dai i Mumper, 2010). Ovi spojevi mogu se svrstati
u razli¢ite skupine, ovisno o broju fenolnih prstenova koji sadrze i strukturnih elemenata koji
su vezani na prstenove (Manach i dr., 2004). Na slici 4. prikazana je osnovna podjela

polifenola.




FLAVONI (apigenin,luteolin,

tangeretin)

FLAVANONI (naringenin,
hesperitin)

FLAVANOLI (katehin,
epikatehin, galokatehin,

epigalokatehin)

FLAVONOLI ( kamferol,

kvercetin, miricetin)
FLAVANONOLI (taksifolin)

PROCIJANIDINI (teaflavin,B1,

B2,A2,C1)
DERIVATI BENZOJEVE ANTOCIJANI
KISELINE (vanilinska, galna, (delfinidin,cijanidin, malvidin,

L N petunidin, peonidin, pelargonidin)
siringinska,protokatchinska)
IZOFLAVONI (daidzein,
DERIVATI CIMETNE genistein)

KISELINE ( p-kumarinska, .

CALKONI (floretin, ksantohumol)

ferulinska, kava, sinapinska

NEOFLAVONOIDI (dalbergin)

1. FENOLNE 2. FLAVONOIDI
KISELINE
3. POLIFENOLNI | 4. OSTALI
AMIDI POLIFENOLI

RESVERATROL

KAPSAICIN ELAGICNA KISELINA

AVENANTRAMID CICNANI
KURKUMIN
RUZMARINSKA KISELINA

Slika 4. Podjela polifenola na temelju njihovih kemijskih struktura i primjeri (Tsao, 2010;
Basic¢ i Vibovec, 2013)

Prvenstveno se pojavljuju u konjugiranim oblicima, s jednim ili viSe ostataka Secera
povezanih s hidroksilnim skupinama, iako postoje i direktne veze Secera (polisaharida ili
monosaharida) na aromatski ugljik. No, svi nastaju od zajedni¢kog intermedijera, fenilalanina,
odnosno bliskog prekursora, Sikiminske kiseline (Pandey i Rizvi, 2009). Njihov sadrzaj ovisi
o mnogim ¢imbenicima kao §to su klimatski i agrotehnoloski uvjeti u uzgoju i berbi, zrelost
zrna, vrijeme Zzetve, uvjeti skladiStenja, ucinak genetskih Cimbenika 1 sorta (LeskoSek-
Cukalovi¢, 2002).

Polifenoli u biljkama pridonose pigmentaciji biljaka. Osim toga, oni djeluju kao antibiotici,
prirodni pesticidi i signalne molekule, djeluju kao zastitni agensi od UV-zracenja, privlace
oprasivace i djeluju kao izolacijski materijal za stvaranje stani¢ne strukture, dok u
namirnicama pridonose gor¢ini, oStrini, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti (Naczk i
Shahidi, 2004).



Antioksidacijska aktivnost polifenola ocituje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih kisikovih
i dusikovih vrsta, ali i inhibiciji enzima koji poveéavaju oksidacijski stres, odnosno indukciji
“antioksidativnih” enzima (Escarpa i Gonzalez, 2001). Polifenoli ujedno imaju sposobnost
keliranja metala (Lopez-Cueto i sur., 2004) te vezanja ugljikohidrata i proteina s pomocu

hidroksilnih skupina (Escarpa i Gonzalez,2001).

2.4.1. Antioksidacijski u¢inak fenolnih spojeva

Antioksidansi su molekule koje mogu donirati jedan elektron ili vodikov atom
nekom reaktivnom, slobodnom radikalu. Vrse ulogu neutralizacije slobodnih radikala i na taj
nacin Stite ljudski organizam odmogucih bolesti, ali i usporavaju kvarenje hrane bogate
lipidima (Pryor, 1991; Kinsellaisur., 1993). Kad se slobodni radikali ne bi uklanjali, to bi
rezultiralo oksidacijskim stresom koji moze uzrokovati teSke metabolicke poremecaje i zbog
toga je vrlo bitno da je uspostavljena ravnoteza izmedu oSteCenja koje radikali i oksidansi
izazivaju na povrSinskim membranama i receptorima antioksidacijske reparacije (Kazazié,
2004).

Polifenoli su sekundarni metaboliti koje biljke proizvode kako bi se zastitile od drugih
organizama. Pokazano je da dijetetski polifenoli igraju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju.
Visok unos voca, povrca i cjelovitih Zitarica bogatih polifenolima povezan je s nizim rizicima
mnogih kroni¢nih bolesti ukljucujuci rak, kardiovaskularnu bolest, kroni¢nu upalu 1 mnoge
degenerativne bolesti (Milner, 1994; Duthie i Brown, 1994). Polifenoli su izvrsni
antioksidansi jer sadrze fenolnu skupinu koja moze primiti elektron stvarajuéi pritom
fenoksil-radikal koji je relativno stabilan radikal, a na taj se nacin prekida lan¢ana reakcija
oksidacije u stani¢nih komponenata (Kehrer i Smith, 1994). Takoder, zaustavljanje reakcije se
pripisuje i hidroksilnim skupinama, osobito u 3'OH i 4'OH lancu (Goufo i Trindade, 2014).
Naime, antioksidacijska aktivnost veéine polifenolnih antioksidansa ovisi o rasporedu i
ukupnom broju hidroksilnih skupina (Cao i sur., 1997; Burda i Oleszek, 2001).

Vecu antioksidacijsku aktivnost imaju polifenoli koji sadrze kateholnu skupinu (aromatski
prsten s dvije hidroksilne skupine u orto-polozaju) nego polifenoli s jednostavnom fenolnom
skupinom (Scalbert i sur., 2005).

Antioksidacijsko svojstvo danas se naj¢eS¢e mjeri TEAC-vrijednos¢u (Trolox equivalent
antioxidant activity) koja je definirana kao mmol dm koncentracija otopine, u vodi topljivog
analoga vitamina E, troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina),
ekvivalentne antioksidacijske aktivnosti kao i 1 mmol dm™ otopina ispitivanog flavonoida
(Miller i sur., 1993;Rice-Evans i Miller, 1994).
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Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko moguc¢ih nac¢ina. Najvazniji je onaj u
kojemu djeluju kao hvataci slobodnih radikala i tako prekidaju lan¢anu reakciju slobodnog
radikala (Kazazi¢, 2004). Osim navedenog, oni imaju sposobnost helirati metalne ione, $to
pridonosi njihovoj antioksidacijskoj aktivnosti.

Prema Verstraeten i suradnicima (2003), flavanoli i procijanidina mogu reagirati s
membranskim fosfolipidima preko vezanja vodikana polarne glavne skupine fosfolipida. Kao
posljedica, ti se spojevi mogu akumulirati na povrSini membrane, kako izvan tako i unutar
stanice. Kroz ovu vrstu interakcije, kao $to sugeriraju, odabrani flavonoidi pomazu u
odrzavanju integriteta membrana sprecavanjem pristupa Stetnim molekulama preko
hidrofobnog dvosloja, uklju¢ujuéi i one koji mogu utjecati na membransku reologiju i one
koji induciraju oksidativna o$te¢enja membranskih komponenti. S druge strane, in-vitro
studije pokazale su da flavonoidi mogu izravno ukloniti molekularne vrste aktivnog kisika:
O;- superoksid, H20; - hidrogen peroksid, OH- hidroksil radikal, *1O,-kisik ili peroksil radikal.
Njihovo antioksidacijsko djelovanje uglavnom se odraZzava na njihovoj sposobnosti da
doniraju elektrone ili atome vodika (Arora i sur., 1998; Khan i sur., 2000; Sakihama i sur.,
2000). Polifenoli posjeduju idealnu kemijsku strukturu za ovu aktivnost i pokazali su se in-
vitro ucinkovitijima od vitamina E i C na molekularnoj osnovi (Rice-Evans i sur., 1997). Kao
Sto su opisali Bors i suradnici (1990), postoje tri strukturne znacajke koje su vazne odrednice
za antioksidacijski potencijal flavonoida (Slika 5):

A) orto 3", 4'-dihidroksi struktura u B prstenu (npr. katehin, kvercetin)

B) 2,3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-oksom skupinom u C prstenu (Sto omogucuje
povezivanje izmedu prstena A i B, ili delokalizacija elektrona)

C) prisutnost 3-OH skupine u prstenu C i 5-OH skupina u prstenu A.

Medu njima je 3-OH skupina najznacajnija odrednica aktivnosti koja donosi elektrone.
Glikozilirani flavonoidi gube svoju aktivnost u usporedbi s aglikonima (Rice- Evans i sur.,
1996; Yamasaki i sur., 1997).
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Slika 5. Strukturne skupine vaZzne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004)

2.4.2. Fenolni spojevi bucine pogace

Tijekom proizvodnje ulja iz bucinih sjemenaka, kao nusprodukt nastaje bucina
pogaca koja sadrzi aktivne komponente, ukljuc¢ujuéi polifenole. U svome su istrazivanju Ratz-
£yko i Arct (2015) dokazali kako ekstrakti pogace L. usitatissimum i C. pepo imaju visoku
antioksidacijsku aktivnost. Najve¢i je dio fenolnih spojeva prisutan u obliku glikozida i estera
za koje je karakteristi¢na niza antioksidacijska i antimikrobna aktivnost. Takoder, i njihova je
bioraspolozivost niza u usporedbi s oblikom slobodnog aglikona. No, ekstrakcija aktivnih
komponenata, pogotovo terpena, flavonoida i fenolnih kiselina, otezana je u tehnoloSkom
smislu zbog Cinjenice da su neki aktivni spojevi povezani s ugljikohidratima (Ratz-£yko i
Arct, 2015).

Analizom pogace C. pepo pogace identificirani su sekoisolariciresinol, tirosola, vanilinska
kiselina, kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, sinapinska kiselina,
vanilin, luteolin, kvercetin, kempferol te velika koli¢ina glikozida (alfa i beta). Bioloska
svojstva polifenola i prisutnost proteina i ugljikohidrata u poga¢ama L. usitatissimum i C.
pepo sugerirajuda se mogu Koristiti kao vrijedan izvor funkcionalnih sastojaka hrane, na
primjer kao dodatak kruhu, grickalicama, prehrambenim dodacima, Zivotinjskoj hrani ilikao

kozmeticki sastojak (Ratz-£yko i Arct, 2015).

2.4.3. Polifenolni spojevi prosa

Proso je bogat izvor fitokemikalija i mikronutrijenata. Fitokemikalije su
fenoli,lignani, B-glukan, inulin, otporni Skrob, fitati, steroli, tokoferoli, dijetalna vlakna (Devi
i sur., 2011) i karotenoidi. Fenoli nisu podjednako rasporedeni u zrnu i uglavnom su
koncentrirani u vanjskim slojevima. Naime, histokemijskim pregledom zrelog zrna dokazano

je da je gotovo 60% polifenola u prosu koncentrirano u sjemenskom omotac¢u koji ¢ini oko
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12% mase sjemena. Oni postoje kao slobodni, topivi konjugati i netopljivi vezani oblici (Devi
i sur., 2014). Obicno proso sadrzi 0,05-0,10 mg fenola na 100 g ekvivalenta katehina (Dendy,
1995). Glavni polifenoli su fenolne kiseline i tanini, dok su flavonoidi prisutni u malim
koli¢inama i oni djeluju kao antioksidanti i igraju mnosStvo uloga u imunoloSkom sustavu
(ChandrasekaraiShahidi, 2010). Glavne su fenolne kiseline ferulinska kiselina (glavna vezana
fenolna kiselina), p-kumarinska Kkiselina, dehidromeri ferulinske Kkiseline i topljiva
klorogenska kiselina (Kalinova, 2007). Udio tanina iznosi 0,055-0,178% ekvivalenta
katehina, tamno obojano zrno (crno i smede) sadrzi znatno veci udio tanina u odnosu na
svijetlo obojano zrno (Lorenz, 1983; Odumodu, 1992). Polifenoli u interakciji s proteinima
¢ine tanin-protein kompleks (Salunkhe i sur., 1985) te na taj nacin smanjuju probavljivost
proteina. Takoder, oni se vezu i na amilazu 1 na taj nacin blokiraju dehradaciju Skroba
(Kalinova, 2007). Kondenzirani tanini opcenito su moc¢niji antioksidansi od svojih

odgovaraju¢ih monomera (Devi i sur., 2014).

2.4.4. Fenolni spojevi heljde

Sjeme i ljuska heljde sadrze sastojke koji imaju biolosku aktivnost, tj. flavonoide i
flavone, fenolne kiseline, kondenzirane tanine, fitosterole, fagopirine, dijetalna vlakna,
lignane, biljne sterole, vitamine i minerale (Ahmed i sur., 2014). Hung i Morita (2008) su
otkrili da heljda sadrzi veéinu fenolnih spojeva prisutnih u slobodnom obliku koji se
distribuira u cijelom zrnu. Tako brasno, ljuska i ekstrakti cijele heljde pokazuju visoku
antioksidacijsku aktivnost (Quettier-Deleu i sur., 2000; Holasova i sur., 2002). Primarni
antioksidansi u heljdi su rutin, kvercetin, hiperin i katehini (Morishita i sur., 2007). Cijela
heljda drzi 2-5 puta vise fenolnih spojeva od zobi ili je¢ma, dok mekinje od heljde i njezina
ljuska imaju 2-7 puta veéu antioksidacijsku aktivnost od je¢ma, tritikala i zobi (Holasova i
sur., 2002; Zdunczyk i sur., 2006). Tatarska heljda sadrzi vecu koncentraciju flavonoida
(19,02 mg g1) u usporedbi s obicnom heljdom (28 mg g?) (Jiang i sur., 2007). Sadrzaj i
sastav flavonoida u sjemenu variraju izmedu razlicitih vrsta heljde i faza razvoja. Flavonoidni
sadrzaj u F. tataricumu je opéenito veci od onog u F. esculentum. U F. tataricum sjemenke
sadrze oko 40 mg g* flavonoidadok je sjemenke F. esculentum oko 10 mg g* (Li i Zhang,
2001).

2.4.4.1. Rutin

Rutin (kvercetin-3-rutinozid) je flavonol glikozid koji je sintetiziran u viSim

biljkama kao zasStitnik protiv ultraljubicastog zraCenja i bolesti (Gabers¢ik 1 sur., 2002;
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Rozema i sur., 2002). On je Siroko prisutan u biljkama, ali se relativno rijetko nalazi u
jestivim dijelovima, a prvi je put detektiran u ruti (Ruta graveolens) (Chen i sur., 2001).
Izmedu voca, povrca i zitarica, grozde i heljda sunajvaznije namirnice koje sadrze rutin. Osim
u heljdi, rutin nije pronaden u drugim zitaricama ili pseudoZitaricama, koje se mogu
koristitikao dobar izvor dijetalnog rutina (Bonafaccia i sur., 2003).

Sadrzaj rutina ovisi o genotipu heljde, uvjetima rasta, fazi rasta, dijelu biljke i godini zetve
(Lachmann i Adachi, 1990). Razli¢ite sorte heljde mogu imati razli¢itsadrzaj rutina (Ohsawa i
Tsutsumi, 1995). Najvise se rutin akumulira tijekom cvjetanja (iznad 0,12 mg g* s. tv.), u
stabljici  (0,004-0, 01 mg g* s.tv.), u gornjim listovima (0, 08-0,10 mg g s. tv.) (Hagels,
1999) i 0,12-0, 36 mg gt s.tv. u zrnu, ovisno o vrsti i uvjetima rasta (Kitabayashi i sur., 1995;
Brunori i sur., 2010; Park i sur. 2011). Najveca koli¢ina rutina nalazi se u listovima
neposredno prije cvjetanja (Michalova i sur., 1998). Na temelju istrazivanja koje su proveli
Park 1 sur. (2004), pronadeno je da je sadrzaj rutina u sjemenu i dijelovina biljke tatarske
heljde veci od onog u F. esculentum i F. Cymosum.

Takoder, rutin pruza zastitu od oSteCenja probavnog sustava, poboljSava vid i sluh, §titi od
UV-svjetla, snizava kolesterol u plazmi, §titi od oksidativnog stresa (Gong i sur., 2010),
uzrokuje hipertrofiju misi¢a (Gaberscik i sur., 2002), a takoder smanjuje formiranje Zu¢nih
kamenaca i razinu kolesterola (Kunti¢ i sur. 2011). Guo i sur. (2007) zakljuéili su da je

dodavanje rutina u smjesu brasna izazvalo znacajan porast u probavljivosti pepsina.

2.5. ULTRAZVUCNI TRETMAN

Prehrambeni proizvodi, kao §to su vocée 1 povrée, masti i ulja, Secer, mlijec¢ni
proizvodi, meso, kava i kakao te brasno sloZeni su 0od mjesavine vitamina, Secera, proteina i
lipida, vlakana, aroma, pigmenata, antioksidansa i drugih organskih i mineralnih spojeva.
Prije nego §to se takvi proizvodi komercijaliziraju, oni moraju biti obradeni i konzervirani
(Chemat i sur.,, 2011). Zbog negativnih posljedica koji se javljaju uslijed primjene
konvencionalnih metoda, pribjegava se primjeni novih tehnika, a jedna od takvih je primjena

ultrazvucne obrade

2.5.1. Ultrazvuk

Upotreba ultrazvuka u prehrambenoj industriji predmet je istrazivanja i razvoja
nekoliko desetaka godina te se upotrijebljeni rasponi zvuka mogu opéenito podijeliti na:
1. Dijagnosticki ultrazvuk (raspon u MHz) - ultrazvuc¢ni valovi niskog intenziteta

2. Ultrazvuk visoke snage (raspon u kHz) - ultrazvu¢ni valovi visokog intenziteta.
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S obzirom na razli¢ite frekvencije, oni imaju razli¢itu primjenu i razinu snagu ( Slika 6).

Ultrazvuéne valove niskog intenziteta karakterizira visoka frekvencija (1-10 MHz) te male
razine snage (manje od 1 W/ cm?). Oni ne uzokuju fizikalna i kemijska o$teéenja materijala
kroz koje prolaze, a mogu se rabiti u analiticke svrhe za odredivanje sastava, strukture ili
viskoznosti hrane te za povrSinsko CciS€enje hrane, utjecaj na enzime, ekstrakciju
potpomognutu  ultrazvukom, kristalizaciju, emulgiranje, filtraciju, procese susenjai
smrzavanja, kao i za omekSavanje mesa. Za razliku od toga, ultrazvucne valove visokog
intenziteta karakterizira niska frekvencija (20 do 100 kHz) te visoka razina snage (10 do 1000
W/ cm?). Takvi valovi, zbog velike snage kojom djeluju na materijal, uzrokuju fizic¢ka
oSte¢enja tkiva kao i odredene kemijske reakcije. Ultrazvuk visokog intenziteta, tijekom
prolaska kroz materijal, uzrokuje ubrzavanje kemijskih reakcija, povecavanje brzine difuzije,

dispergiranje agregata, ali i uniStenje enzima i mikroorganizama (Herceg i sur., 2009).

Infrazvuk Zvuk Ultrazvuk
B > >
0 10 102 103 104 10° 106 107
1 [ L 1 ! L L !
== < *;ﬁ
/ / v \
Pcéela  SrednjiC Komarac Skakavac Sismis
150 Hz 256 Hz 1500 Hz 7 kHz 70 kHz
Ljudski sluh  Ultrazvuk visoke Veci Visoka frekvencija
snage raspon
16 Hz-16 kHz 20-100 kHz 100 kHz - 2 MHz 2 MHz-10 MHz
ciscenje sonokemija medicinska dijagnostika
zavarivanje plastike kemijske analize

sonokemija

Slika 6. Podrucje podjele zvuka prema frekvencijama (Mason, 1998; Rezek Jambrak, 2008)

U prehrambenoj industriji najznacajniju primjenu ima ultrazvuk frekvencije vise od 20 kHz.

2.5.2. Princip ultrazvu¢nog tretmana

Prolaskom ultrazvu¢nih valova visoke snage kroz medij, dolazi do nastanka
longitudinalnih valova, §to pak dovodi do stvaranja podru¢ja promjenjivih kompresija i
ekspanzija tlaka (Sala i sur., 1995; Povey i Mason, 1998; Wang i Weller, 2006). Dolazi do

formiranja milijuna mikroskopskih mjehuri¢a (Supljina), koji se proSiruju pod utjecajem

15



negativnog tlaka, a potom naglo implodiraju pod utjecajem pozitivhog tlaka. Formiranje i
nastanak mjehuri¢a poznat je kao kavitacija (Drmi¢ i1 Rezek Jambrak, 2010). Molekule oko
mjehuric¢a snazno se sudaraju jedna s drugom, stvarajuc¢i mikropodrucja s ekstremno visokom
temperaturom (5500 °C) i visokim tlakom (10% 10° kPa). Taj je fenomen poznat kao

,kratkotrajna ili prijezna kavitacija* (Herceg 1 sur., 2009).

2.5.3. Ultrazvuéna ekstrakcija i primjena ultrazvuka visokog intenziteta u poboljsanju

antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet tvari uobicajeno se odreduje iz njihovih ekstrakata.
Poboljsanje ekstrakcije koriStenjem ultrazvuka visokog intenziteta uglavnom je pripisano
ucincima akusti¢ne kavitacije proizvedene u otapalu prolazom ultrazvu¢nog vala. Pri tome
nastaju kavitacijski mjehurici koji se prilikom toga komprimiraju. Uslijed negativnog tlaka i
povecanja temperature nastaje kolaps nastalih mjehuri¢a koji uzrokuje ,,Sok-val* koji prolazi
kroz otapalo i pri tome dolazi do mijesanja. Ultrazvuk visokog intenziteta takoder djeluje
mehanicki, omogucéujuci veéi prodor otapala u uzorku, povecavaju¢i kontaktnu povrSinu
izmedu krute tvari 1 tekuce faze, a kao rezultat se otapalo brzo rasprSuje od ¢vrste faze do
otapala (Rostagno i sur., 2003). Osim toga, ultrazvuk visokog intenziteta moze povecati
bubrenje i hidrataciju §to uzrokuje povecanje pora na stani¢nim stijenkama. Na taj se naéin
povecava difuzija i stoga se povecava maseni transport (Vinator, 2001). Uz mehanicki uc¢inak
ultrazvuka visokog intenziteta, postoji i toplinski indeks ultrazvuka koji se definira kao omjer
akusticke snage proizvedene u ultrazvuénom pretvorniku 1 snage potrebne za zagrijavanje
materijala koji se obraduje za 1°C (ReZek Jambrak, 2008; Zinoviadou 1 sur., 2015).

S druge strane, ekstremno visoka temperatura i tlak nastali kolapsom mjehuri¢a mogu voditi
do disocijacije vodene pare u H i OH” radikale (Herceg i sur., 2009). Hidroksilni radikali su
visoko reaktivne prirode te difundiraju od kavitacijskog mjehuri¢a kroz medij za sonifikaciju.
Njima nije moguce upravljati te ulaze u reakcije sa tvarima koje se sonificiraju, pa tako mogu
dovesti do degradacije polimera, oksidacije lipida itd. Jedna od metoda odredivanja je
kvantificirati pomocu joda. IstraZivanja pokazuju da se nepoZeljne reakcije izmedu
ultrazvuéno generiranih radikala i1 sastojaka hrane mogu minimalizirati koriStenjem niZih
frekvencija ultrazvuka visokog intenziteta prilikom obrade hrane. Ipak, ultrazvuk visokih
frekvencija se takoder moze Koristiti za obradu hrane, ukoliko su u otopini prisutni

odgovarajuci antioksidansi. Potencijal sonokemijske hidroksilacije fenolnih komponenti moze

16



se Kkoristiti kao efikasan na¢in poboljSavanja antioksidacijskih svojstava odredenog materijala
(Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).

Prednosti koriStenja ultrazvuka visokog intenziteta za preradu hrane ukljucuju: ucinkovitije
mijeSanje i mikromiksanje, brzi prijenos energije i mase, redukciju toplinskog i
koncentracijskog gradijenta, smanjenje temperature, selektivnu ekstrakciju, smanjenu veli¢inu
opreme, brze pokretanje samog procesa, povecanje proizvodnje i uklanjanje koraka u procesu

(Chemat i sur., 2011).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALLI
3.1. 1. Uzorci

Za provodenje ovog istrazivanja koriSteni su uzorci bucine pogace, heljde 1 prosa.
Bucina pogaca i heljde nabavljeni su u suradnji s uljarom ,,Poljo Posavec iz Dunjkovca dok
je proso proizvodaca K- Bio kupljen u trgovackog lancu Kaufland, a zemlja podrijetla istog je
Njemacka. Uzorci su usitnjeni pomocu elektri¢nog mlina tipa CT 193 Cyclotec™ FOSS u fini

prah, a u Tablici 4 prikazan je njihov kemijski sastav.

Tablica 4. Kemijski sastav koriStenih sirovina (izrazeno u % na suhu tvar)

SIROVINA | SUHA | PROTEINI | PEPEO | MASTI UKUPNI
TVAR REDUCIRAJUCI
SECERI
BUCINA | 98,55 50,9 965 | 22,15 1,93
POGACA
PROSO | 87,25 11,2 1,33 4,29 0,55
HELJDA | 87,3 15,5 2,12 3,01 1,30

3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke (p. a.) ili HPLC cistoce.

Ultrazvuéna (UV1) ekstrakcija

o 96% etilni alkohol, Kefo (Ljubljanja, Slovenija)
o Destilirana voda

Qdredivanje antioksidacijskog kapaciteteta FRAP i DPPH METODOM

o Etil acetat, > 99,9 %, Carlo Erba (Val de Reuil Cedex, Francuska)

o Metanol, apsolutni, HPLC grade, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

o Octena kiselina, ledena, 99,5 %, Macron (Center Valley, USA)

o DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil), Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)

o 40 mM otopina klorovodi¢ne kiseline (37 %-tne), Carlo Erba (Val de Reuil Cedex,
Francuska)
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o 10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ), Alfa Aesar GmbH & Co KG
(Karlsruhe, Njemacka)

o 20 mM otopina Zeljezo(l11)-klorid-heksahidrata, Gram-mol d.o.o (Zagreb, Hrvatska)

o Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), Sigma-Aldrich
(Steinham, Njemacka)

o Natrijev acetat-trihidrat, lach- Ner (Neratovice, Ceska)

o 2% octena kiselina, Macron (Center Valley, USA)

o Destilirana voda

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

o Folin-Ciocalteau reagens, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
o Anhidrid natrijevog karbonata (Na2CO3) Gram-mol d.o.0 (Zagreb, Hrvatska)

o Destilirana voda

Odredivanje udjela rutina HPLC analizom

o 2% octena kiselina,Macron (Center Valley, USA)

o Metanolapsolutni, HPLC C¢istoce, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

o Acetonitril, HPLC ¢istoce, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

o 3,5-dikloro-4-hidroksibenzojeva kiselina, 97 %,Sigma- Aldrich (St. Louis, USA)
(HPLC interni standard)

o Rutin hidrat, Sigma- Aldrich (St. Louis, USA)

3.1.2.1. Priprema reagensa

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta FRAP i DPPH metodom

Za pripremu 500 mL acetatnog pufera koncentracije 300 mM otopljeno je 0,93 g
bezvodnog natrijevog acetata trihidrata u vodi i dodano 8 mL ledene octene kiseline.
20 mM otopina zeljezo(IIT)-klorid-heksahidrata priprema se otapanjem 0.0541 g FeClz X
6H.0 u 10 mL destilirane vode, a 10 mM otopina zeljezova-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)
priprema se otapanjem 0,0312 g TPTZ u 10 mL 40 mM HCI. FRAP reagens pripremljen je
mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ-a i 2,5 mL FeCls x 6H-0 te zagrijava na
37 °C.

Za pripremu 0,06 mM DPPH potrebno je otopiti 0,00236 g DPPH u odmjernoj tikvici
od 100 mL s metanolom i nadopuniti do oznake
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QOdredivanje udjela ukupnih polifenola Folin-Ciocalteau metodom

Za pripremu 20%-tne otopine natrijevog karbonata otopljeno je 200 g anhidrida
Na>COz u 800 mL vruce destilirane vode u odmjernoj tikvici od 1000 mL, zatim se ohladi na
sobnu temperaturu te se odmjerna tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Pripremljena otopina mora stajati 24 sata te se nakon toga toga profiltrira kroz filter papir.

Udio rutina HPLC analizom

Kod pripreme internog standarda potrebno je odvagati 0,0138 g 3,5-dikloro-4-
hidroksibenzojeve kiseline direktno u odmjernu tikvicu od 10 mL te dopuniti s metanolom do
oznake. Dobivena otopina, koncentacije 1,038 mg mL™, se razrijedi 10 puta. 30 pl internog

standarda dodaje se uzorku.

3.1.3. Aparatura i pribor

Ultrazvuéna (UV1) ekstrakcija
o Ultrazvuk, UP 400 St, Hielscher (Njemacka)

o Digitalni termometar, Oregon Scientific (USA)

o Uparivacdusikom, Reacti-Therm Dry Block + Reacti-Vap Evaporator (Pierce, SAD)

Spektrofotometrijske analize

o Mikropipete

o Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

o Spektrofotometar, Specord 50 Plus (Njemacka)

o Analiticka vaga, Kern ALS 200-4N (Njemacka)

o Vorteks mijesalica, IKA MS3 basic, SAF

o Magnetska mijesalica, IKA C-MAG HS-7 (SAD)

o Centrifuga, Thermo Scientific Micro Cl 21 (Njemacka)

o Mikrofilteri veli¢ine pora 0,22 um, Filter-Bio (Kina)
HPLC analiza

o Mikrofilteri veli¢ine pora 0,22 um, Filter-Bio (Kina)

o HPLC vijale s pripadaju¢im navojnim ¢epovima sa septom, Agilent Technologies,

(Kalifornija, SAD)
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o HPLC kolona Fortis UniverSil HS C-18 (250 x 4.6 mm, 5um), Agilent Technologies,
(Kalifornija, SAD)

o HPLC predkolona C 18, Phenomenex (Torrance,USA)

o HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (tekuc¢inski kromatograf visoke u¢inkovitosti s
PDA (,,Photo Diode Array*) detekcijom), Agilent Technologies (Kalifornija, SAD)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Klasi¢na i ultrazvuéna ekstrakcija uzoraka

Za ekstrakciju odvagano je po 45 g uzorka, a kao otapalo je koristen 48%-tni etanol za
koji su Inglett i sur. (2011) svojim istrazivanjem dokazali da je bolji u usporedbi s vodom i
apsolutnim etanolom. Smjese otapala i uzorka su bile izlozene djelovanju ultrazvuka visokog
intenziteta kroz 5, 10, i 20 minuta pri amplitudi od 100 % te je provedena ekstrakcija na
uredaju s direktno uronjenom ultrazvuénom sondom promjera 22 mm (oznake: UVI, 5 min,
10 min, 20 min) (Slika 7). Zbog definiranja utjecaja temperature koja poraste pri tretmanu od
20 min kod tretiranja uzorka heljde, provedena je i ekstrakcija na nacin da je ¢asa sa uzorkom
uronjena u ¢asu s ledom kako bi se temperatura snizila (oznaka: H, UVI, 20 MIN, HL).

Takoder, uzorak je prije tretmana pomocu leda ohladen na temperaturu od 11 °C.

Radi bolje procjene utjecaja ultrazvuka visokog intenziteta na ekstrakciju polifenolnih
spojeva, ekstrakcija uzoraka se provodila i bez ultrazvuka visokog intenziteta pri sobnoj
temperaturi (25 °C) uz mijeSanje uzorka pomocu magnetske mijesalice kroz 20 minuta
(oznake: B, NULA, 20 MIN; P, NULA, 20 MIN; H, NULA, 20 MIN). Takoder, ekstrakcija je
provedena i1 uz grijanje uzoraka na 50 ° C uz mijeSanje uz pomo¢ magnetske mijesalice kroz
20 minuta (oznake: B, NULA, GR, 20 MIN; P, NULA, GR, 20 MIN; H, NULA, GR, 20
MIN).

Nakon provedene ekstrakcije tretiranim uzorcima izmjerena je temperatura pomocéu
termometra te su, nakon hladenja, centrifugirani na 10000 o/min u trajanju od 15 minuta.
Supernatant dobiven centrifugiranjem je odekantira od nastalog taloga te je prebacen u casu
od 100 mL (urinarka). Supernatant buc¢ine pogace je bilo potrebno dodatno profiltrirati kroz
filter Whatman (br .1) zbog velikog udjela masti (20%) (Ratz-Lyko i Arct, 2015). Odvojeni
talog je susen na 60 °C kroz 1-2 sata. Uzorci i osuSeni talog sucuvani na temperaturi od -18

°C u zamrzivacu do analize. Osuseni talog se koristio za ekstrakciju masti po Soxhletu, a
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supernatant je sluzio za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta, ukupnih polifenola te udjela

rutina u uzorcima.

Slika 7. Ultrazvuéni sustav sa direktno uronjenom sondom

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola
3.2.2.1. Priprema uzorka za ekstrakciju

Nakon centriguriranja, cca 5 mL supernatanta je filtrirano preko najlonskoj filtera te je
izuzeto 2 mL filtriranog uzorka. U uzorke se dodaje 30 pL internog standarda (3,4-dikloro-4-
hidroksibenzojeva) i 2 mL 2% octene kiseline, a zatim je sve skupa vorteksirano. Potom je u
suspenziju dodano 3 mL etil acetata, sve skupa je provorteksirano 30 sekundi i centrifurigano
15 min na 4000 rpm. Etilacetatna frakcija je odvojena pipetiranjem u Eppendorf viale i
stavljena na upravanje pod struju duSikom uz grijanje pri 40 °C. Ekstrakcija je ponovljena jo§
2 puta, s po 2 mL etil acetata. Uparene uzorke je bilo potrebno spremiti u frizider na -20 °C do
analize. Prije kromatografske analize upareni ekstrakti otopljeni su u metanolu prema Tablici
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5 za spektrofotometrijske metode, dok su za analizu na HPLC-u, uzorci otoljeni u 100 pl

metanola te su isti vorteksirani 15 sekundi.

Tablica 5. Potrebni volumen metanola za odredenu sirovinu za DPPH, FRAP i TPC metode.

Uzorak Volumen metanola | pL]
Bucina pogaca 800

Heljda 1200

Proso 400

Princip metode:

Odredivanje ukupnih fenola (TPC) se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-
Ciocalteau reagensa s ekstraktima ukupnih fenola i fenolnih kiselina, prema Cukelj i sur.
(2015), a sam postupak ekstrakcije opisan je u poglavlju 3.2.3.1. Folin Ciocalteu reagens je
smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline, gdje pri reakciji s fenolnim spojevima,
hidroksidne grupe fenolnih spojeva oksidiraju, dok se kiseline reduciraju u plavo obojeni
volframov oksid i molibdenov oksid. Intenzitet nastalog plavog obojenja mjeren je pri valnoj
duljini od 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izrazena je kao ekvivalent galne kiseline
(GAE) umg g

Postupak metode:

30 pl metanolni ekstrakt doda se u kivetu za spektrofotometrijsko mjerenje (4 mL)
koja sadrzi 400 puLvode. U otopinu je potom dodano 100 ul Folin-Ciocalteu reagensa te nakon
3 minute dodano 300 pL 20 % Na,COz i 1,16 mL vode. Nakon 2 sata u mraku na sobnoj
temperaturi, mjeri se apsorbancija na UV/VIS spektrofotometru, pri 765 nm, u usporedbi sa
slijepom probom (Cisti metanol). Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od
apsorbancije uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi za izracunavanje konacnog

rezultata. Sva mjerenja se provode u tri paralele.

Udio ukupnih fenola odreden je uz pomo¢ bazdarnog pravca (Slika 8) i izrazava kao mg
ekvivalenta galne kiseline na g suhog uzorka. Za izradu bazdarne krivulje koriSteno je Sest
koncentracija galne kiseline. 1z bazdarne krivulje dobije se jednadZzba pravca prema kojoj se
izraCunava koncentracija ukupnih fenola. Koncentracija ukupnih fenola izrazava se kao

ekvivalent galne kiseline (GAE) u mg mL™. JednadZba bazdarne krivulje glasi [1]:

y=2,145x+0,009

R?=0,998




[1]
Gdje su:
x — udjel ukupnih polifenola (mg mL™?)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm
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Slika 8. Bazdarna krivulja za ukupne fenolne spojeve

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta polifenolnih spojeva provedeno je
koristenjem DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) i FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant

Power) metode.

3.2.3.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta DPPH metodom

Princip metode:

Metoda se zasniva na redukciji slobodnih radikala DPPH* (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) antioksidansom koji sluzi kao donor vodika ili elektrona. Reakcija je pracena
smanjenjem apsorbancije. Naime, DPPH radikal zbog nesparenog elektrona pokazuju jaku
apsorbanciju u vidljivom dijelu spektra pri 515 nm, ali nakon redukcije pomocu antioksidansa
(AH) ili radikalne vrste (R"), apsorpcija nestaje (Brand-Williams i sur., 1995), odnosno dolazi

do obezbojenja koje je u stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona. Takoder,
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prilikom reakcije dolazi do promjene boje iz ljubiCaste u Zutu boju S$to se myjeri

spektofotometrijiski.
DPPH' + AH — DPPH-H + A"
DPPH' + R — DPPH-R
Postupak rada:

U Kivetu za spektrofotometrijsko mjerenje otpipetirano je 25 pl metanolnog ekstrakta,
dodano 950 pl 0,06 mMDPPH otopine te promuckano. Kao slijepa proba se koristi Cisti
metanol, a kao kontrolni uzorak ¢ine 25 pl metanol umjesto uzorka i 950 ul DPPH. Nakon 30
min stajanja u mraku izmjerena je apsorbancija koja se mjeri na UV/VIS spektrofotometru,
pri 517 nm, u usporedbi s slijepom probom. Za svaki uzorak provedena su tri paralelna
mjerenja.

Sposobnost ekstrahiranih spojeva da hvataju DPPH slobodne radikale gleda se u odnosu na
obezbojenje otopine koja oznacava smanjenje DPPH radikala, a racuna se prema sljedecoj
jednadzbi [2]:

. . Ak- Au Ak- A
% vezanih radikala == 4 2 x 100

k Ak [2]

Gdje su:
Au — apsorbancija uzorka
Ak — apsorbancija kontrolnog uzorka

Sposobnost 'gasenja’ slobodnih radikala izrazava se kao pmol vezanih DPPH radikala na
masu uzorka (Zhou i Yu, 2004) ili preko bazdarne krivulje Sest razli¢itih koncentracija
Troloksa (6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) u metanolu (Cukelj i
sur., 2015).

1z jednadzbe bazdarne krivulje ( Slika 9) konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje
ovisnost % vezanih radikala o koncentraciji standarda (mmol L), odreduje se

antioksidacijski kapacitet u ispitivanom uzorku. Jednadzba bazdarne krivulje glasi [3]:

y=69,13x+1,727
R2=0,997 3]
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Gdje su:
X - koncentracija standarda otopine Trolox-a (mg mL™)

y - % vezanih radikala
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Slika 9. Bazdarna krivulja za DPPH

Rezultati su izrazeni kao pmol trolox ekvivalenata g suhe tvari uzorka.

3.2.3.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta FRAP metodom

Princip metode:

Metoda se temelji na redukciji zuto obojenog kompleksa Fe(III)-TPTZ u intenzivno
plavi kompleks Fe(Il)- TPTZ pri niskom pH (Slika 10) Reakcija se odvija u prisutnosti
antioksidansa koji donira elektron te se spektrofotometrijski mjeri na valnoj duljini od 593 nm
na kojoj kompleks pokazuje intenzivno obojenje (Benzie i Strain, 1996, Ou i sur., 2002).

Intenzitet boje je proporcionalan redukcijskoj sposobnosti antioksidansa.
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Slika 10. FRAP reakcija (Huang i sur., 2005)

Postupak metode:

U mikrokiveti pomijesa se 15 gL mikrofiltriranog ekstrakta heljde ili 20 uL mikrofiltriranog
ekstrakta bucine pogace ili 25 pL mikrofiltriranog ekstrakta prosa i 1 mL FRAP reagensa te
se nakon 4 minute izmjeri apsorbancija pri 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepu probu
¢ini Cisti metanol. Za izradu bazdarnog pravca (Slika 11) pripremljena je otopina Troloksa (6-
hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) u metanolu u jedanaest razlicitih
koncentacija u rasponu 0,01372— 1,4406 mg mL* (Benzie i Strain, 1996; Cukelj i sur., 2015).

Rezultati izraZeni kao umol Troloksa g™ suhe tvari uzorka. Jednadzbe bazdarne krivulje glase

[4]:

y=0,021x+0,025

4
R2=0,987 4]

Gdje su:

x — koncentracija standarda otopine Trolox-a (ug mL™)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm
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Slika 11. Bazdarna krivulja za FRAP

3.2.4. Odredivanje udjela rutina HPLC analizom

Odredivanje udjela rutina u uzorku heljde provedeno je tekucéinske kromatografije
visoke djelotvornosti uz PDA detektor ( Slika 12), a sam postupak ekstrakcije je opisan u
poglavlju 3.2.2.1., ekstrahirani uzorak se otopi u 100 pL metanola te je profiltriran kroz

celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢ine pora 0,22 pm.

Metoda za odredivanje fenolnih spojeva primjenom HPLC analize se temelji na
odvajanju fenolnih spojeva primjenom gradijentnog eluiranja. Odredivanje je provedeno na
Agilent HPLC sustavu koji se sastoji od: kromatografske kolone, pumpe, injektora, detektora,
integratora i kompjuterske stanice. Analiza je provedena prema prema dolje navedenim

uvjetima.
Postupak analize:
Parametri kromatografske analize:

Kolona: HPLC kolona Fortis UniverSil HS C-18 (250 x 4.6 mm, 5um)
Mobilne faze: Otapalo A — 2% octena kiselina
Otapalo B — Metanol: Acetonitril (1:1, v/v)

Protok: 1 mL min?
Volumen injektiranja: 20 uL
Eluiranje: gradijentno
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Gradijent: prikazan u Tablici 6

Detekcija: UV/VIS Photo Diode Array (A=360 nm)
Temperatura kolone: sobna
Vrijeme uravnotezenja: 10 min

Vrijeme trajanja analize: 30 min

Post Time: 10 min
Maksimalni tlak: 350 atm
Minimalni tlak: 2 atm

Tablica 6. Gradijent otapala za HPLC analizu

t [min] Otapalo A [%0] Otapalo B [%]
0 96 4
15 85 15
35 50 50
40 50 50

RUTIN

Slika 12. Kromatogram uzorka heljde

3.2.4.1. Identifikacija i kvantifikacija spoja rutina

Za UV detekciju polifenola rutina koristen je Photo Diode Array (PDA) detektora, a
snimanjem eluata na 360 nm dobiven je Kkarakteristican kromatogram uzorka (Slika 12).
Identifikacija spoja provedena je usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenog spoja (Rt) s

vremenima zadrzavanja standarda te usporedbom s UV-spektrima standarda (oblik spektra,
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povrsina pika i apsorpcijski maksimumi). Kvantifikacija se provodi pomoc¢u bazdarne krivulje
standarda (Slika 13) koja je napravljena od pet razli¢itih koncentracija standarda rutina.
Naime, pocetka koncentracija rutina je razrijedena i dobiven je raspon koncentacija 0,5-2 mg
mL. JednadZba bazdarnih pravaca je [5] :

y=0,131x+0,905

[5]
R?=0,974
Gdje su:
X — udjel spoja rutina (mg mL™)
y — izmjerena povrsina/ interni standard
7.0000
6.0000 %
< 5.0000
S, /
'S 4.0000
s <
=
5 3.0000 /
(72
Q
< 2.0000
1.0000 L
0.0000 ; ; ; ; .
0 10 20 30 40 50
Koncentracija mg mL?

Slika 13. Bazdarna krivulja za rutin

HPLC analize provedene su u dvije paralelne probe, a rezultati su izraZzeni kao mg/g uzorka te

su prikazani kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.5. Statisti¢ka obrada

Za statisticku analizu 1 izradu grafi¢kih prikaza eksperimentalnih podataka koriSteni su
Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD) i Microsoft Office Excel 2007. Rezultati mjerenja

izrazeni su kao srednja vrijednost sa standardnom devijacijom, a za usporedbu uzoraka
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koriStena je analiza varijance (ANOVA), s Tukey post-hoc testom. Kao granica statisti¢ke

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

lako je djelovanje ultrazvuka visokog intenziteta prou¢avano na viSe od stotinu biljnih
vrsta, pregledom baza podataka znanstvenih radova uoc¢eno je da ucinak djelovanja ultrazvuka
visokog intenziteta na bioaktivni profil heljde, prosa i bu¢ine pogace do sada nije uopce ili je

rijetko istrazivan.

U ovome je radu ispitan utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta visoke frekvencije na slobodne
bioaktivne spojeve i antioksidanse heljde, bucine pogaCe i prosa. Poznato je da se
fitokemikalije Zitarica veéinski nalaze vezane esterskim i glikozidnim vezama za polimere
stani¢nih stijenki (Fardet i sur., 2008; Cukelj i sur., 2010), a isto je dokazano i kod uljarica
(Shahidi i Yeo, 2016). Iako je neosporan zdravstveni utjecaj cjelovitih Zitarica na zdravlje,
zahvaljuju¢i sinergiji njihovih vlakana 1 razli¢itih bioaktivnih spojeva, jo§ uvijek je u
potpunosti nerazjasnjeno in vivo djelovanje slobodnih, konjugiranih i vezanih oblika.
Pretpostavka je da je zbog vezanog oblika vecéina bioaktivnih spojeva zitarica otporna na
uvjete probavnog sustava te da glavni utjecaj i antioksidacijsko djelovanje imaju u debelom
crijevu (Shahidi i Yeo, 2016), za razliku od antioksidansa iz voca i povréa ¢iji je najveéi dio
u slobodnom obliku te vjerojatno glavno djelovanje imaju u tankom crijevu (Fardet i sur.,
2008). Stoga je pitanje bi li oslobadanje vezanih oblika povecalo bioaktivni i antioksidacijski
potencijal Zitarica 1 uljarica, te bi li takvi spojevi mogli imati ulogu u oksidativnoj zastiti
proizvoda iz zitarica i produljenju trajnosti. Vezani oblici bioaktivnih spojeva mogu se
osloboditi postupcima hidrolize, no kemijski tretman ¢esto ne dozvoljava kasniju ljudsku
konzumaciju. Iz tog razloga je ultrazvuk odabran kao tehnologija koja se prethodno pokazala
kao uspjesna u razaranju stani¢nih stijenki biljnih materijala, ¢ime se mehanicki otvara pristup
bioaktivnim spojevima (Drmi¢ i ReZzek Jambrak, 2010). Buc¢ina pogaca odabrana je kao
nusproizvod uljarske industrije visoke prehrambene vrijednosti s potencijalom iskoriStavanja
u ljudskoj prehrani (Tamer i Copur, 2014), a heljda i proso kao sirovine koje su od sve veceg
interesa industriji i potroSa¢ima kao visokovrijedne bezglutenske Zitarice (Saleh i sur.,2013;

Ahmed i sur., 2014; Dziedzic i sur., 2015).

Rezultati dobiveni spektrofotometrijskom analizom ekstrakata nakon ultrazvuénog
tretmanaprikazuju ukupnu koli¢inu fenolnih spojeva (TPC) i antioksidacijsku aktivnost u
navedenih uzorcima. Ukupna koli¢ina fenolnih spojeva odredena je pomoc¢u Folin-Ciocalteau

reagensa dok je antioksidacijska aktivnost odredena pomoc¢u DPPH i FRAP metode. Dobiveni
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rezultati za TPC prikazani su kao mg GAE po g uzorka dok su rezultati za antioksidacijsku

aktivnost prikazani kao umol Troloksa po g uzorka.

Nakon provedene UV/Vis PDA analize, HPLC metodom je odredenu udio rutina u ekstraktu

heljde koji je prikazan kao mg g uzorka. Osim toga, tijekom tretmana UVI mjerena je

temperatura na pocetku i na kraju tretmana (Tablica 7) te je uoceno povecanje temperature za

otprilike 12 °C nakon svakog tretmana. Naime, prolaskom ultrazvuka visokog intenziteta kroz

materijal, osim kavitacije dolazi i do zagrijavanja. Kao rezultat snaznog sudaranja molekula

oko mjehuri¢a nastaju tzv. ,,mikropodrucja“ s ekstremno visokim temperaturama i visokim

tlakom te dolazi do pojave selektivnog povisenja temperature (Herceg i sur., 2009).

Tablica 7. Prikaz izmjerenih temperatura prije i nakon UVI tretmana

Tretman

Temperatura prije

tretmana (° C)

Temperatura nakon

tretmana (° C)

H, NULA, 20 MIN 28,6 28

H, NULA GR, 20 MIN 30,05 56
H, UVI, 20 MIN 26,5 68,5

H, UVI, 20 MIN, HL 11 47
H, UVI, 10 MIN 25,85 53,85
H, UVI, 5 MIN 26,1 46,65
P, NULA, 20 MIN 29,9 27,75
P, NULA GR, 20 MIN 30,3 55,25
P, UVI, 20 MIN 26,5 70,05

P, UVI, 10 MIN 26,5 60

P, UVI, 5 MIN 28 48
B, NULA, 20 MIN 29,25 27,05
B, NULA GR, 20 MIN 29,7 54,65

B, UVI, 20 MIN 27 73

B, UVI, 10 MIN 26 60

B, UVI, 5 MIN 27,5 48
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4.1. UDIO UKUPNIH FENOLA I ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST BUCINE
POGACE

Na sljede¢im slikama prikazani su rezultati ukupnih fenola te DPPH i FRAP antioksidacijske

aktivnosti bucine pogace.

Na slici 14. prikazan je sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu UVI tretirane i

netretirane buc¢ine pogace koji je odreden uz pomo¢ Folin-Ciocalteau reagensa.

0.4+

0.34

0.2+

mg GAE g*

0.1

0.0

\'%

Slika 14. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u bu¢inoj pogaci tretiranoj i netretiranoj UVI.
Razlic¢ita slova ozna€avaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p<0,05).

Dobiveni rezultati ukazuju da tretman ultrazvukom visokog intenziteta nema djelovanje na
proces oslobadanja slobodnih ukupnih fenolnih spojeva. Izmedu rezultata prije i poslije

tretmana ultrazvukom visokog intenziteta nema statisticke razlike, $to je utvrdeno ANOVA

testom (p>0,05).
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pmol trolox g -1

Slika 15. Antioksidacijski kapacitetet UV tretirane i netretirane bucine pogace odreden
DPPH metodom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih

vrijednosti (p<0,05).

a
I
I

pmol trolox g'1

Slika 16. Antioksidacijski kapacitetet UV tretirane i netretirane bu¢ine pogace odreden
FRAP metodom. Razlic¢ita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu dobivenih
vrijednosti (p<0,05).
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Takoder, sli¢no kao kod ukupnih fenolnih spojeva izmjerena antioksidacijska aktivnosti
DPPH (Slika 15) i FRAP (Slika 16) metodom isto pokazuju kako UVI tretman ima
negativan ucinak na antioksidacijsku aktivnost budu¢i da su izmjerene vrijednosti bile nesto

vece u netretiranim uzorcima.

lako se i FRAP i DPPH metodama odreduje antioksidacijska aktivnost, ti testovi baziraju se
na razli¢itim kemijskim nacelima te je stoga preporucljivo provesti vise testova ¢ime Se
pokriva $iri raspon prisutnih antioksidansa hrane (Apak i sur., 2013).

Upravo ta razlika izmedu testova vidljiva je u izmjerenim vrijednostima za FRAP metodu,
kod koje je uocen negativan pad, i kod vrijednosti za DPPH metodu kod koje su rezultati
nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta od 5 minuta nizi nego kod netretiranih
uzorka, ali statisticki neznacajno (p>0,05). Buduéi da se testovi za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti medusobno trebaju nadopunjavati, zanimalo nas je kolika je
korelacija izmedu pojedinih testova. Tako je koeficijent korelacije DPPH i TPC vrijednosti
za buCinu pogacu iznosio r = 0,176 (p>0,05), dok je korelacija TPC vrijednosti sa
vrijednostima izmjerenima FRAP metodom iznosila r = 0,323 (p>0,05). Analiza korelacije
pokazuje da ne postoji znacajna korelacija izmjerenih ukupnih fenolnih spojeva i
antioksidacijske aktivnosti, §to dovodi do zakljucka da su vjerojatno i neki drugi spojevi (npr.
steroli, tokoferoli) koji nisu obuhvaceni Folin-Ciocalteu metodom ukljuceni u
antioksidacijske reakcije. S druge strane korelacija izmedu vrijednosti dobivenih DPPH i
FRAP metodom je srednje jaka, odnosno r = 0,739 (p<0,05).

DPPH metoda temelji se na mehanizmu prijenosa elektrona, ali takoder 1 na prijenosu
vodikog atoma s$to ju ¢ini boljom metodom za antioksidacijski kapacitet (Pérez-Jiménez i sur.,
2008). Povecanjem koncentracije ili stupnja hidroksilacije fenolnih spojeva, aktivnost
uklanjanja DPPH radikala takoder se povecava, ¢ime je i definirana antioksidacijska aktivnost
(Zhou i Yu 2004). S druge strane, FRAP test obi¢no se koristi za mjerenje antioksidacijskog
kapaciteta hidrofilnih spojeva (Pérez-Jiménez i sur., 2008). Osim toga, utvrdeno je da metoda
za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koja se temelji na uklanjaju radikala, kao $to je
DPPH e, ne koristi bioloski relevantan radikal (Apak i sur, 2013), dok FRAP Kkoristi kelirani
zeljezni ion kao oksidacijsko sredstvo (Cukelj i sur., 2015).

Ovakav negativan ishod primjene ultrazvuka visokog intenziteta moze se pripisati procesu

stvaranja radikala iz vodenog medija koji se dogada tijekom sonokemijskog procesa. Naime,
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kako to i navodi Ashokkumar i sur. (2008), koriStenje ultrazvuka moze pogorsati kvalitetu
sastojaka hrane zbog nastajanja hidroksilnih radikala koji se zatim ugraduju u fenolne
spojeve. Oni su dokazali kako se povec¢anjem snage ultrazvuka, smanjuje koli¢ina fenolnih
spojeva, kao i koli¢ina radikala nastalih prilikom UVI tretmana, a s druge strane se poveca
koli¢ina konvertiranih fenola. Otkrili su direktnu povezanosti izmedu konvertiranih fenola i
koli¢ine OH" radikala. U slucaju budine poga¢e o¢ito dominiraju proizvedeni OH” radikali
koji reagiraju s fenolnim spojevima. Dodatno, smanjenje koli¢ine slobodnih fenolnih spojeva i
antioksidanasa bucine pogace moze biti uzrokovano povecanom ,izlozenosti“ fenolnih
spojeva valovima ultrazvuka visokog intenziteta i proizvedenim radikalima. Naime, u procesu
mehanicke ekstrakcije ulja, odnosno presanja, stanice bucinih kostica se otvaraju pri ¢emu
dolazi do oStecenja istih kao dodatna posljedica, fenolni spojevi su manje zasticeni stani¢nim
strukturama.

Obzirom na troSkove i trajanje procesa mozemo zakljuéiti da se UVI tretmanom ne postize
znacajno povoljan ucinak na oslobadanje bioaktivnih spojeva bucine pogace, odnosno
postoji potencijal njihovog uniStavanja tretmanom UVI, stoga UVI nije preporucljiva
metoda za tretman bucine pogace ukoliko je svrha povecanje slobodnih antioksidanasa i

fenolnih spojeva.

4.2. UDIO UKUPNIH FENOLA I ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST PROSA

Na sljede¢im slikama prikazani su rezultati mjerenja ukupnih fenola te antioksidacijske
aktivnosti DPPH i FRAP metodama.

Na slici 17. prikazan je sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu prosa koji je odreden uz

pomo¢ Folin-Ciocalteau reagensa.
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Slika 17. Sadrzaj ukupnih slobodnih fenolnih spojeva u prosu netretiranom i tretiranom UVI.

Razlic¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p<0,05).

Dobiveni rezultati za sadrzaj ukupnih fenola prosa ukazuju da je najbolji uc¢inak oslobadanja
ukupnih fenolnih spojeva postignut nakon ultrazvucnog tretmana od 20 min, zatim 5 min te
10 min. lako je 20 min tretman UVI pokazao najvise vrijednosti, dobivene podatke treba uzeti
s oprezom buduc¢i da je koeficijent varijacije bio visi od 22%, do ¢ega je doSlo vjerojatno zbog

eksperimentalne greske.

Na slikama 18 i 19 prikazan je antioksidacijski kapacitetet etanolnog ekstrakta prosa
odredenog DPPH 1 FRAP metodom.
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umol trolox gt

Slika 18. Antioksidacijski kapacitet prosa netretiranog i tretiranog UVI odreden DPPH
metodom. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih
vrijednosti (p<0,05).

Iz prikazanih rezultata za antioksidacijsku aktivnosti vidljivo je da utrazvuk ima negativan
ucinak na antioksidacijsku aktivnost koja se upotrebom utrazvuka smanjivala duljim
vremenom tretmana. Medutim analiza varijance pokazuje kako nema znacajne statisti¢ne
razlike izmedu dobivenih vrijednosti. Niske vrijednosti ukupnih fenolnih spojeva u prosu,
koje su u usporedbi s heljdom (Slika 20) bile oko 27 puta nize moZemo pripisati ¢injenici da
je koristeno i analizirano proso bilo oljusteno, odnosno odredeni sadrzaj vlakana je bio nizi
od 3% (rezultati nisu prikazani). Rezultati su u skladu s Chandrasekara i sur. (2012) koji su u
svojem istrazivanju dokazali da oljusteni proso ima punu nizu antioksidacijsku aktivnost, ali i

TPC. Naime, kod zitarica polifenoli se uglavnom nalaze u omotacu zrna.
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Slika 19. Antioksidacijski kapacitet prosa netretiranog i tretiranog UVI odreden FRAP
metodom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih
vrijednosti (p<0,05).

Iz rezultata dobivenih FRAP metodom (Slika 19) mozemo uoditi kako je najveca
antioksidacijska aktivnost postignuta kod tretmana ultrazvukom visokog intenziteta nakon 5

minuta te vrijednost kod tog tretmana iznosi 1,687 pmol Troloksa g.

Buduc¢i da je najveca antioksidacijska aktivnost koja je izmjerena FRAP metodom bila nakon
UVI tretmana od 5 minuta, ba$ kao i rezultati dobiveni Folin-Ciocalteau reagensom (ukoliko
uzmemo u obzir visoke varijacije rezultata dobivenih nakon 20 minutnog tretmana), a
rezultati dobiveni DPPH metodom (Slika 18) ne pokazuju znaéajno povecanje, odnosno
usporedivi su s rezultatima uzorka koji je bio samo zagrijavan (bez UVI tretmana), moZzemo
zakljuciti da tretman ultrazvukom visokog intenziteta ne utjeCe znacajno pozitivno na
ekstrakciju polifenolnih spojeva i antioksidansa, odnosno da se isti u¢inak moze postiéi i

obi¢nim zagrijavanjem.

Za razliku od buline pogace koeficijent korelacije DPPH 1 TPC vrijednosti bio je r = 0,411
(p>0,5), dok je korelacija TPC vrijednosti sa vrijednostima izmjerenima FRAP metodom
iznosila r = 0,374 (p>0,5). S druge strane korelacija izmedu vrijednosti dobivenih DPPH i

FRAP metodom bila je r = 0,083(p>0,05). Ovi podaci ukazuju da ne postoji korelacija
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izmedu koristenih testova, S§to se moze objasniti raznolikoSCu spojeva koji su razlicito

reagirali s koristenim reagensima.

4.3. UDIO UKUPNIH FENOLA I ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST HELJDE

Na sljede¢im slikama prikazani su rezultati mjerenje ukupnih fenola te antioksidacijske

aktivnosti heljde DPPH i FRAP metodama.

Na slici 20. prikazan je sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu heljde koji je odreden

uz pomo¢ Folin-Ciocalteau reagensa.
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Slika 20. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u heljdi tretiranoj i netretiranoj UVI. Razli¢ita

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p<0,05).

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti kako je ultrazvuk visokog intenziteta imao
pozitivan u¢inak na koli¢inu TPC u odnosu na netretirani i nezagrijavani uzorak, a najbolji
rezultat je postignut pri tretmanu ultrazvuka u trajanju od 10 minuta pri ¢emu je koncentracija
TPC iznosila 1,462 mg GAE g uzorka (s.tv.).

Na slikama 21 i 22 prikazan je antioksidacijski kapacitet etanolnog ekstrakta heljde odreden
DPPH i FRAP metodama.
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Slika 21. Antioksidacijski kapacitetet UVI tretirane i netretirane heljde odreden DPPH
metodom. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu dobivenih

vrijednosti (p<0,05).
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Slika 22. Antioksidacijski kapacitet UVI tretirane i netretirane heljde odreden FRAP
metodom. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu dobivenih
vrijednosti (p<0,05).
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Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti kako je najveca antioksidacijska aktivnost
postignuta kod tretmana ultrazvukom visokog intenziteta nakon 10 u odnosu na netretirani i
nezagrijavani uzorak minuta. Najvecéa vrijednost kod mjerenja DPPH metodom iznosi 19,33
umol Troloksa po g uzorka (s.tv.), dok je najveca vrijednost kod mjerenja FRAP metodom
iznosila 49,81 pmol Troloksa g uzorka (s.tv.). Iz dobivenog mozemo uoditi linearnu
koleraciju izmedu sadrzaja TPC 1 antioksidacijske aktivnost. Naime pri ve¢em udjelu TPC
poveca se 1 antioksidacijska aktivnost izmjerena DPPH metodom, pri ¢emu koeficijent
korelacije DPPH i TPC vrijednosti, r = 0,687 (p<0,05), dok je korelacija TPC vrijednosti sa
vrijednostima izmerenima FRAP metodom nesto visa i iznosi r = 0,861 (p<0,05). Korelacija
izmedu samih metoda za mjerenja antioksidacijske aktivnosti nije bila znacajna, odnosno

iznosila je r =0,562 (p = 0,057).

Kratko vrijeme tretmana UVI (10 minuta) za postizanje maksimalnih vrijednosti analiziranih
spojeva u heljdi vjerojatno proizlazi iz ¢injenice da su polifenoli u sjemenu heljde u velikom
postotku prisutni u slobodnom obliku (Hung i Morita, 2008) pa je ultrazvuk visokog
intenziteta dodatno pobolj$ao njihovo oslobadanje. Medutim, za razliku od bucine pogace
gdje je dio spojeva ve¢ bio osloboden iz stani¢nih stijenki prilikom ekstrakcije ulja te na taj
nacin podlozniji UVI degradaciji, kod heljde su ovi spojevi vjerojatno viSe djelomicno
mehanicki zasticeni matriksom te se u ispitivanom vremenu nije uspjelo do¢i do negativnog
djelovanje UVI. Inace, za razliku od heljde, kao $to je ve¢ receno, polifenoli drugih zitarica
prvenstveno su vezani za komponente stani¢ne stijenke pa se takvi kompleksi tesko
razgraduju, a difuzija otapala u te materijale zahtijeva drasti¢ne uvjete ekstrakcije 1 dugo

vrijeme ekstrakcije (Oniszczuk i sur., 2014).

4.3.1. UDIO RUTINA U ETANOLNOM EKSTRAKTU HELJDE

Izmedu svih zitarica i pseudozitarica heljda je jedinstvena po tome Sto sadrzi rutin,
spoj iz skupine flavonodina kojemu se pripisuju brojni pozitivni u¢inci na zdravlje. Upravo je
prisutnost rutina jedan od glavnih razloga iskoristavanje heljde u proizvodnji razlicitih vrsta
prehrambenih proizvoda od heljde (Kreft i sur, 2006). Zbog znacajnosti rutina, u ovom radu

proucen je i utjecaj tretmana ultrazvukom visokog intenziteta na sadrzaj rutina.

Na slici 23. prikaz je udio rutina u etanolnom ekstraktu heljde
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Slika 23. Udio rutina u etanolnom ekstraktu heljde. Razli¢ita slova oznac¢avaju statisticki

znacajnu razliku izmedu dobivenih vrijednosti (p<0,05).

Dobiveni rezultati za sadrzaj rutina u heljdi ukazuju na neutralan odnosno negativan uc¢inak
ultrazvuka visokog intenziteta na rutin, ovisno o vremenu tretmana. Na temelju ANOVA
analize mozemo uociti kako nema znacajne razlike u sadrzaju rutina izmedu uzoraka prije i
nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta. Dobivene vrijednosti za rutin u skladu su s
rezultatima koje su dobili Fabjan i sur. (2003) koji je dokazao kako sadrzaj rutina ovisi o vrsti

heljde i uvjetima uzgoja.

Za buduca istraZivanja ostaje upitno bi li upotreba drugog otapala prilikom ultrazvucnog
tretmana bila jo$ efikasnija u oslobadanju rutina iz heljde. Naime, Peng i sur. (2013) u svom
istrazivanju tretirali heljdu ultrazvukom visokog intenziteta te uocili koleraciju izmedu udjela
metanola kao otapala i ucinkovitosti ekstrakcije. Prilikom koristenja 10-50 % metanola,
prinos rutina je bio izrazito manji u usporedbi kada je koristeni udio metanola bio iznad 50%,
a kao mogu¢i uzrok navode degradaciju rutina pri nizim vrijednostima metanola. Takoder,
moguc¢i razlog je i prisutnost vece hidrofilne SeCerne skupine na kvercetinskim dijelu
molekule. Naime, u heljdi je rutin nekovalentnim vezama povezan na druge molekule i
ukljucen je u stani¢nu strukture biljke. Otapalo mora uéi u stani¢ne strukture kako bi se doslo
do rutinskih molekula i kako bi se prekinule nekovalentne veze izmedu rutinskih i drugih

stani¢nih dijelova.
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Slican zakljucak o vaznosti vrste otapala su dobili i Yang i Zhang (2008) prilikom ekstrakcije
rutina i kvercitina iz okriljene kurike (E. Alatus (Thunb.)), a koji su ispitivali razli¢ite
koncentracije etanola (40%,50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%). Njihovi su rezultati pokazali

kako upotreba 70%-tne vodene otopine etanola daje najbolje rezultate.

4.4. DVOSTRUKO DJELOVANJE ULTRAZVUKA

Kako bi provjerili na koji nacin razli¢iti efekti UVI, kavitacija i zagrijavanje, utjeCu na
fenolne spojeve i antioksidanse, u slucaju heljde postavljen je jos i pokus gdje je prilikom 20
min tretmana UV uzorak bio hladen na nacin da je ¢aSa sa uzorkom uronjena u ¢asu s ledom
te je postignuta temperatura od 47 °C (Tablica 7). Dobiveni su rezultati koji ukazuju na vazan
utjecaj temperature prilikom tretmana UVI na ispitivane spojeve. Naime, uslijed zagrijavanja
uzorka bez primjene ultrazvuka visokog intenziteta (H, NULA GR, 20 MIN) uocéeno je
znacajno povecanje sadrzaja TPC i antioksidacijske aktivnosti (Slike 20, 21, 22), u odnosu na
uzorak Kkoji nije bio tretiran UVI i nije bio zagrijavan (H, NULA, 20 MIN). Razlog tome se
moze pripisati ¢injenici da poviSena temperatura povecava topljivost slobodnih fenolnih
spojeva i pomaze kod odvajanja funkcionalnih grupa fenolnih spojeva (Inglet i sur, 2011).
Inglett i sur. (2009) svojim istrazivanjem su takoder dobili iste rezultate, tj. potvrdili da
poveéanjem temperature dolazi do poveéanja TPC. Da temperatura ima vazan utjecaj na
dobivene rezultate vidljivo je i iz rezultata gdje je uzorak tretiran UVI i istovremeno hladen
(H, UVI, 20 MIN, HL) imao nize izmjerene vrijednosti u kod sva tri testa u odnosu na UVI
tretiran uzorak koji nije bio hladen (H, UVI, 20 MIN). Poveéanjem temperature
ekstrakcijskog medija moze se povecati difuzija otapala u stanice, a moze se takoder
poboljsati desorpcija i topljivost ciljnih spojeva stanica (Dong i sur., 2010). Medutim, kada
temperatura ekstrakcije prelazi odredeni prag (60 do 70 ° C), prinos ekstrakcije pocinje se
smanjivati. To se moze pripisati smanjenom broju akusti¢nih kavitacijski mjehuri¢a nastalih

ultrazvukom i termi¢koj degradaciji flavonoida (Zhang i sur., 2009; Esclapez i sur., 2011).

Iz dobivenih rezultata u ovom istrazivanju vidljivo je kako je najveca koli¢ina spojeva kod
heljde dobivena kod temperature oko 55 °C, koja je postignuta nakon tretmana ultrazvukom
visokog intenziteta u trajanju 10 minuta. Ista temperatura je postignuta i bez tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta, samo grijanjanjem (H, NULA GR, 20 MIN) kada je

postignut gotovo isti sadrzaj 1 antioksidacijski kapacitet kao i nakon tretmana nakon 10
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minuta. Izmedu spomenuti rezultata nema znacajne razlike, ali primjenom ultrazvuka visokog
intenziteta isti rezultat je postignut u dvostruko kracem vremenu. Ipak u buduéim
istrazivanjima trebalo bi ispitati utjecaj samo zagrijavanja u kraéim vremenima (5 i 10 min)

kako bi se dobio to¢niji uvid u dvostruki uc¢inak ultrazvuka visokog intenziteta.

4.5. USPOREDBA UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA | ANTIOKSIDACIJSKE
AKTIVNOSTI BUCINE POGACE, HELJDE I PROSA

Na temelju dobivenih vrijednosti (Slika 20-22) moze se zakljuciti da je od
istrazivanih sirovina heljda najbogatija ukupnim fenolima (1,18 mg GAE g7, s.tv.) i ima
najvecu antioksidacijsku aktivnost koja iznosi 16,82 pmol Troloks g?, s.tv. (DPPH metoda) i
32,03 umol Troloks g?, s.tv. (FRAP metoda), a vrijednosti potkrepljuju brojni literaturni
navodi (Watanabe, 1998; Wijngaardi i Arendt, 2006; Ratz-£yko i Arct, 2015). No, i bucina
pogaca koja nastaje kao nusprodukt se pokazala kao izrazito vrijedna sirovina. Prema
rezultatima prikazanih na Slikama 14-16, mozemo uociti da ona sadrzi oko 4,5 puta manje
ukupnih fenola (0,26 mg GAE g7, s.tv) te ima oko 5 puta manju antioksidacijsku aktivnost
mjerenu  DPPH metodom (3,40 pmol Troloks ¢!, s.tv), odnosno 4 puta manju
antioksidacijsku aktivnost mjerenu FRAP metodom (8,61 umol Troloks g, s.tv) u odnosu na
heljdu. Prema rezultatima istrazivanja Cukelj i sur. (2015), bu¢ina pogada ima sli¢nu
antioksidacijsku aktivnost kao kukuruz i zob. S druge strane, bu¢ina pogaca ima 7 puta vise
ukupnih fenolnih spojeva i ve¢u antioksidacijsku aktivnost u odnosu na proso. Time moZemo
uociti potencijal koji skriva ovaj nusprodukt za daljnu upotrebu.

Na temelju dobivenih vrijednosti (Slika 17-19) mozemo zakljuditi da je proso najsiromasniji
ukupnim fenolima (0,04 mg GAE g, s.tv.) i ima najmanju antioksidacijsku aktivnost koja
iznosi 0,46 pumol Troloks g?, s.tv. (DPPH metoda) i 1,27 umol Troloks g, s.tv. ukoliko
(FRAP metoda). To su ocekivani rezultati budu¢i da se radi o oljustenoj Zzitarici. Dodatno
povecanje TPC i antioksidacijske aktivnosti (Slika 14-22) moze se posti¢i zagrijavanjem
uzorka ili primjenom ultrazvuka visokog intenziteta. Interes za istrazivanjem bucine pogace
nije toliko izraZen te do sada nije bilo objavljenih radova u kojima je tretirana bucina pogaca.
No, uvidjevsi kakav potencijal skriva ova sirovina, za ocekivati je da ¢e se to u skorasnje

vrijeme promijeniti.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata koji su dobiveni u okviru ovog istrazivanja i provedene rasprave

moze se zakljuciti sljedece:

1. Ultrazvuk visokog intenziteta, snage 400 W pri 100% amplitudi i u vremenu
djelovanja od 5, 10 ili 20 minuta imao je razli¢iti utjecaj na oslobadanje ukupnih
fenolnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost, ovisno o vrsti tretiranog uzorka (bucina

pogaca, heljda, proso) te vremenu trajanja tretmana.

2. U odnosu na netretiranu bucinu pogacu, ultrazvuk visokog intenziteta je imao
negativan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost pogace izmjerenu DPPH i FRAP
metodama, dok na udio slobodnih ukupnih fenolnih spojeva nije imao znacajan

utjecaj.

3. Ultrazvuéni tretman nije imao utjecaj na udio slobodnih fenolnih spojeva i DPPH
antioksidacijsku aktivnost ekstrakta prosa u odnosu na netretirani uzorak, ali je
tretman u trajanju od 5 minuta za oko 33% povisio FRAP antioksidacijsku aktivnost u
odnosu na netretirani uzorak.

4. Najveéi utjecaj djelovanje ultrazvuka visokog intenziteta pokazao se na uzorcima
mljevene heljde, kod koje je nakon 10 min uoceno povecanje i ukupnih slobodnih
fenolnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti, i to: 24% za ukupne fenolne spojeve,
15% za DPPH antioksidacijsku aktivnost i 56% za FRAP antioksidacijsku aktivnost

5. U odnosu na ukupne fenolne spojeve i antioksidacijsku aktivnost, ultrazvucni tretman
heljde nije imao utjecaj na ekstrakciju najvaznijeg flavonoida heljde, rutina. lako je
uoceno vidljivo smanjenje koli¢ine rutina primjenom ultrazvuka u trajanju 20 min, ta

razlika nije bila statisticki znacajna.

6. Ultrazvuk visokog intenziteta izaziva kavitaciju, ali i istovremeno zagrijava uzorak. U
ovom istrazivanju na primjeru heljde pokazano je da zagrijavanje ima vazan utjecaj na
oslobadanje fenolnih spojeva i1 antioksidansa, budu¢i da su izmjerene vrijednosti
dobivene nakon ultrazvu¢nog tretmana bile sli¢ne vrijednostima netretiranog, ali
zagrijavanog uzorka. Ipak, ultrazvuk visokog intenziteta je taj ucinak u vecini

slucajeva postigao u kraCem vremenu.
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7. Bucina pogaca se pokazala kao vrijedan izvor fenolnih spojeva i antioksidansa gdje su
vrijednosti bile za 7 puta veée od prosa za TPC, DPPH i FRAP, a manje od heljde za
S5puta. Ipak, ultrazvucni tretman nije prepoznatkao metoda za povecanje tih istih
spojeva u bucinoj pogaci jer nema znacajan utjecaj ili dovodi do odredenog stupnja

degradacije.
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