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1. UVOD

Heljda je pseudotitarica koja sadrti proteine uravnotetenog aminokiselinskog sastava, bogata
je lizinom Kkoji je vatan za izgradnju proteina u ljudskom organizmu. Predstavlja izvor
energije zbog Skroba te sadrti vlakna i lipide bogate nezasi¢enim mastima (Zhu i sur., 2014).
Nusproizvodi nastali tijekom obrade zrna heljde, kao Sto su ljuske, zbog visokog udjela
vlakana mogu se koristiti kao sirovina za proizvodnju proizvoda s visokim udjelom vlakana
(Dziedzic i sur., 2012).

U danasnje vrijeme unos vlakana u prosjeku je i dalje znatno niti od preporucene dnevne doze

te je zbog toga nutno dodavati vlakna u prehrambene proizvode (Zhu i sur., 2014).

Vlakna se dijele na topljiva i netopljiva te ovisno o tome imaju i razliite pozitivne ucinke na
ljudsko zdravlje. Pove¢an unos vlakna mote imati povoljne uCinke kod kardiovaskularnih
bolesti, divertikuloze, dijabetesa, raka debelog crijeva kao i kod drugih kronicnih bolesti
(Abdul-Hamid i Luan, 2000). Fizioloski u€inak vlakana prije svega ovisi o podrijetlu, omjeru
pojedinih frakcija, stupnju usitnjavanja sirovina te primijenjenim termiCkim procesima.
Tehnoloski postupci koji se primjenjuju u obradi heljde mogu utjecati na udjel i sastav
vlakana kao i na funkcionalna svojstva (Dziedzic i sur., 2012). Kako bi se poboljsala
funkcionalnost vlakana, na fizikalno-kemijska svojstva vlakana mote se utjecati razlicitim
tretmanima poput kemijskog, enzimatskog tretmana, mehanickog tretmana poput mljevenja,

tretmana toplinom ili termo-mehanickog tretmana (Dhingra i sur., 2012).

Cilj ovog rada bio je istratiti kako kriomljevenje, odnosno razlicita veliina Cestica i enzimski
tretman pri razliCitom udjelu enzima i vremenu trajanja utjecu na udjel netopljivih vlakana, na
udjel vlakana netopljivih u 78 %-tnom etanolu, a topljivih u vodi te na udjel vlakana topljivih
u 78 %-tnom etanolu i vodi u uzorcima ljusaka heljde. TakoDer istratit ¢e se i utjecaj
kriomljevenja na hidratacijska svojstva vlakana, odnosno na kapacitet zadrtavanja vode (engl.
Water Retention Capacity, WRC).



2. TEORIJSKIDIO

2.1. HELJDA (lat. Fagopyrum esculentum)

Heljda pripada porodici Polygonaceae i rodu Fagopyrum. U rodu Fagopyrum ima 15 biljnih
vrsta, a gospodarsko znacCenje imaju samo tri vrste: obiCna heljda (lat. Fagopyrum
esculentum), tatarska heljda (lat. Fagopyrum tataricum) i viSegodisnja heljda (lat. Fagopyrum
cymosum). Postoje diploidini (2n = 16) i tetraploidni oblici (2n = 32) heljde. Tetraploidna
heljda ima veéu masu, krupnije zrno i vece prinose zrna od diploidne (Kovacevié¢ i Rastija,
2014).

Heljda se koristi kao titarica jer je njezina sjemenka bogata Skrobom, ali s obzirom na to da
nema zajednickih bioloSkih svojstava sa titaricama ubraja se u tzv. ,pseudotitarice”.
Sjemenka heljde sadrti 13-15 % proteina vrlo povoljnog aminokiselinskog sastava s vise
lizina te ostalih esencijalnih aminokiselina u odnosu na druge titarice. TakoDer ima povoljan
utjecaj na ljudsko zdravlje te se koristi u farmaceutskoj industriji za dobivanje glikozida rutina
koji zaustavlja krvarenje, smanjuje krvni tlak i razinu kolesterola u krvi (Kovacevic¢ i Rastija,
2014). Heljda zbog snatne ekoloske prilagodljivosti mote rasti i u nepovoljnom okrutenju.
Zahtijeva manje vode i manje hranjivih tvari iz tla za razliku od ostalih usjeva te mote rasti na
mjestima s niskom temperaturom i s malo oborina (Li i Zhang, 2001). Heljda je i medonosha
biljka i kao takva koristi se za ispaSu pcela, a s jednog hektara mote se dobiti 125 do 300 kg

meda (Kovacevi¢ i Rastija, 2014).

2.1.1. Obiljetja heljde

Korijen heljde vretenastog je oblika dutine 80-120 cm, a iz njega izbija mnostvo tila i tilica.
Korijen €ini samo 3 % ukupne tetine biljke (Kovacevi¢ i Rastija, 2014). Korijenski sustav
heljde ima znaCajnu fizioloSku aktivnost, izluCuje mravlju, octenu, limunsku i oksalnu
kiselinu koje pomatu biljci da se opskrbi hranjivim tvarima, uglavnom fosforom (Vojtiskova i
sur., 2012). Glavna stabljika je Cvrsta, Suplja i uspravna, visine 50-300 cm. Vecinom je
razgranata, no mote biti i bez boCnih grana. Sorte s antocijanom imaju crvenkastu boju
stabljike koja u zriobi prelazi u smeDu. Plodni dio stabljike i grana na kojima se grupiraju
cvjetovi otvorenog tipa €ine grozdastu cvat (lat. corymbus) (Kovacevic i Rastija, 2014).

Listovi na stabljici smjeSteni su jedan nasuprot drugome, Siroki su i srcolikog oblika, dugi 5 —
10 cm. Doniji listovi imaju peteljke i kratke zaliske, a gornji su sjedeci. Boja listova takoDer
mote biti crvenkasta (Kovacevi¢ i Rastija, 2014).



Cvijet heljde sastoji se od 5 lapova, 5 latica, 8 prasnika i jednog tucka, a cvjetovi su skupljeni
na cvjetnoj grancici (grozdasta cvat). Latice su bijele ili rutiCaste nijanse. Cvjetovi su
dvospolni i postoje dva tipa (heterostilija) — jedni su s prasnicima dutim od tucka, a drugi s
kraim pradnicima, pa je to stranooplodna biljka. Heljda stvara velik broj cvjetova (1000—
2000), a cvatnja i oplodnja traju dugo, od 30 do 60 dana, da se oplodi samo oko 20 %
cvjetova (Kovacevic i Rastija, 2014). Na Slici 1 vide se bijeli cvjetovi heljde, sa stabljikom i

zelenim listovima.

Slika 1. Heljda (Anonymous 1, 2019)

Plod heljde, orasci¢ u obliku prizme, pokriven je ¢vrstom ljuskom koja je prirasla uz sjeme i
¢ini 18-40 % ukupne tetine ploda (Slika 2). Sjemenka unutar ljuske takoDer je prizmati¢nog
oblika, tamnosmeDe boje, a endosperm je bijele boje, neproziran sa sadrtajem 3kroba kao i
titarice, a u sredini endosperma smjeStena je klica (Kovacevi¢ i Rastija, 2014). Ljuska je

manje gustoce od vode, a to olakSava odstranjenje sjemenke iz ljuske (Li i Zhang, 2001).



Slika 2. Plod heljde (Anonymous 2, 2015)

2.1.2. Hranjiva vrijednost heljde

Heljda je bogata hranjivim tvarima, sadrti proteine (1-1,25 mg 100 g™), skrob (6,5-7,5 mg
100 g™), masti (0,20-0,25 mg 100 g™) i mineralne tvari (0,20-0,25 mg 100 g). Mineralni
sastav heljde Cine elementi poput teljeza, cinka, fosfora, bakra, kalcija, joda. Mineralne tvari
nalaze se u vanjskom omotacu sjemena i u ljusci (Li i Zhang, 2001). TakoDer heljda je bogata
vlaknima te zbog toga ima pozitivan u€inak na gastrointestinalni trakt i znacajno utjeCe na
metabolizam drugih hranjivih tvari. Sjeme heljde ne sadrti gluten te je sigurno za
konzumaciju za ljude oboljele od celijakije (\VojtiSkova i sur., 2012). Jestivi dijelovi sjemenki
heljde sadrte visokokvalitetne proteine s visokim udjelom lizina i arginina, te usporeDujuci
proteine heljde s kazeinom i proteinima drugih biljaka, ekstrakti proteina heljde mogu
smanjiti razini kolesterola u krvi, tocnije razinu LDL-kolesterol i VLDL-kolesterola (Li i
Zhang, 2001).

2.2. VLAKNA

Vlakna su onaj dio biljnog materijala koji je u ljudskoj probavi otporan na enzimatsku
razgradnju te ukljuCuje celulozu, necelulozne polisaharide (hemiceluloza, pektin, guma, guma
arabika) i lignin (Dhingra i sur., 2012). Netopljiva vlakana povezuju se s regulacijom rada
crijeva, a topljiva se vlakna povezuju sa smanjenjem razine kolesterola u krvi i apsorpcijom

crijevne glukoze (Rossel i sur., 2009).



Hrana bogata vlaknima, poput voca, povrca i cjelovitih titarica povezuje se sa smanjenjem
rizika od razlicitih kroni¢nih bolesti, a istrativanjem se pokazalo da utjeCe na smanjenje rizika
od dijabetesa (tip Il) i kardiovaskularnih bolesti, smanjuje krvni tlak te poboljSava razinu
masnoc¢a u krvi. Hrana s visokim udjelom vlakana mote doprinijeti znaajnom poboljSanju

ljudskog zdravlja (Zhang i sur., 2018).

Vlakna se obi¢no dodaju u prehrambene proizvode kako bi se poboljSale hranjive vrijednosti,
kao i tekstura, boja, aroma i okus hrane. Vlakna visokog antioksidativnog djelovanja mogu se
dodati u namirnice bogate mastima kako bi se poboljSala oksidativna stabilnost i produljio rok
trajanja (Elleuch i sur., 2011).

2.2.1. Podjela vlakana

Vlakna se mogu klasificirati kao topljiva u vodi ili netopljiva u vodi. U vodi topljivim
vlaknima pripadaju pektinske tvari, gume i sluzi, a celuloza, hemiceluloza i lignin pripadaju
netopljivim vlaknima. Vlakna u hrani mogu se mijenjati kvalitativno i kvantitativno ovisno o

stupnju zrelosti biljnog materijala (Roehrig, 1988).

Pektinske tvari grupa su slotenih polisaharida gdje je D-galakturonska kiselina sastavni dio.
Strukturne su komponente biljne stani¢ne stijenke i djeluju kao meDustani¢ne gradivne tvari
(Kay, 1982). Pektin je djelomino metoksilirani polimer galakturonske kiseline, a
komercijalno se dobiva iz jabuka i citrusnog voca. Jako se dobro otapa u vodi i gotovo ga u
potpunosti metaboliziraju bakterije debelog crijeva. Zbog svojstva teliranja, pektinske tvari
mogu smanjiti brzinu pratnjenja teluca i utjecati na vrijeme prolaska kroz crijeva, a to

objasnjavaju njihova hipoglikemijska svojstva (Jenkins i sur., 1987).

Biljna vlakna koja nastaju u specijaliziranim sekretornim biljnim stanicama koja nisu dio
stanicne stijenke su gume i sluzi. Gume i sluzi jako su razgranati polisaharidi koji stvaraju
gelove, vetu vodu i druge organske materijale. Gume su ljepljive izluCevine koje nastaju kao
odgovor na traumu (guma arabika), uglavnom se sastoje od guar gume i gume arabike. Guar
guma je galaktomanan izoliran iz sjemena biljke Cyamopsis tetragonolobus, a djelomi¢nom
enzimskom hidrolizom daje produkt koji se mote koristiti kao topljivo vlakno. Takvo vlakno
ima iste fizioloSke uCinke poput topljivin vlakana. Guma arabika sloten je polisaharid
arabinogalaktana u smjesi s glikoproteinom, te se izdvaja iz bagremova drveta (Dhingra i sur.,
2012). Sluz se izluCuje u endosperm biljnog sjemena te djeluje na spreCavanje prekomjerne
dehidratacije biljke (Kay, 1982). Guar guma i pektin koriste se kao zgudnjivaCi u

prehrambenoj industriji (Jenkins i sur., 1978).



Sastavni dio stani¢ne stijenke u biljkama je celuloza, nerazgranati linearni lanac sastavljen od
nekoliko tisuca jedinica glukoze koje su povezane (-1,4 glikozidnom vezom. Mehanicka
CvrstocCa, otpornost na bioloSku razgradnju, niska topljivost u vodi i otpornost na hidrolizu
kiselinom svojstva su celuloze koja je rezultat vezanja vodika unutar mikrofibrila (Dhingra i
sur., 2012).

Hemiceluloza je polisaharid, heterogeni polimer Seéerne kiseline, pentoza (arabinoza i
ksiloza) i heksoza (glukoza, galaktoza, manoza). Visoko je razgranati polimer koji nije
kristalan, a u prirodi je sastav hemiceluloze neujednacen, a to ovisi o prirodi biljnog izvora
(Sajith i sur., 2016). Hemiceluloza sadrte okosnice glukoznih jedinica povezanih [-1,4
glikozidnom vezom, no za razliku od celuloze, manje su veliCine, sadrte razne Secere i
vecinom su razgranati. Hemiceluloza sadrti uglavnom ksilozu i neSto galaktoze, manoze,

arabinoze i drugih Secera (Kay, 1982).

Lignin je sloteni polimer kojeg Cine fenilpropanske jedinice kao Sto su kumarilni alkohol,
koniferilni alkohol i sinapilni alkohol povezani u trodimenzionalnu strukturu koju je tesko
razgraditi. Lignini daju krutost tijelu biljke i igraju klju¢nu ulogu u transportu tekucine i
spreCavanju prodiranja mikroba (Sajith i sur, 2016). Lignini se razlikuju u molekularnoj tetini
i sadrtaju metoksila. Zbog snatne intramolekularne veze koja ukljucuje ugljik-ugljik vezu,
lignin je jako inertan i pokazuje veéu otpornost od bilo kojeg drugog polimera u prirodi (Kay,
1982).

2.2.2. Svojstva vlakana

Fizikalno-kemijska svojstva imaju vatnu ulogu u funkcionalnosti vlakana te ogranicavaju
njihovu upotrebu kao prehrambeno-tehnoloskih Cimbenika. Pojava novih izvora vlakana, kao
i novih metoda obrade za poboljSanje njihove funkcionalnosti, proSirili su primjenu vlakana u
prehrambenoj industriji i otvorili nove mogucnosti za razvoj proizvoda obogacenih vlaknima i
za stvaranje novih tekstura za razliCitu primjenu. Vlakna mogu mijenjati konzistenciju,
teksturu, reoloSka svojstva i senzorske karakteristike prehrambenih proizvoda (Rosell i sur.,
2009).

VeliCina Cestica igra vatnu ulogu u kontroliranju procesa koji se odvijaju u probavnom traktu,
kao Sto je vrijeme prolaska kroz probavni trakt, fermentacija, izluCivanje fekalija. Raspon
veliCine Cestica ovisi 0 vrsti stanicnih stijenki prisutnih u hrani i o stupnju njihove obrade.
Velicina Cestice vlakana mote varirati tijekom prolaska kroz probavni trakt kao rezultat

tvakanja, mljevenja i razgradnje bakterija u debelom crijevu (Gullion i Champ, 2000).



Nadalje, poroznost te dostupna povrSina vlakana mogu utjecati na njihovu fermentaciju,
odnosno utjeCu na mikrobnu razgradnju u debelom crijevu. Poroznost i povrSina dostupna
bakterijama ili enzimima ovisi o strukturi vlakana koja se povezuje s podrijetlom i na¢inom
prerade. Smanjenje volumena pora ima veci utjecaj na povrSinsku dostupnost za bakterije,

usporedno s povrsinskom dostupnos¢u za enzime (Gullion i sur., 1998).

Hidratacijska svojstva djelomi¢no odreDuju sudbinu vlakana u probavnom traktu te
objasSnjavaju neke fizioloSke uCinke vlakana (Gullion i Champ, 2000). Hidratacijska svojstva
vlakana mjere se pomocu Cetiri hidratacijska parametra: bubrenja, topljivosti, kapaciteta
zadrtavanja vode primjenom vanjske sile (engl. Water Retention Capacity, WRC) i kapaciteta
zadrtavanja vode bez primjene vanjske sile (engl. Water Holding Capacity, WHC). Bubrenje
vlakana usko je povezano s njihovom topljivoséu. Povecanjem temperature, poveéava se i
bubrenje vlakana (Thibault i sur., 1992). Bubrenje i sposobnost zadrtavanja vode prutaju
opceniti prikaz hidratacije vlakana i daju korisne informacije za vlakna koja se dodaju u
hranu. Apsorpcija vode mote prutiti viSe informacija o vlaknima kao i o volumenu pora, a to
mote pomoci boljem razumijevanju ponaSanja vlakana u hrani ili tijekom prolaska kroz
crijeva (Gullion i Champ, 2000). Na hidratacijske parametre vlakana, poput WRC-a i
bubrenja utjeCe ionska jakost, pri ¢emu Ce visoka ionska jakost u otapalu smanjiti WRC.
TakoDer ioni prisutni u vlaknima mogu utjecati na bubrenje i WRC, ovisno o vrsti vlakana.
Na hidrataciju vlakana mote utjecati i veliina Cestica, kao i enzimski tretman vlakana,
susenje, kuhanje, ekstruzija (Thibault i sur., 1992). Hidratacija vlakna nastaje adsorpcijom na
povrSinu makromolekule unutar meDuprostora vlaknaste matrice ili gel-matrice. Kapacitet
zasiéenja vlakna ili gornja granica zadrtane vode odreDena je kemijom i morfologijom
makromolekula te pH-vrijednosti i elektrolitima u okrutenju (Kay, 1982). Maksimalna
koliCina vode koju vlakna mogu zadrtati ovisi o izvoru vlakana, naCinu mjerenja i pripreme,
kao i njihovim fizikalno-kemijskim i strukturnim karakteristikama. Hidratacijska svojstva
vlakana odreDuju njihovu optimalnu razinu uporabe u hrani kako bi se zadrtala odreDena

tekstura (Raghavendra i sur., 2006).

Na topljivost vlakana utjeCe struktura polisaharida, kao i temperatura i ionska jakost. Topljiva
i netopljiva vlakna razlikuju se u fizioloSkim ucincima i tehnoloskoj funkcionalnosti. Vlakna
topiva u vodi utjeCu na povecanje viskoznosti otopine (Abdul-Hamid i Luan, 2000). Ako je
polisaharidna struktura takva da se molekule spajaju zajedno u kristalnom nizu, polimer ¢e
biti energetski stabilniji u ¢vrstom stanju nego u otopini. Linearni polisaharidi koji u svojoj

konformaciji sadrte masne vrpce, poput celuloze, netopljivi su, a polisaharidi s odreDenim
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nepravilnostima u strukturi ili razgranati polisaharidi (guar guma) obi¢no su topljivi (Gullion i
Champ, 2000).

Viskoznost je jedno od najlakSe prepoznatljivih svojstava vlakana (Jenkins i sur., 1978).
Viskoznost se mote opisati kao otpor protoka nekog fluida. Povec¢anje molekulske mase ili
povecanje duljine lanca utjeu na viskozitet vlakana u otopini koji se takoDer povecava.
Polimeri dugog lanca poput guma (guar guma, tragakant guma) znaCajno vetu vodu i
pokazuju visoku viskoznost otopine. Opcenito, jako topljiva vlakna koja su jako razgranata ili
su relativno kratki lanac polimera poput gume arabike, imaju nisku viskoznost. Tretmani koji
utjeCu na smanjenje viskoznosti vlakana, takoDer bi utjecali i na smanjenje korisnog

fizioloskog uCinka (Gullion i Champ, 2000).

2.2.3. Utjecaj prerade na svojstva vlakana
RazliCitim naCinima prerade poput mehanickog, kemijskog, toplinskog i enzimskog

procesiranja mogu se poboljsati svojstva vlakana (Elleuch i sur, 2011).

Mehani¢ka obrada poput mijeSanja, utjecat ¢e na otvaranje strukture vlakana, a to ce
omoguciti slobodnim hidroksilnim skupinama celuloze vezanje s vodom (Sangark i
Noomhorm, 2004). Mljevenje, takoDer, mote utjecati na svojstva vlakana. Mljevenjem se
mijenja struktura vlakana, ¢ime se povecava povrSina dostupna za apsorpciju vode te se mote
utjecati na povecanje ili smanjenje hidratacijskih svojstava ovisno o veli€ini Cestica
(Raghavendra i sur., 2006).

Enzimska hidroliza takoDer je jedna od uCestalih metoda koja se koristi za modifikaciju
vlakana (Zhang i sur., 2018). Enzimskim tretmanom mote se izmijeniti omjer topljivih i
netopljivih vlakana. Tretiranjem stani¢nih zidova ksilanazom povecava se razina topljivih
vlakana (Elleuch i sur., 2011). Dokazano je da enzimska ekstrakcija potpomognuta celulazom
mote povecati udjel topljivih vlakana i isto tako poboljSati fizikalno-kemijska i funkcionalna
svojstva vlakana, poput sposobnosti zadrtavanja vode, emulgirajuca svojstva, kapacitet
ugradnje i adsorpcijsku sposobnost (Zheng i Li, 2018). Toplinski tretmani mogu utjecati na
promjenu omjera izmeDu topljivih i netopljivih vlakana, udjela ukupnih vlakana i na promjenu
njihovih fizikalno-kemijskih svojstava. Ove promjene ovise o vrsti biljnog materijala i naCinu
obrade (Elleuch i sur., 2011).



2.3. ENZIMI

Hemicelulaze su glikozidne hidrolaze ili esteraze ugljikohidrata predstavljene ksilanazama
(EC 3.2.1.8), B-manazama (EC 3.2.1.78), arabinofuranozidazama (EC 3.2.1.55) i [3-
ksilozidazama (EC 3.2.1.37). Ksilan Cini oko 70 % hemiceluloza, a hidrolizira ga ksilanaza do
oligomera, koji se dalje razgraDuju na ksilozu B-ksilozidazama. Za potpunu degradaciju
hemiceluloze potrebne su i druge hemicelulaze poput manaze i arabinaze, a to ovisi 0
kemijskom sastavu hemiceluloze (Sajith i sur., 2016). Ksilanaze djeluju prvenstveno na
hemicelulozu, povecavajuci sposobnost zadrtavanja vode, mo¢ bubrenja i apsorpciju ulja
(Zhang i sur., 2018). Ksilanaza djeluje tako da smanjuje sadrtaj celuloze i hemiceluloze u

netopljivim vlaknima (Wen i sur., 2017).

Celulaza je kljucni enzim za pretvorbu celuloze u jednostavne 3ecere. Enzim je Koji
hidrolizira -1,4-glikozidne veze celuloze i drugih srodnih derivata celooligosaharida. Za
postizanje razgradnje netaknute vodikove veze celuloze potrebno je sinergisticko djelovanje
tri glavne vrste enzima poput endoglukanaze (EC 3.2.1.4), egzoglukanaze (EC 3.2.1.91) i -
glukozidaze (EC 3.2.1.21) (Sajith i sur., 2016). Celulaze djeluju tako da pretvaraju netopljiva

u topljiva vlakna kako bi se povecala topljivost vlakana u vodi (Zhang i sur., 2018).

Endoglukanaze hidroliziraju amfornu (unutarnju) regiju fibrila nasumi¢nim cijepanjem [3-
glukozidnih veza. Celobiohidralaze su egzoglukanaze koje oslobaDaju celobiozu s kraja lanca,
dok p-glukozidaze dovrSavaju proces razgradnje hidroliziranjem celobioze 1 drugih
celodekstrina s malim stupnjem polimerizacije u glukozne jedinice. Celulaze su znaCajane za
industrijsku primjenu, posebno u sektorima hrane, kemikalija, deterdtenata, kozmetike, pulpe
I papira (Sajith i sur., 2016).

2.4. KRIOMLJEVENJE

Kriomljevenje je proces mljevenja u prisutnosti kriogenih tekucina poput tekuceg dusika Cija
je temperatura -196 °C. Niska temperatura tekuceg dusSika tijekom kriomljevenja osigurava
hlaDenje potrebno za prethodno hlaDenje uzorka i odrtavanje teljene niske temperature
apsorbiranjem topline koja se stvara tijekom mljevenja (Singh i Goswami, 2000). Tekudi
dusik (-196 °C) jedan je od najhladnijih tvari, potpuno inertan, bezbojan, bez okusa i mirisa te

bez Stetnih utjecaja na okoli$ (Balasubramanian i sur., 2012).

Kriomljevenje predstavlja uCinkovitu tehniku za proizvodnju praha s nanocesticama. Tehnika

uklju€uje mljevenje pomocu kuglica i tekuéeg dusika (-196 °C). Zbog kriogene temperature i



intenzivnog mljevenja kuglicama, veli€ina izvornog praha u relativno se kratkom vremenu

smanjuje na nanorazinu (Back i sur., 2005).

Primjenom kriomljevenja u prehrambenoj industriji dobivaju se prehrambeni proizvodi visoke
kvalitete, zadrtava se teljeni izgled, Cuvaju se ljekovita i aromatiCna svojstva zacina,
ljekovitog bilja i drugih prehrambenih proizvoda te je potroSnja energije manja u usporedbi s
tradicionalnim sustavima mljevenja. Brte smanjenje temperature i stvaranje okrutenja niske
temperature isparavanjem tekuceg duSika daje sirovinama teljene karakteristike
(Balasubramanian i sur., 2012). TakoDer mljevenje s teku¢im duikom mote smanjiti gubitak
mnogih bioaktivnih komponenti i dodaje novu vrijednost prilikom ispunjavanja zahtjeva za

prirodnim antioksidansima u hrani (Kaur i Srivastav, 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Koristene heljdine ljuske prethodno su samljevene na ciklomlinu, a zatim na kriomlinu.
Nakon provedenog mljevenja na kriomlinu dio samljevenog uzorka nije prosijavan, a dio je
prenesen na tresilicu sa sitom veliCine pora 56 um. Neprosijane Cestice ponovno su mljevene
na kriomlinu i postupak je ponavljan sve dok sve Cestice nisu bile manje od < 56 pum. Uzorci
su tretirani enzimima (celulazom i hemicelulazom) te su postavljeni u vodenu kupelj s
tresilicom u razli€itim vremenskim intervalima (1 h, 4 h, 8 h). Po zavrSetku enzimskog
tretmana provedena je inaktivacija enzima, a nakon toga, uzorci su smrznuti pri -80 °C, potom
liofilizirani.

OdreDivanje udjela netopljivih vliakana (IDF), udjela vlakana netopljivih u 78 %-tnom
etanolu, a topljivih u vodi (SDFP) te udjela vlakana topljivih u 78 %-tnom etanolu i vodi
(SDFS) u uzorcima ljusaka heljde provedeno je koristeCi se metodom AOAC 2011.25.
Uzorak se inkubira s gusteraCinom a-amilazom i amiloglukozidazom 16 sati na temperaturi
od 37 °C. Reakcija se zaustavlja prilagoDavanjem pH na 8,2 i kratkim zagrijavanjem. Proteini
u uzorku se zatim denaturiraju i razgraDuju proteazom. Reakcijska otopina se filtrira, a u
zaostalom talogu su netopljiva vlakna koja se ispiru, suSe i vatu. Zatim vlakna netopljiva u
etanolu, a topljiva u vodi, zaostala u filtratu potom se talote sa 78 %-tnim etanolom, a talog se
potom filtrira, susi i vate. Masa obaju taloga korigira se s obzirom na to koji je udjel proteina
i pepela. Preostali filtrat se koncentrira, potom deionizira, otopi u vodi te se udjel vlakana
topljivih u vodi i etanolu odredi HPLC-RI metodom.

OdreDivan je i kapacitet zadrtavanja vode. Uzorcima se doda voda te se ostave 18 h kako bi
uzorak hidrirao. Nakon provedene hidracije uzorci se centrifugiraju, a supernatant uklanja se
vakuum filtracijom. Lon¢i¢ s hidriranim ostatkom se vate, zatim susi na 105 °C tijekom 2 h,

te se ponovno vate nakon hlaDenja.

3.1. PRIPREMA UZORKA ZA ANALIZU

U ovom radu koristene su heljdine ljuske proizvoDaca Pukani¢, Hrvatska, prvo samljevene na
ciklomlinu (Retsch ZM200, Njemacka) na veliCinu Cestica < 500 pm i pri brzini 6000 RPM, a
zatim na kriomlinu. Kriomljevenje heljdinih ljusaka provedeno je na kriomlinu (Retsch
Cryomill, Njemacka) u trajanju od 8 minuta, frekvencije 30 Hz uz prethodno hlaDenje
teku¢im dusikom (-196 °C) u trajanju od 5 minuta. Dio samljevenog uzorka (uzorak 8' KM)
nije prosijavan, a dio je prenesen na tresilicu (Analysette 3PRO, Njemacka) sa sitom veliCine
pora 56 um. Neprosijane Cestice ponovno su mljevene na kriomlinu i postupak je ponavljan

dok sve Cestice nisu bile < 56 um (uzorak KM < 56 pum).
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Nakon toga uzorci su tretirani enzimima, celulazom (Alphamalt C 21032, Mihlenchemie
GmbH & Co. KG, Njemacka) i hemicelulazom (5000 HCU/g, BIO-CAT, SAD). Izvagano je
oko 10 g uzorka u Duran boci te dodano je 50 mL NaAc pufera (0,1 M, pH =5), nakon Cega
su inaktivirani prisutni enzimi u uzorku, u vodenoj kupelji 10 minuta pri temperaturi iznad 90
°C. Uzorci su ohlaDeni na temperaturu od oko 50 °C. Nakon hlaDenja uzorcima je dodano 0,1
% ili 1 % oba enzima (hemicelulaza + celulaza). Enzimi se odvatu na aluminijsku foliju (0,01
g ili 0,1 g) te su dodani ispiranjem folije s 40 mL natrij-acetatnog pufera (ukupno dodano u
uzorak 90 mL pufera) te su promijeSani na magnetskoj mijesalici (oko 2 minute), nakon Cega
su uzorci postavljeni u vodenu kupelj s tresilicom (Stuart SBS40) na 50 °C, u razli¢itim
vremenskim intervalima (1 h, 4 h, 8 h). Kontrolnim uzorcima 8'KM i < 56 um dodano je 90

mL natrij-acetatnog pufera te su podvrgnuti inaktivaciji enzima, kao i ostali uzorci.

Po zavrSetku enzimskog tretmana provedena je inaktivacija enzima stavljanjem uzoraka u
vodenu kupelj na temperaturu iznad 90 °C tijekom 10 minuta. Nakon inaktivacije, uzorci su
smrznuti pri -80 °C, potom liofilizirani (Alpha 1-4 LSCplus, Njemacka) te su ¢uvani na
temperaturi -20 °C do analize. U Tablici 1 prikazani su analizirani uzorci heljdinih ljusaka, a u

Tablici 2 prikazani su opisi analiziranih uzoraka.

Tablica 1. Uzorci heljdinih ljusaka koristeni za analizu

Uzorak Udjel enzima (%) | Vrijeme tretmana (h)
8'KM 0 0 0
8KM1hEO0,1% 0,1 1
8KM1hE1% 1 1
8KM4hEO0,1% 0,1 4
8KM4hE1% 1 4
8KMB8hE1% 0,1 8
8KMB8hE1% 1 8
<56 umo0 0 0
<56 um1hEO0,1% 0,1 1
<56 um1hE1% 1 1
<56 um4hE 0,1 % 0,1 4
<56 um4hE1% 1 4
<56 UM8hE1% 0,1 8
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Tablica 1. Uzorci heljdinih ljusaka koristeni za analizu - nastavak

Uzorak Udjel enzima (%) | Vrijeme tretmana (h)

<56 uM8hE1% 1 8

Tablica 2. Opis analiziranih uzoraka heljdinih ljusaka koristenih za analizu

Uzorak

Opis uzorka

8KM O

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, bez dodatka enzima

8KM1hEO1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (0,1 %)

I podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 1 h.

8KM1hE1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (1 %) i

podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 1 h.

8KM4hEO,1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (0,1 %)

i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 4 h.

8KM4hE1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (1 %) i

podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 4 h.

8KM8hEO0,1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (0,1 %)

i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 8 h.

8KM8hE1%

Uzorak samljeven na kriomlinu 8 minuta, tretiran enzimom (0,1 %)

I podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 8 h.

<56 um 0

Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 um, bez

dodatka enzima.

<56 um1hEO0,1%

Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 pum, tretiran

enzimom (0,1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 1 h.

<56um1hE1%

Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 pum, tretiran

enzimom (1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 1 h.

<56 um4hEO0,1%

Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 pum, tretiran

enzimom (0,1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 4 h.

<56 um4hE 1%

Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 pum, tretiran

enzimom (1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 4 h.
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Tablica 2. Opis analiziranih uzoraka heljdinih ljusaka koriStenih za analizu - nastavak

Uzorak Opis uzorka

<56 um 8 hE 0,1 % | Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 um, tretiran

enzimom (0,1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 8 h.

<56 um8hE 1% | Uzorak samljeven na kriomlinu do veliCine Cestica < 56 pm, tretiran

enzimom (1 %) i podvrgnut enzimskom tretmanu u trajanju 8 h.

3.2. METODA ODREBIVANJA UDJELA VLAKANA

Udjel vlakna u analiziranim uzorcima odreDen je pomocéu enzimsko-gravimetrijske metode i
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom indeksa refrakcije (engl. High
Performance Liquid Chromatography - Refractive Index Detector, HPLC-RI). OdreDivanje
udjela netopljivih vlakana (IDF), udjela vlakana netopljivih u 78 %-tnom etanolu, a topljivih u
vodi (SDFP) te udjela vlakana topljivih u 78 %-tnom etanolu i vodi (SDFS) u uzorcima

ljusaka heljde provedeno je koriste¢i se metodom AOAC 2011.25.

Princip metode:

Uzorak se inkubira s gusSteraCinom a-amilazom i amiloglukozidazom 16 sati na temperaturi
od 37 °C. Tijekom inkubacije s enzimima, rezistentni Skrob se otapa i hidrolizira do D-
glukoze, maltoze i djelomicno rezistentnih maltodekstrina u tragovima. Reakcija se zaustavlja
prilagoDavanjem pH na 8,2 i kratkim zagrijavanjem. Proteini u uzorku se zatim denaturiraju i
razgraDuju proteazom. Reakcijska otopina se filtrira, u zaostalom talogu su netopljiva vlakna
koja se ispiru, suSe i vatu. Zatim vlakna netopljiva u etanolu, a topljiva u vodi, zaostala u
filtratu potom se talote 78 %-tnim etanolom, a talog se potom filtrira, susi i vate. Masa obaju
taloga korigira se s obzirom na to koji je udjel proteina i pepela. Preostali filtrat se
koncentrira, potom deionizira, otopi u vodi te se udjel vlakana topljivih u vodi i etanolu odredi
HPLC-RI metodom (Megazyme, 2018).

Kemikalije:

- etanol, 95 % (Kefo) i 78 %
- aceton, p.a. (Gram-mol)
- celit, analiticka Cistoca (Megazyme)

- natrij-maleatni pufer
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o priprema: u odmjernoj tikvici od 1 L otopi se 5,8 g maleinske kiseline (= 99 %,
ReagentPlus, Sigma-Aldrich) u oko 800 mL vode, pH se podesi na 6, 4 M
otopinom NaOH, zatim se doda 0,3 g kalcijeva klorida dihidrata (Sigma-
Aldrich), volumen se podesi dodatkom vode do oznake

- Trizma bazi¢na otopina, 0,75 M

o priprema: otopi se 90,8 g Trizma® Base (Sigma cat. No. T-1503) u oko 800

mL deionizirane vode te se volumen podesi na 1 L
- octena kiselina, 2 M

o priprema: 115 mL ledene octene kiseline (99,5 %, Macron) pipetira se u
odmjernu tikvicu volumena 1 L te se do oznake razrijedi s deioniziranom
vodom

- pankreasna a-amilaza, 50 jedinica mL™ (Megazyme kit)
- amiloglukozidaza 3300 jedinica mL™, otopljena u 50 %-tnom (v/v) glicerolu
(Megazyme Kit)
- proteaza, 50 mg mL™, 350 jedinica mL™ tirozina, otopljena u 50 %-tnom (V/v)
glicerolu, (Megazyme Kit)
- D-sorbitol, interni standard, 100 mg mL™, vodena otopina (Megazyme kit)
- ion-izmjenjivacke smole
o Amberlite 200CNa (ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow)
aktivacija natapanjem 30 minuta u dvostruko veéem volumenu 7 %

HCI, potom ispiranje

o Amberlite FPA53 (ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow)
- Na,CaEDTA (= 97,0 %, Fluka)

UreDaji i ostali pribor:

- mufolna pe¢, KR170,W. C. HERAEUS HANAU
- suSionik, ST-01/02, Instrumentaria

- analiticka vaga, ALS220-4N, Kern

- magnetna mijeSalica, RT 5, IKA-WERKE

- vodena kupelj s tresilicom, SBS40, Stuart

- pH-metar, 3510, Jenway

- vakuumska pumpa
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- rotavapor, Hiedolph
- termometar
- HPLC ureDaj, Shimidzu
pumpa LC-10AD, Shimadzu
odzraCiva¢ DGU-14A, Shimadzu
pec¢nica CTO-10AS, Shimadzu
detektor indeksa loma RID-10A, Shimadzu
program LCsolution Version 1.22 SP1, Shimadzu
- staklene Duran boce s ¢epom (250 mL, 500 mL, 1 L)
- eksikator
- Spatula
- odmjerne tikvice
- staklena CaSa
- menzura (50 mL, 100 mL, 1 L)
- set magneta
- graduirana pipeta (20 mL)
- automatska propipeta
- lonCici za filtraciju Duran 2
- odsisna boca
- stakleni adapter za loncice za filtraciju
- gumeni prsten
- plasti¢ne Falcon epruvete (15 mL, 50 mL)
- plasti¢ne Eppendorf epruvete (2 mL)
- plasticne Sprice (2 mL)
- filter za Spricu (0,45 pm)
- manifold s kolonama za deionizaciju

- vata

Priprema loncica za filtraciju:

LoncCici za filtraciju stave se u 2 %-tnu otopinu za CisCenje 1 h, na sobnu temperaturu. Nakon
namakanja lonCici se temeljito isperu u vodi, zatim se ispiru pod vakuumom, prvo vodom, a
nakon toga acetonom (15 mL). Kada se lonCici osuSe na zraku, doda se 1 g celita i potom se

spaljuju u mufolnoj peci na 525 °C, 7 h, nakon Cega se hlade u eksikatoru i vatu.

16



Priprema uzorka:

Odvate se 1  0,0001 g uzorka u dvije paralele, te se uzorak navlati 95 %-tnim etanolom (1
mL) i doda se magnet. U uzorak se doda 40 mL maleatnog pufera s enzimima (50 jedinica
mL™ pankreasne a-amilaze i 3,4 jedinice mL™ amiloglukozidaze). Uzorci se inkubiraju u
vodenoj kupelji tresilicom 16 h na temperaturi od 37 °C, uz orbitalno mije$anje brzinom 12
okr. min™t. Nakon inkubacije uzorci se izvade iz kupelji, te se u uzorke doda 3,0 mL 0,75 M
trizma baziCne otopine i uzorci se pomijeSaju na magnetnoj mijeSalici. Boce s uzorcima
postave se u vodenu kupelj na temperaturu iznad 90 °C tijekom 20 minuta. Svakih 5 minuta
boce s uzorcima trebaju se lagano promijeSati. Uzorci se nakon tretiranja u vodenoj kupelji
trebaju ohladiti na 60 °C te se doda 100 pL otopine proteaze i postave se u vodenu kupelj s
tresilicom na 30 min pri 60 °C. Uzorcima se odmah, nakon §to se izvade iz kupelji doda 4 mL
2 M octene kiseline i 1 mL otopine sorbitola, uzorci se homogeniziraju na magnetskoj

mijeSalici te nakon toga slijedi filtracija pod vakuumom.

3.2.1. OdreDivanje netopljivih vlakana (IDF)

Prethodno pripremljen lonci¢ s celitom namoci se 78 %-tnim etanolom (oko 15 mL) pomodu
boce Strcaljke, Spatulom se promijeSa kako bi se celit poravnao i potom se osusi pod
vakuumom. Uzorak se kvantitativno prenosi na tako pripremljen lon¢i¢ s celitom. Boca u
kojoj je bio uzorak ispire se destiliranom vodom zagrijanom na 60 °C sedam puta po 5 ml.
Sakupljeni filtrat prenese se u menzuru i volumen se podesi na 85 mL dodavanjem nekoliko
kapi destilirane vode, te se prenese u Duran bocu od 500 mL i ¢uva se za odreDivanje topljivih
vlakana. LonCi¢ na kojemu je zaostao uzorak ispire se po dva puta 78 %-tnim etanolom (15
mL), 95 %-tnim etanolom (15 mL) i acetonom (15 mL). LonCi¢ s uzorkom prekriven
aluminijskom folijom stavlja se u susionik preko noéi na susenje pri 105 °C, a nakon hlaDenja
u eksikatoru se vate. Od dvije paralele, jedan lon¢i¢ izdvoji se za odreDivanje proteina, a
jedan za odreDivanje pepela. Longiéi koji su odvojeni za odreDivanje pepela spaljuju se u
mufolnoj peci pri 525 °C, hlade u eksikatoru i vatu. Proteini se odreDuju metodom po
Kjeldahlu.

Masa netopljivih vlakana (IDF) izraCuna se prema jednadtbi [1]:

m m m [1]
gdje je:
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m; — masa IDF-a u uzorku (g)
m, — masa loncica s celitom (Q)

m3z — masa loncica s celitom i IDF-om u uzorku (g)

Masa IDF-a mora se korigirati s obzirom na to koji je udjel proteina i pepela (prema

metodama u poglavljima 3.3. i 3.4.), a korekcija se provodi prema jednadtbi [2]:

() ()

[2]

gdje je:

m; — masa IDF-a u uzroku (g)
m, — masa IDF-a korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)
m3— masa uzorka uzetog za analizu (g)

sp — slijepa proba (g)

Udjel suhe tvari odreDen je prema metodi u poglavlju 3.5., a rezultat je izraten kao masa IDF-

a u 100 g suhe tvari (g) prema jednadtbi [3]:

[3]
¢ ) O

gdje je:

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

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

3.2.2. OdreDivanje vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 %-tnom etanolu (SDFP)

Za odreDivanje topljivih vlakana velike molekulske mase (SDFP) filtrat volumena 85 mL,
nakon temperiranja od 10-ak minuta na 60 °C pomijeSa se s 340 mL 95%-tnog etanola
zagrijanog na 60 °C, promucka se i taloti na sobnoj temperaturi minimalno 1 h. Nakon
talotenja, slijedi ponovna filtracija na vakuumskoj boci, preko prethodno pripremljenog
lonCi¢a s celitom. Uzorak se kvantitativno prenese na lonci¢ ispirué¢i bocu 78 %-tnim
etanolom. Sakupljeni filtrat uva se za odreDivanje vlakana topljivih u vodi i 78 %-tnom
etanolu. LonCi¢ s talogom ispire se dva puta 78 %-tnim etanolom (15 mL), 95 %-tnim
etanolom (15 mL) i acetonom (15 mL). LonCi¢ se pokrije aluminijskom folijom i stavlja na

suSenje u susionik na 105 °C preko noéi. Nakon susenja, lonéi¢ s talogom hladi se u
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eksikatoru i vate. U jednom preostalom talogu odreDen je udjel proteina, a u drugom udjel
pepela. Uzorci koji su odvojeni za odreDivanje pepela mineraliziraju se u mufolnoj peéi pri
525 °C do postizanja konstantne mase. Proteini se odreDuju metodom po Kjeldahlu, organske

tvari iz uzorka razore se zagrijavanjem sa sumpornom kiselinom uz dodatak katalizatora.

Masa vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 %-tnom etanolu (SDFP) raCuna se prema
jednadtbi [4]:

[4]
gdje je:

m; — masa SDFP-a u uzroku (g)
m, — masa loncica s celitom (g)

ms— masa lonci¢a s celitom i SDFP-om (Q)

Masa SDFP-a mora se korigirati s obzirom na udjel proteina i pepela (prema metodama u

poglavljima 3.3. i 3.4.), a korekcija je provedena prema jednadtbi [5]:

() () [5]

gdje je:

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

m3 — masa uzorka uzetog za analizu (g)

sp — slijepa proba (g)

Udjel suhe tvari odreDen je prema metodi u poglavlju 3.5., a rezultat je izraten kao masa
SDFP-a u 100 g suhe tvari (g) prema jednadtbi [6]:

[6]
( ) S

gdje je:

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

m; — masa SDFP-a korigirana za udjel proteina i pepela, u 1 g uzorka (g)
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3.2.3. OdreDivanje vlakana topljivih u vodi i u 78 %-tnom etanolu (SDFS)

Pola volumena sakupljenog filtrata upari se na rotavaporu pri 90 okretaja u minuti i
temperaturi kupelji 60 °C. U suhi uzorak doda se 5 mL vode i uzorak se otopi pri vrtnji na
rotavaporu dodatne 2 minute. Otopljeni uzorak prenese se u Falcon epruvetu od 10 mL te se

Cuva pri -18 C do deionizacije.

Za deionizaciju potrebno je pripremiti ionsko-izmjenjivacke smole. U staklenu ¢asu izvate se
oko 4 g Amberlite FPA53 (OH") smole i oko 4 g Ambersep 200 (H") smole. Smolama se doda
malo vode, smole se promijeSaju i homogeniziraju te se sadrtaj CaSe prelije u kolonu za
deionizaciju. Na vrh smole u koloni stavi se malo vate kako bi se sprijeCilo pomicanje smole
kod ulijevanja uzorka i ispiranja kolone. Prije nego se doda uzorak, smole je potrebno isprati
deioniziranom vodom (20 mL). Na kolonu se prenese 2 mL otopine uzorka, a kad uzorak uDe
meDu smole, doda se 2 mL deionizirane vode na vrh kolone. Eluacija se provodi brzinom 1
mL min™, a eluat se sakuplja u plastiénu Falcon epruvetu od 50 mL smje$tenu u posudu
manifolda. Nakon Sto su uzorak i voda eluirali, dodaje se oko 20 mL deionizirane vode na vrh
kolone koja eluira istom brzinom. Eluat se prebaci u tikvicu za uparavanje od 250 mL i upari
do suhog na rotavaporu pri 60 °C. Uparenom uzorku doda se 2 mL deionizirane vode i uzorak
se otopi uz vrtnju dodatne 2 minute na rotavaporu. Otopina se profiltrira kroz 0,45 um filter i
Cuva pri -18 C do HPLC analize.

SDFS se odreDuje na HPLC ureDaju s Rl detektorom pri sljedeé¢im uvjetima analize:

kolona: Metacarb 67C (Agilent Technologies)

pokretna faza: vodena otopina Na,Ca-EDTA, 50 mg L, profiltrirana i odzragena u
ultrazvucnoj kupelji

protok mobilne faze: 0,5 ml min™

temperatura kolone: 80 °C

temperatura Celije RI detektora: 40 °C

vrijeme HPLC analize: 30 minuta

Udjel SDFS-a racuna se prema sljedecoj jednadtbi [7]:

[7]

gdje je:
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m (SDFS) — masa vlakana topljivih u vodi i u 78 %-tnom etanolu (mg 100 g*)
Rf — faktor odgovora

m (IS) — masa internog standarda u 1 mL otopine pipetirane u uzorak (100 mg)
PA_SDFS - povrsina pikova za SDFS

PA_IS - povrsina pika internog standarda (D-sorbitol)

m — masa uzorka Ciji je filtrat analiziran (g)

Slijepa proba:
Tijekom ispitivanja potrebno je napraviti slijepu probu u koju nije dodan uzorak pri istim
uvjetima pri kojima su uzorci tretirani. Masa slijepe probe (mg) raCuna se prema jednadtbi
[8]:

[8]

gdje je:

SP —slijepa proba (mg)
BR: i BR, — masa ostatka dvaju paralelnih odreDivanja slijepe probe (mg)
Pg — masa proteina odreDena u ostatku slijepe probe (mg)

P — masa pepela odreDena u ostatku slijepe probe (mg)

3.3. ODREDIVANJE UDJELA PROTEINA
UreDaji i pribor:
- blok za spaljivanje 1007 (Tecator)
- ureDaj za destilaciju (Kjeltec™8100, Tecator ™Line)
- Erlenmeyerove tikvice, 250 mL
- bireta
- dispenzeta za koncentriranu H,SO,4, 12 mL
- dispenzeta za bornu kiselinu, 25 mL

- kivete za Kjeltec sustav, 500 mL

Reagensi:
- H,SO4, koncentrirana
- natrijev hidroksid, 0,01 mol L™
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- borna kiselina, 40 g L™
o priprema: iz borne kiseline, 99 — 100 % (Gram-mol) uz dodatak 12,5 mg L™
indikatora bromkrezol-zeleno i 8,75 mg L™ indikatora metilno crvenilo
- katalizator: Kjeldahl tablete s bakrom, 5 g/tableta (MerckKGaA)

- klorovodiéna kiselina, 0,01 mol L

Princip odreDivanja:

Udjel proteina odreDen je metodom po Kjeldahlu. Organske tvari iz uzorka razore se
zagrijavanjem sa sumpornom kiselinom i katalizatorom (Kjeldahl tableta) uz oslobaDanje
proteinskog 1 neproteinskog dusika (osim duSika vezanog uz nitrate i nitrite) koji zaostaje u

obliku amonijevih soli (amonijev sulfat).

Postupak:

Uzorak se nakon sudenja na 105 °C i hlaDenja izvate te se iz lon¢i¢a prenese u kivetu od 500
mL. U kivetu se doda jedna Kjeldahl tableta i 12 mL koncentrirane sumporne kiseline, sadrtaj
kivete se lagano promijeSa kako bi se cijeli uzorak navlatio kiselinom. Kivete se postave u
blok za spaljivanje. Proces mineralizacije, odnosno spaljivanja provodi se sve dok tekucina u
kivetama ne poprimi bistru, plavo-zelenu boju, a nakon spaljivanja kivete se uklanjaju iz
bloka za spaljivanje te se hlade do sobne temperature. Nakon hlaDenja, provodi se destilacija
u Kjeltec ureDaju. Kiveta se postavi na odgovarajuée mjesto u ureDaju, Erlenmeyerova
tikvica, u koju je prethodno dodano 25 mL borne kiseline, postavi se na postolje tako da je u
nju uronjena destilacijska cjevéica. Pri destilaciji u Kjeltec ureDaju, u kivetu se dodaje 80 mL
destilirane vode i 50 mL NaOH te zapocinje destilacija. Nakon zavrSene destilacije, provodi
se titracija s 0,1 N HCI do promjene boje u rutiCastu, a to oznaCava kraj titracije. UtroSeni
volumen klorovodicne Kiseline koristi se za izraCun udjela proteina. Paralelno se provodi
postupak odreDivanja slijepe probe, koja sadrti sve osim uzorka.

Udjel duSika i proteina izraCunava se prema sljede¢im jednadtbama [9,10]:

() C ) [9]

() [10]
gdje je:

a — volumen HCI utroSen za titraciju uzorka (mL),
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b — volumen HCI utroSen za titraciju slijepe probe (mL)
N kis. — molaritet kiseline (0,1N HCI)
f kis — faktor kiseline (1)

(Vahcic i sur., 2008)

3.4. ODREDIVANJE PEPELA

PosuDe i ureDaji:

mufolna pe¢, KR170,W. C. HERAEUS HANAU
eksikator
analitiCka vaga, ALS220-4N, Kern

suSionik, ST-01/02, Instrumentaria

Princip odreDivanja:

Uzorak se mineralizira u mufolnoj peéi pri odreDenoj temperaturi do postizanja pepela

konstantne mase.

Postupak:

Nakon susenja na 105 °C i hlaDenja u eksikatoru, longi¢ s uzorkom izvate se te se stavi u

mufolnu pe¢ na spaljivanje na 525 °C. Po zavrsetku spaljivanja lonci¢ s uzorkom hladi se u

eksikatoru i vate kad postigne sobnu temperaturu.

Udjel pepela raCuna se prema jednadtbi [11]:

gdje je:

()

m; — masa uzorka nakon susenja (Q)
m, —masa lonci¢a s celitom (g)

m3z — masa loncica s celitom i pepelom

(Vahcic i sur., 2008)

[11]
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3.5. ODREPIVANJE UDJELA VODE / SUHE TVARI POSTUPKOM SUSENJA
Posude i ureDaji:

- aluminijska posudica

- eksikator

- analiticka vaga, ALS220-4N, Kern

- suSionik, ST-01/02, Instrumentaria

Princip odreDivanja:
Udjel vode odreDuje se indirektno, pri &emu se mjeri ostatak koji zaostaje nakon susenja, a iz

razlike u masi prije i nakon suSenja uzorka izracuna se udjel vode.

Postupak odreDivanja:

lzvate se 20,0001 g uzorka u prethodno osuSenu (pri 105 °C), ohlaDenu i izvaganu
aluminijsku posudicu s poklopcem. Nepokrivena posudica s uzorkom i poklopac se suSe u
suSioniku na 105 °C do konstantne mase. Po zavrSetku susenja, aluminijska posudica s
uzorkom hladi se u eksikatoru na sobnu temperaturu i zatim vate. Iz razlike u masi prije i
nakon suSenja izraCuna se udjel vode. Ostatak uzorka predstavlja suhu tvar, a gubitak u masi

udjel vode u uzorku.

Udjel vode racuna se prema jednadtbi [12]:
() —— =
gdje je:

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

m3z— masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g)

(Vahcic i sur., 2008)

3.6. KAPACITET ZADRTAVANJA VODE
UreDaji i pribor:
- centrifuga, Rotina 35 (Hetich)

- suSionik, ST-01/02, Instrumentaria
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- analiticka vaga, ALS220-4N, Kern
- plasticne Falcon epruvete (50 mL)
- stakleni sinter lonCi¢ G4 (Boral)

- odsisna boca

- eksikator

Princip odreDivanja:
Kapacitet zadrtavanja vode definiran je kao koliCina vode koja ostaje vezana za hidrirana
vlakna nakon primjene vanjske sile poput tlaka ili centrifugiranja.

Postupak odreDivanja:

Izvate se 1 00,0001 g uzorka u Falcon epruvetu od 50 mL, doda se 30 mL vode i ostavi 18 h
kako bi se uzorak hidrirao. Nakon 18 h uzorak se centrifugira 20 minuta na 3000 okretaja.
Supernatant se nakon centrifugiranja uklanja vakuumskom filtracijom kroz stakleni sinter
lonci¢. Lonci¢ s hidriranim ostatkom se vate, a potom susi na 105 °C tijekom 2 h, te se

ponovno vate nakon hlaDenja.

Kapacitet zadrtavanja vode racuna se prema formuli [13]:

( y — [13]
gdje je:
WRC - kapacitet zadrtavanja vode (g g'l)

m; — masa ostatka nakon susenja (g)

m, — masa ostatka nakon centrifugiranja (g)
(Raghavendra i sur., 2004)

3.7. Statisti¢ka obrada

Rezultati analiza obraDeni su pomocu jednosmjerne i faktorske analize varijance, uz post hoc
Tukey test. StatistiCka analiza provedena je pomocu programa Statistica 8 (Stat Soft Inc.,
SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju bit ¢e prikazani dobiveni rezultati udjela IDF-a, SDFP-a, SDFS-a kao i
dobiveni rezultati udjela topljivih vlakana (SDF) u analiziranim uzorcima heljdinih ljusaka
izrateni na udjel ukupnih vlakana i izrateni na suhu tvar uzorka. Raspravit Ce se kako razliciti
uvjeti kriomljevenja, odnosno kriomljevenje ljusaka heljde tijekom 8 minuta bez prosijavanja
i kriomljevenje ljusaka heljde u intervalima od 8 minuta do postizanja veliCine Cestica < 56
pum te konac€na veli¢ina Cestica utjeCu na udjel topljivih i netopljivih vlakana. Raspravit Ce se
0 uvjetima enzimskog tretmana i o0 utjecaju interakcije razliCite veliCine Cestica uzoraka

ljusaka heljde, vremena tretmana i udjela enzima na udjel topljivih i netopljivih vlakana.

TakoDer prikazat Ce se dobiveni rezultati kapaciteta zadrtavanja vode u analiziranim uzorcima

heljdinih ljusaka.

4.1. UTJECAJ

UZORKA,

VREMENA TRETMANA,

INTERAKCIJE NA UDJEL NETOPLJIVIH | TOPLJIVIH VLAKANA
U Tablici 3 prikazani su udjeli IDF-a, SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim

uzorcima ljusaka heljde izraten na suhu tvar uzroka.

UDJELA ENZIMA,

Tablica 3. Udjel IDF-a, SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u tretiranim uzorcima ljusaka heljde

izraten na suhu tvar (ST) uzorka

Uzorak IDF (% ST) | SDFP (% ST) | SDFS (% ST) | SDF (% ST)
§'KM 0 8471+009 | 147+005 | 0028+0008 | 149 %005
SKM1hEOL% | 8367+036 | 137001 | 00700005 | 144 %002
8KMLhEL1% | 8115+027 | 120+011 | 0,131%0007 | 1,33%0.11
SKMANEO1% | 8365+046 | 141+£011 | 0074£0,010 | 149+012
8KMAhEL% | 8051008 | 134+007 | 0143+0003 | 1,480,07
SKMBhEO1% | 8243028 | 139£011 | 0070£0,003 | 146+011
SKMShEL% | 8111+033 | 166002 | 0147+0007 | 1,80%0,03
<56 um 0 8385+045 | 150+010 | 0,035+0,001 | 154+ 0,10
<56umIhEO01% | 8379%038 | 170+001 | 0,077 0,005 | 1,78+ 0,01
<56um1hE1% | 8170046 | 1,76+003 | 0,154+0010 | 1,91+0,05
<56UMA4hEO1% | 8323+045 | 1,72+003 | 0,092+0013 | 1,81%0,05
<56umMA4hE1% | 80,18+032 | 175%002 | 0,155+0013 | 1,91 0,04
<56uMBhEO1% | 8354+037 | 145%009 | 0,087+0,006 | 1,54+ 0,10
<56uMBhE1% | 8185%0,57 | 131%005 | 01690003 | 1,48+0,05
<S6UMINEL% | o35, 062 | 1554002 | 018840015 | 1,74+0.35
celulaza
< 5:3 WmINEL% | g3064015 | 1454021 | 007540007 | 152020
emicelulaza
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Udjel netopljivih vlakana u enzimski netretiranim uzorcima kretao se u rasponu od 83,85 %
do 84,71 % suhe tvari uzorka. U enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde udjel netopljivih

vlakana kretao se u rasponu od 80,18 % do 83,79 % suhe tvari uzorka.

U enzimski netretiranim uzorcima udjel SDFP-a kretao se u rasponu od 1,47 % do 1,50 %
suhe tvari uzorka, a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde udjel SDFP-a vlakana

kretao se u rasponu od 1,20 % do 1,76 % suhe tvari uzorka.

U enzimski netretiranim uzorcima udjel SDFS-a kretao se u rasponu od 0,028 % do 0,035 %
suhe tvari uzorka. Udjel SDFS-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde kretao se u
rasponu od 0,070 % do 0,169 % suhe tvari uzorka.

Udjel topljivih vlakana u enzimski netretiranim uzorcima kretao se u rasponu od 1,49 % do
1,54 % suhe tvari uzorka, a udjel topljivih vlakana u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka

heljde kretao se u rasponu od 1,33 % do 1,91 % suhe tvari uzorka.

Slika 3 prikazuje udjel IDF-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izratene na udjel
ukupnih vlakana. RazliCitim slovima oznacene su statistiCki znacajno razliCite vrijednosti (p >
0,05).
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Slika 3. Udjel netopljivih vlakana (IDF) u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izraten

na udjel ukupnih vlakana (TDF)
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Na Slici 3 vidljivo je da u enzimski netretiranim uzorcima ljusaka heljde, 8KM 0 i <56 um 0
nije bilo statistiCcki znaCajne razlike u udjelu IDF-a izratenom na udjel ukupnih vlakana.
Uzorak 8'KM s dodatkom 1 % enzima i provedenim enzimskim tretmanom 8 h te uzorci < 56
pm s dodatkom 1 % enzima i provedenim enzimskim tretmanom u trajanju 1 h i 4 h imali su
manji udjel IDF-a izraten na udjel ukupnih vlakana nego u enzimski netretiranim uzorcima

heljdinih ljusaka.

U uzorku 8'KM s dodatkom 1 % enzima i enzimskim tretmanom 8 h postignut je udjel IDF-a
97,82 % TDF, a to predstavlja smanjenje udjela za 0,46 % u odnosu na enzimski netretiran
uzorak 8'KM 0 (98,27 % TDF). U enzimski netretiranom uzorku < 56 um 0 udjel netopljivih
vlakana iznosio je 98,20 % TDF, a statistiCki znaCajno smanjenje udjela IDF-a postignuto je u
enzimski tretiranom uzorku < 56 um 1 h E 1 % (97,71 % TDF) za 0,50 %. U enzimski
tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 1 % udjel IDF-a smanjio se na 97,67 % TDF (smanjenje

udjela za 0,54 %) u odnosu na udjel IDF-a u enzimski netretiranom uzorku < 56 um 0.

U odnosu na razlicito vrijeme tretmana, u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 8 h E 1 %
postignut udjel IDF-a 98,22 % TDF, bio je veéi za 0,52 % od udjela IDF-a u enzimski
tretiranom uzorku < 56 um 1 h E 1 %. U uzorku < 56 pm s dodatkom 1 % enzima i
enzimskim tretmanom 4 h postignut udjel IDF-a 97,67 % TDF bio je manji za 0,56 % u

odnosu na udjel IDF-a u uzorku < 56 um s dodatkom 1 % enzima i enzimskim tretmanom 8 h.

Slika 4 prikazuje udjel SDFP-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izratene na
udjel ukupnih vlakana. Razli¢itim slovima oznaCene su statisticki znaCajno razliCite

vrijednosti (p > 0,05).
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Slika 4. Udjel vlakana topljivih u vodi, a netopljivih u 78 %-tnom etanolu (SDFP) u enzimski

tretiranim uzorcima ljusaka heljde izraten na udjel ukupnih vlakana (TDF)

U enzimskim netretiranim uzorcima ljusaka heljde, 8'KM 0 i < 56 pm 0 nije bilo statistiCki
znaCajne razlike u udjelu SDFP-a izratenog na udjel ukupnih vlakana. Uzorci < 56 pm s
dodatkom 1 % enzima i provedenog enzimskog tretmana u trajanju 1 h i 4 h imali su znatno
veCi udjel SDFP-a izraten na udjel ukupnih vlakana nego u enzimski netretiranim uzorcima
heljdinih ljuska. U enzimski tretiranom uzorku <56 um 1 h E 1 % (2,10 % TDF) u odnosu na
enzimski netretiran uzorak <56 um 0 (1,76 % TDF) postignuto je povecanje SDFP-a za 19,32
%, a u enzimski tretiranom uzorku <56 um 4 h E 1 % (2,14 % TDF) postignuto je povecanje
za 21,59 % u odnosu na enzimski netretirani uzorak < 56 um 0.

UsporeDujuéi enzimski tretirane uzorke s dodatkom 1 % enzima u odnosu na razli¢ito vrijeme
tretmana, postojale su znacajne razlike u udjelu SDFP-a. Udjel SDFP-a u enzimski tretiranom
uzorku 8KM 8 h E 1 % bio je veéi za 32,93 % od udjela SDFP-a u enzimski tretiranom
uzorku 8KM 1 h E 1 % (1,46 % TDF), te za 22,70 % od udjela SDFP-a u enzimski tretiranom
uzorku 8'KM 4 h E 1 % (1,63 % TDF).
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U odnosu na razli€it udjel enzima u enzimski tretiranim uzorcima 8KM 8 hE 1 % i 8KM 8 h
E 0,1 %, udjel SDFP-a u enzimski tretiranom uzorku 8KM 8 h E 1 % je za 21,21 % veci od
udjela SDFP-a u enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 0,1 % (1,65 % TDF).

Slika 5 prikazuje udjel SDFS-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izraten na udjel
ukupnih vlakana. Razli¢itim slovima oznacCene su statisticki znacajno razliCite vrijednosti (p >
0,05).
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Slika 5. Udjel vlakana topljivih u vodi i u 78 %-tnom etanolu (SDFS) u enzimski tretiranim
uzorcima ljusaka heljde izraten na udjel ukupnih vlakana (TDF)

U enzimskim netretiranim uzorcima ljusaka heljde, 8KM 0 i < 56 um 0 nije bilo statisticki
znaCajne razlike u udjelu SDFS-a izratenom na udjel ukupnih vlakana. Na Slici 5. vidljivo je
da je u enzimskim netretiranim uzorcima zabiljeten i najmanji udjel SDFS-a u odnosu na
enzimski tretirane uzorke ljusaka heljde te da svi enzimski tretirani uzorci imaju znatno veci
udjel SDFS-a.

U odnosu na enzimski netretiran uzorak 8'KM 0, u enzimski tretiranom uzorku 8KM 1 h E 1
% postignuto je povecanje udjela SDFS-a 5,3 puta (s 0,03 na 0,16 % TDF). Udjel SDFS-a u
enzimski tretiranom uzorku 8'KM 4 h E 1 % povecao se 5,7 puta (s 0,03 % na 0,17 % TDF), a
u enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 1 % udjel SDFS-a povecao se 6 puta (s 0,03 % na
0,18 % TDF) u odnosu na enzimski netretiran uzorak 8'KM 0. U enzimski tretiranim
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uzorcima heljdinih ljusaka samljeveni na kriomlinu 8 minuta s dodatkom enzima 0,1 % udjel
SDFS-a statisti¢ki znacajno se povecao u odnosu na enzimski netretiran uzorak 8'KM 0. Udjel
SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku 8KM 1 h E 0,1 % povecao se 2,7 puta (s 0,03 % na
0,08 % TDF) u odnosu na udjel SDFS-a u enzimski netretiranom uzorku 8'KM 0. U enzimski
tretiranom uzorku 8'KM 4 h E 0,1 % udjel SDFS-a povecao se 3 puta (s 0,03 % na 0,09 %
TDF), a u enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 0,1 % udjel SDFS-a povecao se 2,7 puta (s
0,03 % na 0,08 % TDF) u odnosu na enzimski netretiran uzorak 8'KM 0.

U enzimski tretiranim uzorcima koji su tretirani razliCitim udjelom enzima istovremeno,
postignut udjel SDFS-a veci je u uzorcima s dodatkom 1 % enzima. Udjel SDFS-a u enzimski
tretiranom uzorku 8KM 1 h E 1 % (0,16 % TDF) veci je 2 puta u odnosu na postignut udjel
SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku 8KM 1 h E 0,1 % (0,08 % TDF). U enzimski
tretiranom uzorku 8'KM 4 h E 1 % (0,17 % TDF) postignut udjel SDFS-a veci je 1,8 puta u
odnosu na udjel SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku 8KM 4 h E 0,1 % (0,09 %TDF).
Postignut udjel SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku 8KM 8 h E 1 % (0,18 % TDF) veCi je
2,3 puta u odnosu na postignut udjel SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 0,1 %
(0,08 % TDF).

U enzimski tretiranom uzorku <56 um 1 h E 1 %, postignuto je povecanje udjela SDFS-a 4,5
puta (s 0,04 % na 0,18 % TDF) u odnosu na enzimski netretiran uzorak < 56 um 0. U
enzimski tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 1 % postignuto je povecanje udjela SDFS-a 4,8
puta (s 0,04 % na 0,19 % TDF), a u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 8 h E 1 %
postignuto je povecanje udjela SDFS-a 5 puta (s 0,04 % na 0,20 % TDF) u odnosu na

enzimski netretiran uzorak < 56 um 0.

U odnosu na enzimski netretiran uzorak < 56 pum 0, u enzimski tretiranom uzorku < 56 pum 1
h E 0,1 % postignuto je povecanje udjela SDFS-a 2,3 puta (s 0,04 na 0,09 % TDF). U
enzimski tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 0,1 % postignuto je povecanje udjela SDFS-a 2,8
puta (s 0,04 na 0,11 % TDF) u odnosu na enzimski netretiran uzorak < 56 pum 0. U enzimski
tretiranom uzorku < 56 um 8 h E 0,1 % postignuto je povecanje udjela SDFS-a 2,5 puta (s

0,04 na 0,10 % TDF) u odnosu na enzimski netretiran uzorak < 56 um 0.

UsporeDujuéi udjel SDFS-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde s veli¢inom Cestica
<56 um u odnosu na udjel enzima, uzorci s dodatkom 1 % enzima imali su veci udjel SDFS-a
od uzoraka s dodatkom 0,1 % enzima. U enzimski tretiranom uzorku <56 um 1 h E 1 % (0,18

% TDF) postignut je 2 puta veéi udjel SDFS-a u odnosu na udjel SDFS-a u enzimski
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tretiranom uzorku <56 um 1 h E 0,1 % (0,09 % TDF). Udjel SDFS-a postignut u uzorku < 56
pum 4 hE 1% (0,19 % TDF) za 1,7 puta bio je veci od udjela SDFS-a postignutog u enzimski
tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 0,1 % (0,11 % TDF). U enzimski tretiranom uzorku < 56
pum 8 h E 1 % (0,20 % TDF) postignut udjel SDFS-a bio je 2 puta veéi u odnosu na udjel
SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 8 h E 0,1 % (0,10 %TDF).

Slika 6 prikazuje udjel SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izraten na udjel
ukupnih vlakana. Razli€itim slovima oznacCene su statisticki znacajno razliCite vrijednosti (p >
0,05).

3,00
2,50 a a
% acdg I 1
~ 200 pe pg bde pg  bdf = —aefh— bgh g
1 C b
% T 2 b I L I I I 7
~ 150
o
= 1,00
u )
Qo
DN 050
0'00 T T T T T T T T T T T T
O T8 AT % G TR AT s (0 (I T (o
@I\ R @ AN AU SR RN SRR AT UN R AN
@f\ @1\ @f\ @1\ o &bb Lo @l\bb 50°
o o AL S

Uzorci

Slika 6. Udjel topljivih vlakana (SDF) u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde izraten
na udjel ukupnih vlakana (TDF)

Na Slici 6 vidljivo je da su enzimski netretirani uzorci ljusaka heljde, 8KM 0 i < 56 um O,
imali sli¢ne udjele SDF-a izratene na udjel ukupnih vlakana. Uzorak 8'KM s dodatkom 1 %
enzima i provedenim enzimskim tretmanom 8 h te uzorci < 56 um s dodatkom 1 % enzima i
provedenim enzimskim tretmanima u trajanju 1 h i 4 h imali su statisticki znacajno veci udjel

SDF-a izraten na udjel ukupnih vlakana nego u netretiranim uzorcima heljdinih ljuska.

U enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 1 % postignuto je povecanje udjela SDF-a za 26,01
% (s 1,73 % na 2,18 % TDF) u odnosu na udjel SDF-a u enzimski netretiranom uzorku 8'KM

0. U enzimski tretiranim uzorcima tretirani razliitim udjelom enzima, postignut udjel SDF-a
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u enzimski tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 1 % bio je za 25,29 % veéi od udjela SDF-a u
enzimski tretiranom uzorku 8KM 8 h E 0,1 % (1,74 % TDF).

U odnosu na razliCito vrijeme tretmana, a s dodatkom 1 % enzima, udjel SDF-a u enzimski
tretiranom uzorku 8'KM 8 h E 1 % bio je veCi za 34,57 % od udjela SDF-a postignutog u
enzimski tretiranom uzorku 8KM 1 h E 1 % (1,62 % TDF), a za 20,44 % veci od udjela SDF-
a postignutog u enzimski tretiranom uzorku 8KM 4 h E 1 % (1,81 % TDF).

Udjel topljivih vlakana u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 1 % povecao se za 29,44
% (s 1,80 % na 2,33 % TDF), a u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 1 h E 1 % povecao se
27,22 % (s 1,80 % na 2,29 % TDF) u odnosu na udjel topljivih vlakana u enzimski
netretiranom uzorku < 56 pm 0. IzmeDu enzimski tretiranih uzoraka ljusaka heljde s
veli¢inom Cestica < 56 um postojale su statistiCki znaCajne razlike u odnosu na vrijeme
tretmana. Postignut udjel SDF-a u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 8 h E 1 % iznosio je
1,78 % TDF te je bio manji za 28,65 % u odnosu na udjel SDF-a u enzimski tretiranom
uzorku < 56 um 1 h E 1%, a u odnosu na udjel SDF-a u enzimski tretiranom uzorku < 56 pm
4 h E 1 % bio je manji za 30,90 %.

Stedman i suradnici proveli su istrativanje kako mljevenje sjemena heljde na razliCite frakcije
utjeCe na makronutritivni sastav i vlakna. U istrativanju su frakcije sjemena heljde bile
podijeljene u dvije grupe. Frakcije mljevenja sjemena heljde proizvele su se mljevenjem
netaknutog trokutastog ploda heljde (zrelo suho sjeme heljde) ili uklanjanjem ljuske sa
sjemena heljde udarcima, te mljevenjem sjemena bez ljuske Cime se dobila kaSa. Rezultati
istrativanja pokazali su da je postignut udjel ukupnih vlakana u heljdinim mekinjama
dvostruko veci u odnosu na udjel ukupnih vlakana u heljdinoj kasi te 5 do 10 puta veci u
odnosu na brasno. TakoDer pokazao se utjecaj ljuske na udjel vlakana, te uzorci heljde
samljeveni s ljuskom imali su duplo veci udjel ukupnih vlakana u usporedbi sa samljevenim
zrnom heljde bez ljuske. Istrativanje je takoDer pokazalo da na udjel vlakana utjece veli¢ina
Cestica uzorka. U devet samljevenih frakcija postignut udjel SDF-a iznosio je vise od 60 %

udjela ukupnih vlakana (Stedman i sur., 2001).

Na Slici 7 prikazan je utjecaj razlicite veliCine Cestica uzoraka ljusaka heljde na udjel IDF-a,

SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde.
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Slika 7. Utjecaj razliCite veliCine Cestica uzoraka ljusaka heljde na udjel IDF-a, SDFP-a,

SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde
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Promatrajuci utjecaj razlicite veli€ine Cestica uzoraka ljusaka heljde, vidljivo je da veli¢ina
Cestica znaCajno utjeCe na udjel IDF-a, SDFP-a i SDFS-a, pri ¢emu je kod manje veli€ine
Gestica uzorka (< 56 pum) odreDen manji udjel IDF-a (p < 0,001) te veéi udjel SDFP-a (p <
0,001), SDFS-a (p = 0,001) i SDF (p < 0,001).

Na Slici 8 prikazan je utjecaj udjela enzima na udjele IDF-a, SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u

enzimski tretiranim uzorcima ljusaka heljde.
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Slika 8. Utjecaj udjela enzima na udjel IDF-a, SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim
uzorcima ljusaka heljde
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Uzorcima su dodani enzimi, celulaza i hemicelulaza, u razli¢itim udjelima (0,1 % ili 1 %) te
se pokazalo da vecCi udjel enzima znacajno smanjuje udjel IDF-a (p = 0,003), a znaCajno
povecava udjel SDFS-a (p < 0,001), a za udjel SDFP-a (p = 0,226) nije utvrDen statisticki
znaCajan utjecaj udjela enzima. No promatrajuci utjecaj udjela enzima na udjel topljivih

vlakana, dodatak enzima 1 % znacajno je povecao udjel SDF-a (p = 0,003).

Na slici 9 prikazana je interakcija razlicite veliCine Cestica uzoraka ljusaka heljde, vremena i

udjela enzima na udjel IDF-a, SDFP-a, SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima

ljusaka heljde.
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Slika 9. Interakcija razliCite veliCine Cestica uzoraka ljusaka heljde, vremena i udjela enzima

na udjel IDF-a, SDFP-a,SDFS-a i SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima ljuska heljde

Promatrajuci interakciju razliCite veliCine Cestica uzoraka ljusaka heljde, vremena enzimskog
tretmana i udjela enzima, vidljivo je da je meDusobna interakcija navedenih parametara
znaCajno utjecala na udjel IDF-a i SDFP-a. U uzorku 8'KM s dodatkom 1 % enzima

produljenjem enzimskog tretmana na 8 h udjel IDF-a zna€ajno se smanjio, a udjel SDFP-a
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vlakana znaGajno se povecao. TakoDer u uzorcima < 56 um s udjelom enzima 0,1 % i 1 %,
produljenje enzimskog tretmana dovelo je do znaCajnog povecanja udjela IDF-a i znacajnog

smanjenja SDFP-a.

Promatrajuéi dobivene udjele IDF-a izmeDu uzoraka ljusaka heljde s razli¢itom veli¢inom
Cestica, u uzorcima 8'KM s udjelom enzima 0,1 % i 1 % tretiranim 1 h postignut je znatno
veci udjel IDF-a od uzoraka < 56 um s 0,1 % i 1 % enzima tretiranim 1 h i 4 h. Nadalje uzorci
8'KM s 0,1 % enzima tretirani 4 h i 8 h imaju veci udjel IDF-a od uzoraka <56 pms0,1%i1

% enzima tretiranih 4 h i uzorka < 56 um s 1 % enzima tretiranog 1 h.

Udjel SDFS-a u uzorku < 56 pum s dodatkom 1 % enzima znacajno bio je veci nego u uzorku
< 56 pum s manjim udjelom enzima, isti takav trend pojavio se i kod uzorka 8'KM za udijel
SDFS-a.

UsporeDujuci uzorke 8'KM i < 56 um koji su podvrgnuti istom enzimskom tretmanu s istim
udjelom enzima takoDer je doslo do znacajnih promjena u udjelu IDF-a i SDF-a. Uzorci < 56
pm s udjelom enzima 0,1 % i 1 %, podvrgnuti enzimskom tretmanu u trajanju od 1 h i 4 h
imali su zna€ajno manji udjel IDF-a od uzoraka 8'KM pri istim uvjetima. Udjel SDF-a bio je
znaCajno vecCi u uzorcima < 56 pm s dodatkom 0,1 % i 1 % enzima Kkoji su podvrgnuti
enzimskom tretmanu u trajanju 1 h i 4 h usporedno s uzorkom 8 'KM pri istim uvjetima.
Takva razlika u udjelima vlakana mote se pripisati veli€ina Cestica, s obzirom na to da se

usitnjavanjem povecava povrsina uzorka koja postaje dostupnija za djelovanje enzima.

Nakon provedene meDusobne usporedbe utjecaja svih parametara na udjel SDF-a u tretiranim
uzorcima ljusaka heljde i usporedbom dobivenih rezultata mote se zakljuciti da veliCina
Cestica uzorka i udjel enzima imaju znacajan utjecaj na udjel topljivih vlakana, te su uzorci s
manjom veliCinom Cestica (< 56 um) tretirani s dodatkom veceg udjela enzima (1 %) imali

veci udjel SDF-a.

Buduci da je cilj istrativanja bio ispitati utjeCe li usitnjavanje i enzimski tretman ljusaka

heljde na povecanje udjela topljivih vlakana, definirani su sljedeCi optimalni uvjeti:

- usitnjavanje uzorka na veli€inu Cestica < 56 pm,

- tretman tijekom 1 sata, s dodatkom 1 % celulaze i 1 % hemicelulaze.

U uzorku <56 um 1 h E 1 %, a to odgovara navedenim optimalnim uvjetima, postignuto je
povecanje udjela SDFP-a s 1,50 % na 1,76 % suhe tvari uzorka, odnosno povecanje za 17,33
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%, povecanje udjela SDFS-a 4,4 puta, (s 0,035 % na 0,154 % suhe tvari uzorka), te je
postignuto povecanje udjela SDF-a s 1,54 % na 1,91 % suhe tvari uzorka, odnosno povecanje

za 24,03 % (Tablica 3).

Pri definiranim optimalnim uvjetima bio je proveden tretman pojedinacnim enzimima kako bi

se utvrdio pojedinacni utjecaj enzima na udjel netopljivih i topljivih vliakana.

Na Slici 10 prikazan je udjel IDF-a u uzorku < 56 pm koji nije tretiran enzimima, uzorku < 56
pm tretiranom s dodatkom 1 % celulaze i uzorku < 56 pm tretiranom s dodatkom 1 %
hemicelulaze, izraten na udjel ukupnih vlakana. Razli¢itim slovima oznaCene su statisticki

znacCajno razlicite vrijednosti (p > 0,05).
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Slika 10. Udjel IDF-a u uzorcima ljusaka heljde tretiranim zasebnim enzimima izraten na

udjel ukupnih vlakana (TDF); C — celulaza, HC — hemicelulaza

Enzimski tretman ljusaka heljde < 56 um zasebnim enzimima pri optimalnim uvjetima nije

imao znaCajan utjecaj na udjel IDF-a izraten na udjel ukupnih vlakana.

Na Slici 11 prikazan je udjel SDFP-a u uzorku < 56 pm koji nije tretiran enzimima, uzorku <
56 um tretiranom s dodatkom 1 % celulaze i uzorku < 56 um tretiranom s dodatkom 1 %
hemicelulaze, izraten na udjel ukupnih vlakana. Razlicitim slovima oznaCene su statisticki

znacCajno razlicite vrijednosti (p > 0,05).
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Slika 11. Udjel SDFP-a u uzorcima ljusaka heljde tretiranim zasebnim enzimima izraten na

udjel ukupnih vlakana (TDF); C — celulaza, HC — hemicelulaza

Na udjel SDFP-a, tretman ljusaka heljde < 56 pum, pri optimalnim uvjetima nije imao znacajan
utjecaj.

Na slici 12 prikazan je udjel SDFS-a u uzorku < 56 um koji nije tretiran enzimima, uzorku <
56 pum tretiranom s dodatkom 1 % celulaze i uzorku < 56 pm tretiranom s dodatkom 1 %
hemicelulaze, izraten na udjel ukupnih vlakana. Razli¢itim slovima oznaCene su statisticki

znaCajno razliCite vrijednosti (p > 0,05).
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Slika 12. Udjel SDFS-a u uzorcima ljusaka heljde tretiranim zasebnim enzimima izraten na
udjel ukupnih vlakana (TDF); C — celulaza, HC — hemicelulaza

Do znacajne razlike u udjelu SDFS-a doslo je prilikom tretmana ljusaka heljde < 56 pm,
zasebnim enzimima pri optimalnim uvjetima. Dodatak hemicelulaze u uzorak ljusaka heljde
nije imao znacajan utjecaj na udjel SDFS-a usporedno s enzimski netretiranim uzorkom.
Usporedno s enzimski netretiranim uzorkom, znacajno povecanje udjela SDFS-a postignuto je
u uzorku s dodatkom 1 % celulaze, zabiljeteno je povecanje udjela 5,4 puta (s 0,035 % na
0,188 % suhe tvari uzorka). Tretman celulazom imao je znacajniji utjecaj na povecanje udjela
topljivih vlakana u tretiranim uzorcima. Dodatak celulaze utjecao je na povecanje SDF-a za
12,99 % u odnosu na enzimski netretiran uzorak < 56 um 0 (s 1,54 % na 1,74 % suhe tvari
uzorka) (Tablica 3).

U enzimski tretiranim uzorcima <56 pm 1 h E 1 % i <56 um 4 h E 1 % postignut je najveci
udjel SDF-a i udjel SDFS-a u odnosu na enzimski netretirani uzorak < 56 pum 0. Postignut
udjel SDFS-a u enzimski tretiranom uzorku < 56 um 1 h E 1 % (0,154 % ST) bio je za 22 %
manji u odnosu na postignuti udjel SDFS-a u uzorku < 56 um s dodatkom 1 % celulaze, a u
enzimski tretiranom uzorku < 56 um 4 h E 1 % (0,155 % ST) postignut udjel SDFS-a bio je
manji za 21, 29 % od udjela SDFS-a u uzorku < 56 um s dodatkom 1 % celulaze i enzimskog
tretmana u trajanju 1. Usporedbom postignutog udjela SDF-a u enzimski tretiranim uzorcima
<56 um1hE1%i<56pum4hE1%suzorkom <56 pum s dodatkom 1 % celulaze i
enzimskog tretmana u trajanju 1 h nije bilo znaCajne razlike u udjelu SDF-a, kao ni u

postignutom udjelu SDFP-a.
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Zhu i suradnici (2014) u svom istrativanju o utjecaju mikronizacijske tehnologije na
fizikalno-kemijska i antioksidativna svojstva vlakana izolirani iz heljdinih ljusaka su pokazali
da veliCina Cestica utjeCe na udjel vlakana. VeliCina Cestica vlakana izolirana iz heljdinih
ljusaka prije ultrafinog mljevenja iznosila je 222,41 um, a nakon ultrafinog mljevenja veliina
Cestica vlakana izolirana iz heljdinih ljusaka kretala se u rasponu od 1,00 pm do 133,10 pum.
Udjel ukupnih vlakana izoliran iz ljusaka heljde nakon ultrafinog mljevenja smanjio se s
86,83 % na 83,23 %. Udjel topljivih vlakna izoliran iz heljdinih ljusaka nakon ultrafinog
mljevenja povecao se za 66,25 % (s 16,00 % na 26,60 %), a udjel netopljivih vlakana izoliran
iz heljdinih ljusaka smanjio se s 70,27 % na 56,63 % nakon ultrafinog mljevenja, iz Cega su
zakljucili da ultrafino mljevenje utjeCe na preraspodjelu vlakana u udjelu ukupnih vlakana
(Zhu i sur., 2014). Ako se rezultati ovog rada usporeDuju s istrativanjima koje su proveli Zhu
i suradnici (2014), vidi se povezanost veliCine Cestica s udjelom vlakana. Rezultati
istrativanja Zhu i suradnika pokazali su da se nakon ultrafinog mljevenja vlakana izoliranih iz
ljusaka heljde udjel netopljivih vlakana smanjio, a udjel topljivih vlakana se povecao, a to
pokazuju i rezultati ovog rada. Udjel netopljivih vlakana bio je veci u uzorcima ljusaka heljde
samljeveni na kriomlinu 8 minuta (8'KM), a udjel topljivih vlakana bio je veci u uzorcima s
manjom veli¢inom &estica (< 56 um), takoDer je doslo do prerasopodjele u udjelu ukupnih
vlakana. Dobiveni udjeli topljivih vlakana u enzimski tretiranim uzorcima heljdinih ljusaka u
ovom radu znatno su manji u odnosu na udjel topljivih vlakana koji je postignut u istrativanju
Zhu i suradnika (2014), a to se mote povezati s razliCitom veliCinom Cestica uzoraka,

primjenjenim uvjetima tretmana, koriStenim metodama kao i s podrijetlom koriStene sirovine.

Ujecaj ultrafinog mljevenja na hidratacijska i antioksidacijska svojstva vlakana pSenicnih
posija istrativali su Zhu i suradnici (2010). Veli€ina Cestica praha s vlaknima kretala se od 10
nm do 620 nm, a prosjecna veliCina Cestica iznosila je 343,5 nm. Neravnomjerna raspodjela u
veligini Gestica mote se povezati s prirodom vlakana, a treba se uzeti u obzir i da je odreDena
koliCina Cestica aglomerirana. Smanjenje udjela ukupnih vlakana nakon ultrafinog mljevenja
objasnjeno je razgradnjom hemiceluloze, celuloze i lignina na manje molekule. Udjel
netopljivih vlakana nakon mljevenja smanjio se s 81,13 % na 68,65 %, a udjel topljivih
vlakana se povecao s 2,90 % na 11,47 % (3,96 puta). Promjena u udjelima nastala je zbog
preraspodjele vlakana nakon mljevenja iz netopljivih u topljiva vlakna (Zhu i sur., 2010).
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4.2. KAPACITET ZADRTAVANJA VODE
Na Slici 13 prikazani su rezultati odreDivanja kapaciteta zadrtavanja vode usitnjenih ljusaka

heljde tretiranih enzimima.
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Slika 13. Kapacitet zadrtavanja vode (WRC) usitnjenih ljusaka heljde tretiranih enzimima.
Istim slovom oznaCene su vrijednosti izmeDu kojih nema statisticki znaGajne razlike (p >
0,05)

Usitnjavanje i enzimski tretman ljusaka heljde nisu imali znaajan utjecaj na kapacitet
zadrtavanja vode, a to je vidljivo iz dobivenih rezultata (Slika 13). U netretiranim uzorcima
8'KM 0 kapacitet zadrtavanja vode iznosio je 1,57 g g, a u uzorku < 56 pm 0 postignut
WRC iznosio je 2,25 g g™.

Neka istrativanja pokazuju da veliCina Cestica utjeCe na kapacitet zadrtavanja vode. Rezultati
WRC-a u istrativanju Zhu i suradnika (2010) pokazali su da mljevenje, odnosno veliCina
Cestica, utjeCe na hidratacijska svojstva. Nakon mljevenja WRC pSenicnih posija smanjio se s
4,608 na 3,047. Nadalje Raghavendra i suradnici (2004, 2006) istrativali su karakteristike
mljevenja i hidratacijska svojstva kokosovih vlakana te se pokazalo da smanjenje veliCine
Cestica kokosovih vlakana na 1127 do 550 pum rezultira povecavanju hidratacijskih svojstava,
a daljnjim smanjenjem veli€ine Cestica na 550 do 390 um hidratacijska se svojstva smanjuju.
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Prema Kethireddipalliju i suradnicima, nepovoljan uc€inak mljevenja na hidratacijska
svojstava, uzrokovan je ne samo smanjenjem veliCine Cestica, nego i preraspodjelom strukture

u matriksu vlakana (Kethireddipalli i sur., 2002).
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrativanja i dobivenih rezultata mote se zakljuciti sljedece:

Interakcija vrsta uzorka, vremena tretmana i udjela enzima uvelike utjeCe na udjel
topljivih i netopljivih vlakana.

Veci udjel IDF-a zabiljeten je u uzorku 8'KM, a u uzorku < 56 um zabiljeten je veCi
udjel SDFP-a i SDFS-a.

Veci udjel SDFP-a i SDFS-a postignut je u uzorcima s dodatkom 1 % enzima nego u
uzorcima s dodatkom 0,1 % enzima.

Kao optimalni uvjeti tretmana ljusaka heljde pokazali su se usitnjavanje uzorka na
veliCinu Cestica < 56 pm, tretman u trajanju 1 sat s dodatkom 1 % celulaze i 1 %
hemicelulaze.

Pri optimalnim uvjetima (uzorak < 56 um 1 h E 1 %), postignuto je povecanje udjela
SDFP-a za 17,33 %, povecanje udjela SDFS-a 4,4 puta, te povecanje udjela SDF-a za
24,03 %.

Tretman celulazom imao je znaCajniji utjecaj na povecanje udjela topljivih vlakana u
tretiranim uzorcima ljusaka heljde od tretmana s hemicelulazom.

Prema dobivenim rezultatima, usitnjavanje i enzimski tretman ljusaka heljde nisu

utjecali na kapacitet zadrtavanja vode.
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