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1. UvVOD

Suvremeni nacin zZivota Cesto se povezuje s neadekvatnom prehranom koja ukljucuje
konzumiranje proizvoda bogatih razli¢itim sladilima, najcesé¢e ugljikohidratnima (Corti,
1999). Saharoza je, kao jedan od najpoznatijih ugljikohidrata, prisutna u vecini proizvoda u
kojima utjeCe na njihovu teksturu i konzistenciju, no ipak, kao glavni uzrok pretilosti,
dijabetesa i pojave zubnog Karijesa, nastoji se zamijeniti drugim sladilima. Tijekom
posljednjih 30 godina ucestalost pretilosti dramati¢no se povecala medu djecom i odraslima
(Mermel, 2004) te je povecan interes potrosaca za zdravim nacinom Zzivota koji ukljucuje
odrzavanje normalne tjelesne mase uravnotezenom prehranom i adekvatnom tjelesnom
aktivno$¢u. Danas se na trziStu moze nac¢i mnostvo prehrambenih proizvoda manjenog udjela
Secera (light proizvodi), no, ti proizvodi vrlo Cesto sadrze razli¢ita umjetna sladila (acesulfam
K, aspartam, ciklamati i sl.). Za razliku od umjentnih, prirodna, nerafinirana sladila, biljnog su
podrijetla, bogata su vitaminima i mineralnim tvarima, povoljno djeluju na gastrointestinalni
sustav, osiguravaju organizmu potrebnu energiju, povoljno djeluju na tegobe diSnog sustava i
smiruju Zivce (Sherman, 2003). Prirodna sladila biljnog podrijetla takoder znacajno doprinose
funkcionalnom konceptu prehrambenih proizvoda buduc¢i da su niskoenergijska, nekariogena,
bogata prirodnim pigmentima i polifenolima te uz znacajan antioksidacijski ucinak, ne
povecavaju glikemijski indeks.

Na trZiStu funkcionalnih prehrambenih proizvoda, koje je u stalnom porastu,
funkcionalni napitci zauzimaju velik udio $to je u skladu s potrebama suvremenog covjeka
koji sve manje konzumira zasladene gazirane napitke, a preferira kavu, ¢aj i biljne infuzije.
lako se tek poslajednjih nekoliko godina i u Hrvatskoj po¢ela popularizirati konzumacija ¢aja,
preferencije potroSaca su viSe usmjerene na biljne infuzije koje imaju dugu tradiciju primjene
u narodnoj medicini. Biljne infuzije su, uz kavu i ¢aj, izrazito bogati izvori bioaktivnih
sastojaka, posebice polifenola kao najznacajnijih antioksidansa, no, zbog njihovog visokog
udjela ujedno su i1 gorkog okusa. Buduc¢i da je osjet slatko¢e medu najpozeljnijim senzorskim
karakteristikama, u Zelji da smanje osjet gorcine i1 postignu Zeljenu slatkocu potrosaci te
napitke, kao i druge prehrambene proizvode, zasladuju razli¢itim, najces¢e ugljikohidratnim
sladilima.

Stoga je svrha ovoga rada kreirati nove formulacije ¢ajnih mjeSavina baziranih na
tradicionalnim ljekovitim biljkama (list kupine, list maline, list Sumske jagode) uz dodatak

prirodnih sladila (suseno voce, povrce, listi¢i stevije, korijen sladi¢a).
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Kako bi se dobio cjelovit uvid u funkcionalnost novokreiranih formulacija cajnih
mjesSavina, primjenom mnogobrojnih analitickih tehnika provest ¢e se detaljna karakterizacija
njihovih fizikalnih svojstava (odredivanje nasipne gustoce, boje, svojstva teCenja), nutritivnog
sastava (odredivanje udjela ugljikohidrata, mineralnih tvari, pigmenata, ukupnih fenola, flavonoida,
flavan-3-ola i proantocijanidina te pojedina¢nih polifenolnih spojeva), bioloSke aktivnosti
(odredivanje antioksidacijskog kapaciteta, citotoksicnosti, slobodnih kisikovih skupina)  te
senzorskih svojstava.

Objedinjujuci tradiciju i potrebe suvremenog ¢ovjeka, inovativne biljne infuzije predstavljat
¢e atraktivne funkcionalne napitke poZeljne arome, punog, kompleksnog okusa i1 uravnotezene

slatkoce, popularne medu svim dobnim skupinama potrosaca.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Funkcionalna hrana

Pojam funkcionalana hrana prvi je puta uveden u Japanu 1980. godine i Japan je prva
zemlja koja je zakonskom regulativom definirala funkcionalnu hranu. Opcée prihvacena
definicija funkcionalne hrane u znanstvenim krugovima je: ,,funkcionalna hrana je ona koja
sadrzi bioaktivne sastojke za koje je znanstveno utvrdeno da imaju povoljno djelovanje na
zdravlje ljudi”. Do 2001. godine Japan je registrirao ¢ak 271 razli¢iti prehrambeni proizvod
FOSHU statusa (Food for Specified Health Use). Funkcionalana hrana je osmisljena u svrhu
smanjivanja rizika od specifi¢nih bolesti kao S§to je karcinom, uklanjanjem odredenih
sastojaka, dodavanjem sastojaka koji nisu prirodno prisutni u odredenom prehrambenom
proizvodu ili koncentriranjem sastojaka u koli¢inama veéim od uobicajenih. Kreiraju se
prehrambeni dodaci u cilju zamjene ili smanjenja udjela masti i Secera, Sto se povezuje s
prevencijom kardiovaskularnih bolesti. Na globalnoj razini najve¢i je porast broja
funkcionalnih napitaka budu¢i da su oni prepoznati kao najbolji medij za funkcionalne
sastojke. TrziSte funkcionalnih napitaka obuhvaca veliku paletu proizvoda, od energetskih
do biljnih infuzija, voénih sokova, mlije¢nih proizvoda, smoothies (svjeze iscijedeni sokovi
od voca 1 povréa) 1 sl. Niskokalori¢ni funkcionalni napitci kljuéni su segment razvoja
brzorastuéeg trzista funkcionalne hrane, na kojem bi primjena prirodnih sladila trebala zauzeti
izuzetno vaznu poziciju. Prirodna sladila su niskoenergijska, nekariogena, njihov dodatak ne
mijenja svojstva proizvoda a imaju i izrazena antioksidacijska svojstva (Cock i Bechert,
2002).

Do sada je velik broj funkcionalnih proizvoda u raznolikim oblicima uveden na trZiste
(slika 1). Mnogi od njih sadrze karakteristicne funkcionalne sastojke kao $to su dijetalna
vlakna, oligosahardi, Secerni alkoholi, peptidi i proteini, prebiotici i probiotici, bioaktivni
sastojci 1 antioksidansi te polinezasicene masne kiseline (Li Day et al., 2008). Podrucje
razvoja funkcionalnih prehrambenih proizvoda razlicitih regija svijeta ovisi o prehrambenim

navikama stanovnistva.
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Funkcionalna hrana (305 proizvoda)

 djecja hrana i pekarski proizvodi
4 mlijecni proizvodi i konditorski proizvodi
L' bezalkoholna pica Ll ostalo

Slika 1. Noviteti prehrambene industrije na njemackom trzistu (Menrad, 2002)

Prihvatljivost specifi¢nih funkcionalnih sastojaka (vitamini, minerali, vlakna, kalcij, Zeljezo i

sl.) od strane potrosata povezano je sa njihovim saznanjima o zdravstvenim ucincima

pojedinih sastojaka (slika 2) (Menrad, 2002).

Slika 2. Funkcionalni sastojci koje potrosaci najvise percipiraju (Menrad, 2002)
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Pravila uspjeSne proizvodnje i plasiranja prehrambenih proizvoda promijenila su se
posljednjih desetak godina. Danas je imperativ funkcionalnoe hrane originalna ideja i dobar
marketing, a proizvodi koji imaju povoljan ucinak na zdravlje imaju dodatnu prednost.
Zdravstveno 1 prehrambeno osvijeSteni potrosaci diktiraju razvoj novih proizvoda.
Moderni funkcionalni napitci odraz su novih dinami¢nih trendova u prehrambenoj industriji.
Od bezalkoholnih napitaka viSe se ne ocekuje samo osvjeZenje, nego se zahtjevaju i dodatni
pozitivni u€inci njihovog konzumiranja na oCuvanje zdravlja 1 ljepote. Zdravstveni ucinci
pojedinih funkcionalnih prehrambenih proizvoda primarno ovise o ,,aktivnim” sastojcima koji
im se dodaju u obliku izoliranih sastojaka i ekstrakata iz prehrambenih proizvoda ili biljaka.
Sto je vise znanstvenih dokaza o pozitivnim uéincima odredenih sastojaka to je veéi interes za
njihovu primjenu u funkcionalnim proizvodima (Bender, 2008), uzimajuci u obzir 1 prirodne

komponente i pojedinacne porcije serviranja (slika 3).

zdravo

pojedinacna a'

porcija

Slika 3. Tendencija na trzistu funkcionalnih proizvoda

Aktivni sastojci koji su dovoljno istrazeni i kojima je dokazana ucinkovitost i
neSkodljivost mogu biti nosioci zdravstvene tvrdnje koju odobrava mjerodavno tijelo. Neki od
pozitivnih primjera funkcionalnih proizvoda na trzistu su primjerice fermentirani mlijec¢ni
napitci s dodatkom probiotickih bakterija 1 neprobavljivih vlakana (prebiotika), napitci
obogaceni antioksidansima i folnom kiselinom, juice od narance obogacen kalcijem za Cvrste
kosti ili biljnim sterolima koji povoljno djeluju na razinu kolesterola. Ti proizvodi rezultat su
¢vrstih znanstvenih dokaza iza kojih stoji velik broj znanstvenih studija koje su dokazale

povoljno djelovanje na zdravlje. Neki od funkcionalnih proizvoda prikazani su na slici 4.



TEORUSKI DIO

bezalkoholna pi¢a u kombinaciji s razli¢itim
sastojcima:

* badem, orah, crni grah, pinjoli, dumbir i zeleni Caj

- ugodan miris

- bogat okus

- ublazava kasalj i bol u misi¢ima

- blagotvorni ucinak na psihofizicko zdravlje

Energize Soothe
kombinacija rooibosa,
crnog Caja i TTEREE |
9 kamilice za
zacina . .

Slika 4. Biljne infuzije dizajnirane u svrhu opustanja (a), stimulacije ili terapije (b)
(Anonymous 1)
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2.2. Sladila

Tvari za zasladivanje ili sladila su tvari koje dodane hrani nadopunjuju ili stvaraju
sladak okus. Obicno se dijele na zamjene za Secer (poliole) i umjetna sladila ili samo sladila
(NN 173/04). Osim zdravstvenog ucinka odabir sladila se provodi i prema tehnoloskim
svojstvima i cijeni te vrsti proizvoda za koji su namijenjeni. Tvari za zasladivanje su
nadomjestak Seceru te bitno smanjuju energijsku vrijednost namirnice. Zamjena za Secer ili
smanjena kalorijska vrijednost pomazu pojedinim skupinama ljudi da reguliraju energijski
unos a da pritom ne smanjuju unos namirnica, odnosno da pri bolesnim stanjima organizma,
kod kojih je ograniCen unos Secera, i dalje uzivaju u slatkom okusu. Medutim, vrlo €esto se u
sastavu niskoenergijskih prehrambenih proizvoda nalaze umjetna sladila koja imaju visok
intezitet slatkoce pa ih je potrebno koristiti u znatno manjem udjelu da se postigne slatkoca
ekvivalentna istoj saharoze, koja se uzima kao referentna supstanca. Budué¢i da su umjetna
sladila dobivena sintetskim putem, a koncept funkcionalne hrane se vezuje uz zdrav nacin
Zivota, interes potroSaca usmjeren je na prirodna sladila koja ve¢ zbog same Cinjenice da su
biljnog podrijetla imaju znacajnu prednost u odabiru odredenog prehrambenog proizvoda

(Mitchell, 2006). Podjela sladila prikazana je na slici 5.

Intenzitet
slatkoce

Energijska Kemijska
vrijednost struktura

Slika 5. Podjela sladila prema energijskoj vrijednosti, kemijskoj strukturi, porijeklu i

Porijeklo

intenzitetu slatko¢e (Mitchell, 2006)
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Zasto “NEZ umjetnim sladilima?

Postoji velik broj poznatih intenzivnih sladila, no samo mali broj udovoljava
zakonskoj regulativi u modernoj prehrambenoj industriji. Popis dozvoljenih umjetnih sladila
varira od zemlje do zemlje. Primjerice, u EU postoji lista koja ukljucuje 6 umjetnih sladila
visokog inteziteta ¢ija je uporaba dozvoljena (acesulfam K, aspartam, ciklaminska kiselina i
njene soli, saharin i njegove soli, sukraloza, neohesperdin dihidrohalkon), dok u SAD-u taj isti
popis ne ukljucuje ciklamate i NHDC (neohesperidin dihidrohalkon), ali se tamo na popisu
moze pronaci i neotam. Umjetna sladila visokog intenziteta koja su naveliko promovirana od
strane prehrambene industrije, ubrajaju se medu najkontroverznije prehrambene sastojke zbog
sumnje da izazivaju nepovoljne zdravstvene efekte kao Sto su dermatoloSki problemi,
glavobolje, promjene raspolozenja, promjene u ponasanju, poteSskoce s disanjem, alergije pa
cak 1 karcinom. Tako su primjerice provedena brojna istrazivanja o sigurnosti saharina (kod
zivotinja) 1 ciklamata kod kojeg je problem slozeniji, jer razliCiti ljudi metaboliziraju ovo
sladilo na razlic¢ite na¢ine. Stoga je zbog sigurnosti potrosaca potrebno kontrolirati sadrZaj

sladila u hrani i njihov unos u organizam (Zygler i sur., 2009).

Zasto prirodna sladila?

Konzumacija napitaka zasladenih SeCerom moZe uzrokovati brojne metabolicke
poremecaje, medu kojima se, kao najucestaliji, navodi pretilost, ali i dijabetes 1 zubni karijes.
Stoga je zamjena Secera drugim sladilima, posebice prirodnima, od velike socijalne i
gospodarske vaznosti (Cadore i sur., 2010), jer osim kontrole tjelesne mase moze utjecati na

prevenciju drugih metaboli¢kih poremecaja (Anton i sur., 2010).

Prirodna sladila pruzaju Sirok spektar pozitivnih zdravstvenih uc¢inaka kao $to su:

= smanjenje rizika od pojave zubnog karijesa

potencijalno laksa obnova karijesnih lezija
= smanjenje energijske vrijednosti

® smanjenje rizika od pojave karcinoma debelog crijeva (Mitchell, 2006).
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2.2.1. SuSeno voce i povrée — prirodni izvori sladila

Kao posljedica koncentracije sastojaka tijekom suSenja, suseno voce ima vecu ukupnu
energiju, visi udio nutrijenata, a ¢esto i znatno veéu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi sa
svijezim vo¢em (Bennett i sur., 2011). Zbog dominantnog udjela reduciraju¢ih Secera u
sastavu (tablica 1), uporaba suSenog voca i povrca kao izvora prirodnih sladila, od velikog je
znacaja. Medu suSenim vo¢em posebice su popularne smokve, grozdice, marelice, jabuke i
Sljive, dok je medu povréem znacajan izvor sladila mrkva i batat. U novije vrijeme izrazito se
povecava i popularnost biljke Stevia rebaudiana, dok sladi¢ ve¢ ima dugu tradiciju primjene u

terapijske svrhe i kao sladilo.

2.2.1.1. Smokva
Smokva, u svjeZzem ili suSenom obliku, sadrzi visok udjel ugljikohidrata i prehrambenih
vlakana, Zeljeza, kalcija i kalija (Rinzler, 1999). Udjel ukupnih Secera iznosi 47,92 g na 100 g

voca 1 to prema slijede¢im udjelima:

iglukoza 24,799 J

2.2.1.2. Grozdice

GroZdice su koncentrirani izvor ugljikohidrata, bogate su prehrambenim vlaknima,
antioksidansima i mineralnim tvarima, medu kojima su najzastupljeniji Kkalij i Zeljezo
(Mattern 1 sur., 2008). Udio ukupnih Secera iznosi 59,19 g na 100 g voca, pri ¢emu najveci

udio otpada na fruktozu (29,68 g) i glukozu (27,75 g), a najmanji na saharozu (0,45 g).

2.2.1.3. Marelica

Marelica je voce porijeklom iz Kine koje se vrlo dobro prilagodilo mediteranskim
uvjetima a koje se konzumira Sirom svijeta zbog svoje ugodne arome i mirisa. Osim
atraktivne arome koja je rezultat brojnih hlapljivih spojeva poput terpena, alkohola, laktona i

benzaldehida (Sanchez i sur., 2007), marelica je znac¢ajno prirodno sladilo.
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Udjel ukupnih Secera u suhom plodu marelice iznosi 53,44 g na 100 g voca. Najveci je udjel

glukoze (33,08 g) koju slijedi fruktoza (12,47 g), dok je najmanje zastupljena saharoza (7,89
9).

2.2.1.4. Jabuka

Jabuke sadrze mnoge komponente za koje je dokazan pozitivan ucinak na ljudsko
zdravlje kao §to su Seceri, Secerni alkoholi, organske kiseline, aminokiseline 1 fenolni spojevi.
Izbalansiran odnos udjela Secera i organskih kiselina odgovoran je za okus i aromu jabuke,
dok fenolni spojevi i vitamic C povisuju njezin antioksidacijski kapacitet (Cheng i sur., 2010).
Jabuka je bogata mineralom kalijem (622 mg), aminokiselinama lizinom (66 mg) te

fenilalaninom i tirozinom (59 mg) (Kulier, 2001).

2.2.1.5. Sljiva

Udjel ukupnih Secera u suhoj Sljivi iznosi 38,13 g na 100 g voca, pri cemu najveci
udio ¢ini glukoza (25,46 g), zatim fruktoza (12,45 g), a najmanji saharoza (0,15 g). Bogata je
kalijem (732 mg), fosforom (69 mg) i magnezijem (41 mg) (USDA, 2011).

Tablica 1. Prikaz kemijskog sastava suhog voca (Kulier, 2001)

SMOKVA GRO%DICE MARELICA JABUKA

™ B, Y,

SLJIVA

Fruktoza g3 29,68 ¢ 1247¢ / 12,45¢g

Saharoza 2079 0459 7899 015g

Vitamini © 2,5mg C 23mg B-karoten 4620 pg Nikotinska kis. p-karoten 670 ug
Folna kis. 14 pg K 35mg Folna kis. 5,1 ug 0,8 mg Nikotinska kis. 1,73
p-karoten 51 pg mg

Minerali K 850 mg K 749 mg K 1370 mg K 622mg K 824 mg
ca®  193mg F 234mg P 114 mg P 50mg P 73 mg
Na* 40 mg P 101 mg Mg** 50 mg Ca®* 30mg Ca* 41 mg

Takoder, suho voée ima nizak glikemijski indeks: smokva (61), grozdice (54), marelica (30),

jabuka (29) i Sljiva (29).
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2.2.2. Stevija (Stevia rebaudiana)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odijel: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Asteridae

Red: Asterales

Porodica: Asteraceae

Rod: Stevia Cav.

Vrsta: Stevia rebaudiana Bertoni

(USDA, 2011).

Slika 6. Stevija, Stevia rebaudiana (Anonymous 2)

Stevia rebaudiana Bertoni (slika 4) je slatka biljka koja pripada obitelji Compositae,
rodom iz Juzne Amerike, no takoder se uzgaja u Kini i jugoisto¢noj Aziji, a od 1925. godine
nalazi se na popisu ljekovitih biljaka. Ekstrakti lis¢a koriste se za zasladivanje bezalkoholnih
pica, soje, sojinih umaka, jogurta 1 druge vrste hrane u Koreji, Japanu i Brazilu. Suhi ekstrakt
lista stevije sadrzi alkaloide, flavonoide, klorofile, ksantofile, hidroksicimetne kiseline (kava
kiselina, klorogenska kiselina itd.), oligosaharide, slobodne Secere, aminokiseline, lipide i
elemente u tragovima (Muanda i sur., 2010). Listovi biljke Stevia rebaudiana slatkog su
okusa i sadrze veliki broj aktivnih komponenti, od kojih su najvazniji steviozid i rebaudiozid
A. Obje komponente su glikozidi steviola i u probavnom se traktu hidroliziraju do steviola

koji se apsorbira i topljiv je u mastima (Renwick, 2008).

Steviozid/rebaudiozid A

Steviozid i njegov analog, rebauozid A, su diterpenski glikozidi koji sadrze aglikol

steviol a nastaju u listovima biljke Stevia rebaudiana ¢ije je staniSte tipi¢no za sjeverno

i daje Ci$¢i okus, vise nalik saharozi, za razliku od steviozida koji je goreg okusa.

11
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Izdvajanje glikozida iz liS¢a pocinje vodenom ekstrakcijom, nakon cCega slijedi
selektivna ekstrakcija polarnim organskim otapalom, dekolorizacija, uklanjanje necistoca,
ionska izmjena i konacno kristalizacija (Mitchell, 2006). Steviozid je postao poznat po SV0j0j
intenzivnoj slatko¢i (250 - 300 puta je sladi od saharoze) te se koristi kao nekalori¢ni

zasladiva¢ u nekoliko zemalja.

Brojne studije pokazale su da,
osim slatkoée, steviozid uz pegad)

. .. VN 0— - Glc - - Gle(2-1) 0— 3~ Gle - p - Gle(2-1)
srodne.sp-OJeve, kOJ‘I ukl]TlCUjl% . l/\,- 8 ;H &
rebaudiozid (drugi najcesci LN NN

H | H

sastojak S. rebaudiana lista), N, / SOV

. .. . . HC =0 M =0
steviol i izosteviol (slika 7), | |
takoder ima brojne pozitivne Stevioside Rebaudioside A
zdravstvene  ucinke kao o o o
antihiperglikemijsko, /\?4/! vmz /\;;}J?o :u
antihipertenzivno, protuupalno i Y\{) Q/J
antikancerogeno djelovanje ue toom u,a?;m He’ toom
(Chatsudthipong i sur., 2009). Steviol Isosteviol  Dihydroisosteviol

2.2.3. Batat (Ipomoea batatas, L.)

Slika 7. Strukturni prikaz steviozida i kemijski srodnih

spojeva (Chatsudthipong i sur., 2009)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odjel: Magnoliophyta

Razred: Magnoliopsida

Podrazred: Asteridae

Red: Solanales

Porodica: Convolvulaceae

Rod: Ipomoea L.

Vrsta: Ipomoea batatas, L. (USDA, 2011).

Slika 8. Batat, Ipomoea batatas L. (Anonymous 3)

12
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Slatki krumpir (slika 8) bogat je prehrambenim vlaknima, mineralnim tvarima,
vitaminima i antioksidansima poput fenolnih kiselina, antocijana, tokoferola i - karotena.
Osim antioksidacijskog djelovanja, karotenoidi i fenolni spojevi takoder su odgovorni za
razlic¢ite karakteristicne boje mesa slatkog krumpira (kremastu, Zutu, narancastu i ljubicastu)
(Teow i sur., 2007). Batat je vazan izvor ugljikohidrata te bi mogao biti vazna namirnica u
uvjetima preZivljavanja (za vrijeme gladi). Caj od lista batata preporuéuje se za poboljsanje
glikemijskog indeksa (posebno dobro za dijabeticare), kod osoba koje pate od slabokrvnosti
(preporuceno s medom), za ublazavanje probavnih tegoba, za poboljSanje funkcija gusterace i

jetre te za sprijeCavanje nesanice (Byamukama i sur., 2004).

Kemijski sastav batata:
70 % suhe tvari
30% suha tvar (od toga 80-90% ugljikohidrati: Skrob, fruktoza, glukoza i saharoza)

2.2.4. Sladié¢ (Glycyrrhiza glabra)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odjel: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Rosidae

Red: Fabales

Porodica: Fabaceae

Rod: Glycyrrhiza L.
Vrsta: Glycyrrhiza glabra L.

(USDA, 2011).

Slika 9. Sladi¢, Glycyrrhiza glabra (Anonymous 4)
Sladi¢ (slika 9) je viSegodisnja biljka visine do 1 m s razgranatim rizomima i

drvenastim stabljikama koja nosi slozene listove i svjetlo-ljubicaste ili bijele cvjetove.
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U biljci se nalaze mnoge aktivne tvari kao $to su flavonoidi, izoflavonoidi i halkoni.
Glavni flavonoidi 1 halkoni u svjezem korijenu (likvirtin i izolikvirtin) su djelomicno
hidrolizirani nakon suSenja. Najzastupljeniji triterpenski saponin je glicirizinska kiselina (2-
15%) i njen aglikon, gliciretinska kiselina, koja se javlja s 24-hidroksigliceretinskom
kiselinom (50-100 puta slada od Secera) i nekolicinom drugih saponina. Osim §to djeluje kao
ekspektorans, sladi¢ 1ima protuupalno, antivirusno, antibakterijsko, citotoksi¢no,
antihepatoksi¢no, antioksidacijsko 1 antihistaminsko djelovanje (Wyk 1 sur., 2004).
Glicirizinska kiselina jedan je vodecih prirodnih spojeva koji se, prema posljednim studijima,
koristi u klinickim ispitivanjima u borbi protiv kroni¢nog virusnog hepatitsa i HIV-a. Na
temelju tih razmatranja, odredivanje 1 selektivna ekstrakcija glicirizinske kiseline iz korijena
sladi¢a, postalo je od velikog interesa (Puoci i sur., 2010). Korijen sladi¢a sadrzi 81%
ugljikohidrata medu kojima je najzastupljenija glukoza (16,2%), galaktoza (14,9%), arabinoza
(11,5%), manoza (6,9%), a prisutna je i glukuronska kiselina (18,8%) (Hensel i sur., 2009).

2.2.5. Mrkva (Daucus carota, L.)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odjel: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Rosidae

Red: Apiales
Porodica: Apiaceae

Rod: Daucus L.

Vrsta: Daucus carota L.

(USDA, 2011).

Slika 10. Mrkva, Daucus carota L. (Anonymous 5)

Mrkva (slika 10) je povrée koje se u Sirkom rasponu konzumira u sirovom ili kuhanom
obliku zbog svog ugodnog okusa ali i brojnih nutrijenata koji su u mrkvi prisutni u visokim

udjelima. Mrkva se ve¢inom sastoji od vode (oko 90% svjeze mase) i ugljikohidrata, na koje
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otpada 5% jestivog djela mrkve. Osim terpenoida, ugljikohidrati su najvazniji sastojci Kkoji
dopridonose prihvatljivosti ovog povréa od strane potroSaca. Kao §to je poznato, glukoza,
fruktoza i saharoza su glavni SeCeri zastupljeni u mrkvi te su objavljena mnoga opsezna
istrazivanja njihove prisutnosti u razli¢itim vrstama mrkve ovisno o razliitim uvjetima
obrade i skladistenja. SuSsena mrkva najbogatija je saharozom (406,8 mg/g suhe mrkve),
glukozom (194,4 mg/g suhe mrkve), fruktozom (175,8 mg/g suhe mrkve) i manitolom (0,9
mg/g suhe mrkve) (Villamiel i sur., 2008). Osim Sto je bogaa -karotenom, mrkva sadrzi i
znacajne koli¢ine vitamina A, C, E , By, By, Bg 1 By te polifenola, Sto se povezuje s

antikancerogenim i antioksidacijskim svojstvima (Chang i sur., 2007).

2.3. Uporaba funkcionalnih svojstava biljnih metabolita

Razli¢ite vrste biljaka imaju razli¢it sastav i1 udjel bioaktivnih komponenata te stoga i
razli¢ito djelovanje na ljudski organizam. Raznolikost biljnog svijeta i prisutnost velikog
broja biljnih vrsta upucuje na potrebu odredivanja bioaktivnih komponenata 1 pozitivnih
bioloskih u¢inaka (Kris-Etherton i sur., 2002). Biljni pripravci imaju dugu tradiciju primjene u
narodnoj medicini. Djelotvorna doza biljnih pripravaka izrazito se razlikuje od toksi¢ne doze,
za razliku od cistih kemijskih spojeva, koji su visoko koncentrirani pa se dostatna doza lako
premasuje. Vecina ljekovitog bilja koristi se u kratkom periodu (do tri tjedna) za lijecenje
razlicitih laksih bolesti. Postoje odredena stanja gdje je potrebno nekoliko tjedana da bi
pripravak postao djelotvoran npr. kod kroni¢nih bolesti kao Sto su blaga depresija, loSa
cirkulacija, laksi oblici astme te neki oblici dijabetesa. Svjezi biljni pripravci rijetko se koriste
za lijeCenje ozbiljnih zdravstvenih stanja (iznimka su neke zemlje treceg svijeta gdje je
ograni¢en pristup modernim lijekovima) nego se koriste pazljivo testirani i standardizirani
»biljni preparati “ te izolirani sastojci svjeZih biljaka. Ljekovito bilje osigurava lako dostupan
izvor primarne zdravstvene zaStite milijunima ljudi Sirom svijeta (tablica 2). Moderni trendovi
u razvoju prehrambenih proizvoda usmjereni prema funkcionalnoj hrani takoder sve viSe
istiu prirodne dodatke biljnog podrijetla (Wyk i Wink., 2004). Biljni pripravci pripremaju se
iz biljaka koje sadrze specificne kemijske spojeve ili ceS¢e mjesavinu kemijskih spojeva koje
djeluju na prevenciju zdravstvenih poremecaja ili se koriste u terapijske svrhe. Bioaktivni
spojevi su nutritivne komponente koje se obi¢no u malim udjelima pojavljuju u hrani, ali

konzumiranje proizvoda bogatih bioaktivnim sastojcima dopridonosi brojnim pozitivnim
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zdravstvenim ucincima, posebice prevenciji carcinoma 1 kardiovaskularnih spojeva.
Najvazniji bioaktivni kemijski spojevi u ljekovitom bilju su vitamini, mineralne tvari,
aminokiseline, alkaloidi te polifenoli kao najznacajniji sekundarni biljni metaboliti (Kris-

Etherton i sur., 2002).

Tablica 2. Veli¢ina globalnog trzista suplemenata u milijunima $ (Wyk i Wink., 2004)

Homeopatski i Ljekovito
Vitamini i specijalni Funkcionalna bilje
minerali proizvodi, hrana i biljni
proizvodi za lijekovi
sportase
Japan 3200 1280 11830 2340
SAD 7070 4230 16080 4070
Europa 5670 2510 15390 4070
UKUPNO (racunajuéi 19620 9960 47670 17490
sve regije svijeta)

2.3.1. Fenolni spojevi i njihov znacaj

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti koje sintetiziraju biljke tijekom normalnog
razvoja 1 kao odgovor na stresne uvjete kao Sto su infekcije, oSte¢enja i UV zraCenje. Ti
spojevi nastaju u svim djelovima biljke i predstavljaju vrlo raznoliku skupinu bioaktivnih
spojeva nastalih iz fenilalanina i tirozina. Polifenoli (slika 11), zastupljeni u biljkama, dijele
se na jednostavne fenole, fenolne kiseline (derivate benzojeve i cimetne kiseline), kumarine,
flavonoide, stilbene, hidrolizirane i kondenzirane tanine, lignane i lignine (Shadidi i Naczk,
2004). Vazni su konstituenti prehrambenih proizvoda biljnog porijekla. Ovi spojevi su
odgovorni za senzorska svojstva namirnica kao Sto su okus, astrigentnost i boja. Osim toga,
prisustvo fenolnih spojeva u prehrani je od velikog znacaja zbog njihove izrazene

antioksidacijske aktivnosti, prevencije razvoja karcinogeneze i mutageneze (Mufioz i sur.,
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2009). Polifenoli imaju vaznu ulogu u ocuvanju senzorskih svojstava namirnica tijekom
termalne obrade sirovina. Poznavanje polifenolnog sastava hrane i njihovih promjena tijekom
skladiStenja i procesiranja od presudne je vaznosti za osiguranje kvalitete hrane. Antocijani
su odgovorni za crvenu, plavu i ljubicastu boju mnogih namirnica, ukljucujuci voce i povrée,
dok flavanoli i tanini sudjeluju u formiranju njihovih okusa (astrigentnost) i gorc¢ini (Safi 1

sur., 2003).

I
FENOLNE li \ l‘ \li \
PR E FENOLI FLAVONOIDI OSTALI
LI | |
FLAVONI, l‘ \ li li |
FLAVONOLI FLAVANOL | ANTOCIJANI
FLAVANONI OINe ©
L

KATEHINI ] PROANTOCIJA-]

HIDROKSI HIDROKSI

CIMETNE BENZOJEVE

. NIDINI
(monomeri) (oligomeri)

Slika 11. Podjela fenolnih spojeva (Escarpa i sur., 2001)

2.3.2. Nacini djelovanja sekundarnih biljnih metabolita

Covje¢anstvo upotrebljava brojne sekundarne biljne metabolite ve¢ tisuéama godina,
bilo kao boje (npr. indigo), arome (npr. vanilin, kapsaicin), mirise (npr. ruZino i lavandino
ulje), halucinogene (npr. morfin, kokain), insekticide (npr. nikotin, piperin), otrove (npr.
akonitin, konin), te ono najvaznije, kao terapijske tvari (npr. atropin, kodein). Kako bi bili
ucinkoviti u terapiji, sekundarni metaboliti moraju interferirati s organom, tkivom te
naposlijetku s molekularnim mjestom djelovanja u ljudskom tijelu. Uobicajeno su sekundarni
metaboliti multifunkcionalni spojevi zato Sto vecina njih sadrzi viSe od jedne farmakoloSki
aktivne kemijske grupe, a vrlo Cesto se pojavljuju u slozenim mjesavinama. Stoga, prilikom
konzumacije, ekstrakti ljekovitinh biljaka cesto istovremeno zahvacaju vise od jednog

molekularnog mjesta djelovanja. To je posebno vazno kod slozenih poremecaja buduci da
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ovakvi ekstrakti povecavaju vjerojatnost pozitivnih u¢inaka na nekoliko relevantnih podrucja
(Wyk i Wink., 2004).

Zabiljezene su razlike kemijskog sastava izmedu biljnih jedinki iste populacije, a iste su jos
izrazenije izmedu jedinki razli¢itih populacija. Cak i male razlike u kemijskom sastavu mogu
biti osnova za novu farmakoloSku aktivnost biljke $to je vazno kod kontrole njihove kvalitete.
Slika 12. prikazuje ljudsku stanicu sa pregledom glavnih molekularnih meta aktivnih spojeva
ljekovitih biljaka (Wyk i Wink, 2004).

Pretvorba signala Receptort

‘ Transport elektrona
Transporteri . @d} Y Y

DNA
\Q -replikacija
Tonski kanali ,-"/ -transkripcija
\C:—_:D -popravak DNA

Biosinteza proteina

Enzimi

RNA

Stani¢na membrana

e
S
Staniéni kostur, \
aktin. mikrotubule '

Posttranslacijska

modifikacija

proteina

Slika 12. Glavne “molekularne mete” zahvacene djelovanjem ljekovitog bilja (Wyk i Wink,
2004)

Pretpostavlja se da su komponente kao Sto su alelotvari (alelokemikalije) evolucijom
oblikovane na nacin da mogu podrazivati endogene supstrate, hormone, neurotransmitere ili

druge ligande. Drugi metaboliti dopunjuju ili alkiliraju DNA, inhibiraju DNA i RNA enzime,
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biosintezu proteina, moduliraju metabolicki aktivne enzime ili remete stabilnost membrane.
Zbog ovakvih interakcija, biljni pripravci mogu interferirati sa poremecajima pojedinih
organa (srce i cirkulacija, Zeludac i probavni trakt, pluéa, jetra, bubrezi), upalama i
infekcijama. Opcenito, Cesto se pronalazi niz povezanih spojeva u nekoliko glavnih
metabolita i nekolicini manje zastupljenijih, koji se razlikuju u polozZaju kemijskih skupina.
Profil ¢esto varira ovisno o biljnom organu, o periodu vegetacije, ponekad ¢ak 1 period unutar
dana. Bioloska raznolikost biljnih metabolite 1 na€ini djelovanja prikazani su na slici 13.
Zbog tradicionalnog pristupa uporabi ,pravih” biljaka u ,,pravim” koncentracijama za
odrZzavanje zdravlja ili ublazavanje simptoma zdravstvenih poremecaja i smetnji, fitoterapija

postaje sve vazniji dio suvremenog nacina zivota (Wyk 1 Wink, 2004).

Fungieidi

Insekticidi

lipesllll— i

Antivisusno djelovanje

Djelovanja:

Sekundarni Ekstrakti Analgetik
liti Izolivani produlkri ' : Protuupalno

Antiaritmicko
Antibakterijsko
Antidepresivno
Antifungalno

Antiparazitsko

F
c

Prir

Antimigrensko

Antineoplazmatsko
Antivirusno
Dermatolosko
Diuteticko
Gatrointestinalno
Opustanje misica
Stimulans

Giht

Vaskularni poremecaji

Slika 13. Raznolikost prirodnih metabolita i njihova bioloSka svojstva (Wyk i Wink, 2004)
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2.4. Biljne infuzije

Biljne infuzije imaju dugu tradiciju primjene u narodnoj medicini i postaju sve
znacajniji funkcionalni napitci konzumacijom kojih na jednostavan nacin organizmu
osiguravamo prijekopotrebne nutrijente. Pripremaju se ekstrakcijom uglavnom osusenog i
usitnjenog bilja kipuéom vodom kroz 10 do 30 minuta. Razli¢ite biljne vrste koriste su u
medicinske svrhe, kao konzervansi i sastojci kozmetickih preparata (Djeridan i sur., 2006;
Beuchat, 1994; Nakatani, 1994; Cutler, 1995). Istrazivanja provedena na velikom broju
raznog ljekovitog bilja pokazala su da imaju antioksidacijsko, antimikrobno, protuupalno,
antikancerogeno i antimutageno djelovanje na probavni sustav koje je povezano s udjelom
fenolnih spojeva u njihovom sastavu. Vecina znanstvenih istrazivanja bavila se prou¢avanjem
svojstava metvice, mati¢njaka, kadulje i maj¢ine duSice, medutim, mali je broj provedenih
istrazivanja vezan uz listove maline, kupine i Sumske jagode, a ona provedena, pokazala su da
te biljke imaju izrazena antioksidacijska svojstva koja su rezultat Sirokog spektra polifenolnih

spojeva u njihovom sastavu.

2.4.1. List maline (Rubus idaeus folium)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odijel: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Rosidae

Red: Rosales
Porodica: Rosaceae

Rod: Rubus L.

Vrsta: Rubus idaeus L.

(USDA, 2011).

Slika 14. Malina, Rubus idaeus (Anonymous 6)
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Medicinskim istrazivanjem je dokazano da infuzija lista maline (slika 14) posjeduje
bioloski aktivne tvari koje pozitivno utjecu na zdravlje. U ljekovite svrhe koriste se listovi i
zreli plodovi biljke i sjemenke, koji sadrze vitamine A, C, B1, B, B te polifenole koji imaju
izrazenu antioksidacijsku aktivnost (Chuen i Sin, 2002).

Infuzija lista maline ima Siroku primjenu, a posebice je zanimljiva uporaba u svrhu olakSanja
poroda. Naime, smatra se da potice longitudinalne miSi¢e uterusa, pojacava kontrakcije te
stoga ubrzava porod. Koristi se za ublazavanje probavnih smetnji, lijeci crijevne upale i
dizenteriju, smiruje Ziv€anu napetost te se koristi za dijetalnu prehranu kod Secernih

bolesnika.

Slika 15. Strukturni prikaz elaginske kiseline (Cuartero, M. Et al. 2011)

Za vanjsku uporabu infuzija je dobra ispiranje usta, o€iju zahvac¢enih konjuktivitisom,
kao losion za Cireve i rane (Fnimh, 1996). Malina, uz vitamin C ima i visok udjel fenolnih
spojeva, posebice elaginske kiseline (slika 14) (Henning, 1981). Samo mali dio elaginske
kiseline mozemo pronac¢i u slobodnom obliku, ¢e$¢e dolazi u obliku razli¢itih O-metil
derivata i/ili kao slobodni fenoli ili kao konjugati 4-O-glikozida (Zarfrilla, 2001.) Znacéajan
udio elaginske kiseline detektiran je u infuziji nakon kiselinske hidrolize kao produkt

razradnje elagitanina (Mullen, 2002).
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2.4.2. List kupine (Rubus fruticosus folium)

Kraljevstvo: Plantae

Podkraljevstvo:  Tracheobionta

Odijel: Magnoliophyta

Razred: Magnoliopsida

Podrazred: Rosidae

Red: Rosales

Porodica: Rosaceae

Rod: Rubus L.

Vrsta: Rubus fruticosus L.
(USDA, 2011).

Slika 16. Kupina, Rubus fruticosus (Anonymous 7)

Kupina (slika 16) sadrzi znacajan udio fenolnih spojeva, ukljucujuéi antocijane,
flavonole, klorogensku kiselinu i procijanidine. Ti spojevi imaju visoku bioloSku i
antioksidacijsku aktivnost te povoljno utjecu na zdravlje (Koca i Karadeniz, 2009). Vrhovi
ogranaka koriste se protiv dijareje, a listovi pomazu kod problema sa zubnom mesom, Cireva,
hemeroida te kod gastrointestinalnih bolesti. Kod vanjske primjene se usitnjeni svjezi listovi

upotrebljavaju za lije¢enje otvorenih rana, osipa i ozeblina (Shafner i sur., 2004).

List kupine sadrzi oko 10% u vodi topljivih tanina (galotanina, dimernog elagitanina) i
flavonoida. U prethodnim radovima je utvrdeno da su u listu kupine prisutni rutin, kvercetin,
elaginska Kkiselina, kvercetin, kamferol, rutin, ferulinska i kava kiselina. Zanimljivo je
istaknuti da u listu kupine ima vise vitamina C nego u zrelom plodu (u 100 grama lista ima
125 miligrama posto vitamina C, a u zrelom plodu, u istoj masi uzorka, samo 24 miligrama
posto) (Martini i sur., 2009).

22



TEORISKI DIO

2.4.3. List Sumske jagode (Fragaria vesca folium)

Kraljevstvo: Plantae
Podkraljevstvo:  Tracheobionta
Odjel: Magnoliophyta
Razred: Magnoliopsida
Podrazred: Rosidae

Red: Rosales
Porodica: Rosaceae

Rod: Fragaria L.
Vrsta: Fragaria vesca L.

(USDA, 2011).

Slika 17. Sumska jagoda, Fragaria vesca (Anonymous 8)

Sumska jagoda (slika 17) se zbog svog kemijskog sastava svrstava u ljekovite biljke.
Ljekovita svojstva ispoljavaju: korijen, list, cvijet i plod. Nutritivna vrijednost Sumske jagode
zavisi od niza faktora, kao Sto su klimatski i zemljisSni uvjeti te uvjeti presadivanja budu¢i da
uzgoj u vrtnim uvjetima uzrokuje veliki gubitak ljekovitih svojstava. Korijen i list Sumske
jagode izrazito su bogati taninima. Ljekovita svojstva lista rezultat su prisutnih flavonoida i
vitamina C tako da se infuzija lista Sumske jagode koristi za ¢is¢enje krvi, u lijeCenju zadaha,
upale zubnog mesa i usne Supljine te dijareje, dizenterije, raznih Zelucano-crijevnih upala i
hemeroida, a takoder je 1 dobar diuretik. Infuzija lista Sumske jagode ili osusenog ploda dobra
Su zamjena za Caj. Istrazivani su razliciti pozitivni bioloski uéinci konzumacije jagoda te je
dokazano povecanje antioksidacijskog kapaciteta seruma u ljudskom organizmu,
antikancerogena aktivnost, antitromboticki ucinak itd. Ovi korisni ucinci uglavnom se
pripisuju fenolnim spojevima koji su nadeni u velikim koli¢inama u plodu Sumske jagode.
Medutim, lis¢e jagode, kao izvor bioaktivnih spojeva s potencijalnim korisnim bioloskim
uéincima, zapostavljeno je od strane istrazivaca. Osim radova o koriStenju vodenog ekstrakta
lista Sumske jagode, u tradicionalnoj medicini za lijeCenje razlicitih bolesti, nedostatan je broj

znanstvenih radova o sastavu i djelovanju infuzije na bioloSke sustave.
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci ¢ajnih mjeSavina

U ovom radu koristeni su list maline, kupine i Sumske jagode kao osnova mjeSavina, u
koje su inkorporirani listi¢i stevije 1/ili korijen sladi¢a uz dodatak cvjetica lipe ili kamilice,
listica mente, suhog povréa (mrkva i batat) te suhog voca (Sljiva, smokva, grozdica, marelica

i jabuka).

Sastojci: list maline , list kupine , list Sumske jagode (Ika Maduna, Matulji)
korijen sladic¢a (Bioaromatica d.0.0.)

list stevije, mrkva, batat (poljoprivredno dobro Agronomskog fakulteta, Zagreb)
kamilica, lipa (Suban d.o.0)

menta (STIL d.0.0)

smokva, Sljiva, marelica, grozdica, jabuka (Ecor)

Na osnovu rezultata senzorskog ocjenjivanja, nakon 50 razli¢itih formulacija
mjeSavina pripravljenih kombinacijom navedenih sastojaka odabrano je 9 mjeSavina kojima je
definiran nutritivni sastav, bioloSka aktivnost i senzorski profil. Sastojci ¢ajnih mjesavina

baziranih na listu maline, kupine i Sumske jagode prikazani su na slikama 18-20.
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M M1 M2 M3

Slika 18. Cajne mjesavine lista maline

K2

list stevije, lipa,

Slika 19. Cajne mjesavine lista kupine
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J J1 J2 J3

korijen sladica,
batat, kamilica,

Slika 20. Cajne mjesavine lista sumske jagode

Biljne infuzije pripremljene su prelijevanjem 300 mL kljucale vode preko 3 g ¢ajne
mjeSavine. Ekstrakcija je trajala 10 minuta, nakon ¢ega je napitak procijeden kroz metalnu

cjediljku. Napici su se analizirali nakon Sto su se ohladili na sobnu temperaturu.

U cilju sto bolje karakterizacije kreiranih ¢ajnih mjesavina i iz njih pripremljenih infuzija,
provedene su brojne analize kojima su definirani pojedini fizikalni parametri (nasipna
gustoca, svojstva teCenja, boja), bioaktivni sastav (polifenoli, mineralne tvari i pigmenti),
bioloSka aktivnost (antioksidacijski kapacitet i citotoksi¢nost), udjel ugljikohidrata, energijska

vrijednost i senzorski profil.
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3.1.2. Kemikalije

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

Odredivanje minerala u ¢aju atomskom spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu:

Dusic¢na kiselina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Ultradista voda (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

Odredivanje udjela pigmenata: klorofila, -karotena i likopena:

n-heksan, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Aceton, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela ukupnih fenola:

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
Etanol (96%-tni), Gram-mol, d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Qdredivanje udjela ukupnih neflavonoida i ukupnih flavonoida:
Klorovodic¢na kiselina (37%-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Formaldehid (35%-tni), Alkaloid, AD (Skopje, Makedonija)

Odredivanje udjela flavan-3-ola: (vanilin i p-DAC metode)
Vanilin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

Klorovodic¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

p-dimetilamino-cinamaldehid (p-DAC), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Njemacka)

Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Nizozemska)

Odredivanje udjela proantocijanidina metodom po Bate-Smithu:

n-butanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Klorovodic¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Amonij-Zeljezo(ll) sulfat dodekahidrata (NH4Fe(SO4), x 12 H,0), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Odredivanje udjela polifenola metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti:

Mravlja kiselina, TTT d.o.0 (Sveta Nedelja, Hrvatska)
Acetonitril, Panreac (Barcelona, Spanjolska)
Redestilirana voda (AQUA pro injectione, Zagreb)

Odredivanje udjela ugljikohidrata metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti:

Acetonitril, Panreac (Barcelona, Spanjolska)
Redestilirana voda, (AQUA pro injectione, Zagreb)

FRAP metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta:

Natrijev acetat-trihidrat, Alkaloid, AD (Skopje, Makedonija)

Octena kiselina, Alkaloid, AD (Skopje, Makedonija)
2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin (TPTZ), Sigma-Aldrich (Steinheim, Svicarska)
Zeljezov(I11)-klorid-heksahidrat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Zeljezov(I1)-sulfat-heptahidrat, Gram-mol, d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

ABTS metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta:

Kalijev peroksodisulfat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli (ABTYS),
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Njemacka)

DPPH metoda odredivanje antioksidacijskog kapaciteta:

Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Nizozemska)

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Njemacka)

Odredivanje citotoksi¢nog ucinka biljnih infuzija na humanu stani¢nu liniju karcinoma

debelog crijeva

2',7'-diklorofluoroscein-diacetat, Sigma Chemical ( Steinheim, Njemacka)
Dimetilsulfoksid, (Kemika, Zagreb)
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Dulbeccov medij s 4500 mg/L glukoze, NaHCOg i piridoksinom, (Imunoloski zavod, Zagreb)
Foetal bovine serum, heat inactivated, Gibco( Grand Island, NY, USA)

Glicerol, Merck (Darmstadt, Njemacka)

Neutral red, Merck ( Darmstadt, Njemacka)

Newborn calf serum, heat inactivated, Gibco ( Grand Island, NY, SAD)

penicilin/streptomicin otopina (10000 U/mL penicilina i 10 mg/ml streptomicina); Gibco
(Grand Island, NY, SAD)

izopropanol, Alkaloid (Skopje, Makedonija)

3.1.3. Aparatura i pribor

Powder Flow Analyzer (Stable Micro Systems, Godalming, Surrey, Velika Britanija)

Uredaj za mjerenje nasipne gustoc¢e (Enelsmann, Ludwigshafen, Germany)

Spectra Magic NX (KonicaMinolta, Osaka, Japan)

Uredaj za mikrovalno razaranje, MWS-2 Microwave System Speedwere BERGHOF
(Eningen Germany)

ICP-AES spektrometar , Teledyne Leeman PRODIGY ( Hudson, USA)

Spektrofotometar Helios y ( Thermo Spectronic, Velika Britanija)

Tekuéinski kromatograf Agilent 1100/1200 Series (Stuttgart, Njemacka) s PDA i1 RI
detektorom

Celulozno-acetatni mikrofilteri (0,45 um), Machery-Nagel (Diiren, Njemacka)

Tekucinski kromatograf GROM-SIL 120 s RI detekcijom

Analiticka vaga (A&D Company, Japan)

Laboratorijsko posude (staklene ¢ase, odmjerne tikvice, pipete, menzure, lijevci, stakleni
Stapici)

Kivete

Microtiter reader Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambridge

Spektrofotometar Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambridge

Fluorimetar Jarrell Ash Division — 26000 (Fisher Scientific Company, Waltham, 1978)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Anketa

Biljne infuzije su, uz ¢aj i kavu, medu najces¢e konzumiranim napicima u svijetu pa

tako i u Hrvatskoj. Stoga su kao polaziSte istraZzivanja posluZili rezultati ankete provedene

medu ispitanicima starosti 16-50 godina (62 ispitanika), s ciljem da se prikaze ucestalost

njihove konzumacije i sklonost trendovima na tom podrucju. Anketa (slika 21) bila je

anonimna i ni na koji na¢in se nije utjecalo na anketiranu osobu.

1)

2)

3)

)

5)

6)

7

8)

2

10)

ANKETA

DOB: SPOL:

Koje od navedenih pi¢a najéeiée konzumirate?
a) Kava b) Caj c)

Pri konzumaciji ¢aja, moj odabir veéinom otpada na:

a) Caj (bijeli, crni, zuti, zeleni)

b) Biljni ¢aj (kamilica, menta. lipa, kadulja isl)

¢)  Voini ¢aj (jagoda, malina, kupina, jabuka, marelica, sumsko voce)

Razlog tomu je:

a) Bogatiji antioksidansima od biljnog ¢aja i pozeljno utjece na moje zdravlje
b) Okus i aroma ¢aja

¢) Pratim trendove zdrave prehrane

Po Vaiej procjeni, koliko puta tjedno konzumirate &aj?

a) 1-2
b) 3-4
c) 5-7

Koliko Salica ¢aja konzumirate dnevno

Energetsko pice

a) 1 c) 3

by 2 d) 4 ili vise

Najceice pijem:

a) Caj iz filter-vreéice ¢) Instant ¢aj

b)  Caj .u rinfuzi* d) Ledeni ¢aj

Cajeve najéesée konzmniram uz dodarak:

a) Secera d) Mlijeka

b) Limuna e) Kombinacija fecera i1 limuna
¢) Meda ) Bez dodataka

C'nje\‘s konzumiram:

a) Jako slatke

b) Umjereno slatke

¢) Konzumiram ih bez Seéera

Za zasladivanje ¢aja koristim:
a) Umjetne zasladivade

b) Prirodne zasladivace

¢) Secer

Kod ¢éaja

a) Konzumiram isprobane brandove

b) Volim isprobavati nove okuse

¢) Wolio/veljela bih isprobati neku Eajnu mjesavinu s prirodnim sladilima

Slika 21. Primjerak ankete
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3.2.2. Odredivanje fizikalnih svojstava Cajnih mjeSavina

3.2.2.1. Odredivanje znacajki tecenja

Za svaki uzorak provode se tri testa: test kohezivnosti, Powder Flow Speed Dependency test i
test stvaranja ¢vrstog kolaca (caking). Svaki test daje kvantitativne podatke o protoku

mjeSavine na temelju razli¢itih nacina kontrole tecenja.

Test kohezivnosti

Princip metode:

Kohezivnost je sklonost Cestica materijala da prijanjaju jedna uz drugu i nakupljaju se
u veée Cestice - aglomerate. PFA (Powder Flow Analyser) mjeri ove Kkarakteristike
pomicanjem rotirajuce ostrice koja podize mjeSavinu u cilindricnom spremniku u kojem se
nalaze testirani materijali. Test poc¢inje s dva kruga kondicioniranja uzorka kojima se uklanja
pritisak i "normalizira" mjeSavina nakon nasipavanja. OStrica se zatim pomice kroz kolonu
metodom "sjecenja" i uzrokuje minimalno sabijanje. Kada se ostrica kre¢e prema gore, kroz
kolonu mjeSavine, biljezi se snaga kojom c¢ajna mjeSavina djeluje na bazu posude.
Kohezivnije Cestice ¢e se sabiti ili pribiti uz ostricu zbog cega se smanjuje sila naprezanja na

bazi posude (Ghosal i sur., 2010).

Izrazavanje rezultata:

Index kohezije predstavlja omjer koeficijenta kohezije i mase uzorka (tablica 3).

Tablica 3. Ponasanje ¢ajne mjeSavine prilikom tecenja i index kohezije

Index kohezije Svojstva tefenja ¢ajne mjeSavine
>19 izrazito kohezivna
16-19 vrlo kohezivna
14-16 kohezivna
11-14 lako tece
<11 slobodno tece
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PFSD test (Powder Flow Speed Dependency)

Princip metode:

Promjenom brzine teCenja mogu se mijenjati svojstva teCenja Cajne mjesSavine.
Povecanjem brzine moze se povecati slobodan protok mjesavine i kod velikih brzina ona
moze biti otporna na te¢enje. PFA (Powder Flow Analyser) (slika 22) odreduje svojstva
teCenja tako da mjeri rad koji je potreban da mjeSavina tece pri razliitim brzinama. Kontrola
protoka djelovanjem rotirajuce ostrice sastoji se od mjerenja u prilagodenim uvjetima u dva
ciklusa, tj.u dva ciklusa po pet serija. Prva serija (od dva ciklusa) izvodi se pri brzini od 10
mm/s, a sljedece serije pri brzinama od 20, 50 i 100 mm/s, dok se zadnja dva ciklusa izvode
pri 10 mm/s. U svakom ciklusu ostrica sabija mjeSavinu prema dolje i podize ju prema gore.
BiljeZi se kretanje ostrice prema dolje, kao velika pozitivna sila (Sto se moZe usporediti s
kretanjem ostrice prema dolje u testu kohezije), dok se negativna sila javlja kad se ostrica
kre¢e prema gore, kako se mjeSavina podize. Stabilnost cajne mjesavine se procjenjuje na
osnovi promjene svojstva mjesavine tijekom testiranja, usporeduje se rad koji je potreban za
protok mjesavine tijekom prva dva kruga pri brzini od 10 mm/s s radom potrebnim za tecenje

mjeSavine u zadnja dva kruga, pri istoj brzini (Benkovi¢ i Bauman, 2009).

Izrazavanje rezultata:

PovrSina ispod pozitivnog dijela krivulje (silazni put ostrice) je rad potreban za
sabijanje, a izrazava se kao koeficijent sabijanja. Koeficijent sabijanja se prikazuje kao
prosjecna vrijednost podataka koji se biljeze na grafu tijekom dva kruga pri istoj brzini
kretanja oStrice (povrSina ispod pozitivnog djela krivulje). Povrsina ispod negativnog dijela
krivulje (dizanje ostrice prema gore) koristi se za odredivanja koeficijenta kohezije.

Indeks stabilnosti toka se racuna dijeljenjem koeficijenta sabijanja prva dva kruga pri 10
mm/s s koeficijentom sabijanja zadnja dva kruga pri 10 mm/s. Indeks stabilnosti toka jednak
1,00 je vrijednost koja indicira da nema promjena u mjesavini tijekom testiranja. Vrijednosti
vece ili manje od 1,00 ukazuju na promjene, primjerice u obliku Eestica ili kristalnoj strukturi,
moze doéi do razbijanja aglomerata i Eestica mjesavine. Sto je veéi koeficijent sabijanja ¢ajna
mjeSavina Ce teze teci, a rast koeficijenta s brzinom tecenja pokazuje da uzorak pruza veci

otpor tecenju pri ve¢im brzinama tecenja.
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Test stvaranja cvrstog kolaca (caking)

Princip metode:

Stvaranje ¢vrstog kolaca je sklonost mjeSavine sabijanju i stvaranju velikih aglomerata
tijekom skladiStenja i transporta. Sposobnost stvaranja ¢vrstog kolaca ovisi o kohezivnosti,
efikasnom pakiranju, nasipnoj gusto¢i materijala, interakcijama izmedu cCestica i udjelu vlage
u okolini._Izvodenju testa prethode 2 ciklusa u kojima se mjesavina kondicionira u koloni s
uzorkom. Na pocetku analize oStrica ravna mjeSavinu na vrhu stupca i mjeri se visina kolone,
zatim se kretanjem oStrice mjesavina u koloni sabija odredenom silom (najcesce 750 g). Kad
se dostigne ta sila, oStrica se podize i ciklusi se ponavljaju joS§ Cetiri puta (sveukupno pet
ciklusa). Peti put kad se ostvari ciljana sila, oStrica mijenja smjer i reZe kola¢ koji se formirao
u posudi. Uredaj biljezi promjene u visini stupca prilikom sabijanja mjeSavine (Abu-hardan i

Hill, 2010).

Izrazavanje rezultata:

Omjer visine kolaca koji se ne mijenja tijekom analize ukazuje da mjeSavina nema, ili
pokazuje vrlo malu sklonost stvaranju kolaca. Snazan rast omjera visine kolaca (pad visine
stupca) znaci veliku tendenciju mjesavine da stvara kolac. MjesSavina s velikom tendencijom

stvaranja kolaca vjerojatno Ce stvarati cvrst kolac.

Slika 22. Uredaj za odredivanje svojstva te¢enja ¢ajnih mjesavina (Powder Flow Analyser)
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3.2.2.2. Odredivanje nasipne gustoce

Princip metode:

Nasipna gusto¢a zasniva se na odredivanju volumena koji uzorak zauzima odmah
nakon $to je usipan u menzuru i nakon “udaraca” (jednoli¢no su protreseni uzorci 10, 100 i
1250 puta) (Haugaard Sgrensen i sur., 1978).

Postupak rada:

Uzorak se usipa u menzuru volumena od 250 ml. Nakon usipavanja uzorka, zabiljezi
se masa prazne i pune menzure te volumen koji uzorak zauzima u menzuri, te nakon 10, 100,
1250 ,,udaraca* (Murakami i sur., 2001).

Izrazavanje rezultata:

Nasipna gustoc¢a se odreduje preko omjera mase uzorka i volumena uzorka u menzuri.

Kao konacan rezultat uzima se srednja vrijednost 3 mjerenja.

m

P0,10,100,1250 = Vo~
0,10,100,1250

3.2.2.3. Odredivanje boje

Princip metode:

S digitalnim sustavom za snimanje moguce je odrediti boju hrane koriste¢i tri senzora
boje. U ovom slucaju boja povrSine uzorka odreduje se i prati bez kontakta s uzorkom.
Prednost kompjuteriziranog vizualnog nadzora nad ljudskim je u tome da uredaji mogu
mjeriti boju objektivno i kontinuirano.

Ljudsko oko ima receptore za kratke (S), srednje (M) i duge (L) valne duljine koje su poznate
i kao plavi,zeleni i crveni receptori. Prema tome, potrebna su tri parametra za opis osjeta boje.
Specificna metoda za povezivanje ta tri parametra zove se obojeni prostor. Godine 1976. CIE
definirala je L*a*b* model i to je najpotpuniji i perceptivno ujedna¢en model koji djeluje kao
poveznica te je neovisan o uredajima. Temelji se na XYZ obojenom prostoru, a predstavlja
pokusaj linearizacije percepcije razlike u bojama koriste¢i matricu za razliku boje opisane

pomoc¢u Macadam elipse.

34



EKSPERIMENTALNI DIO

Nelinearni odnosi za L*, a* i b* imaju zadatak imitirati logaritamski odgovor ljudskog oka.
L* je osvjetljenje ili svjetlosna komponenta, koja ima vrijednosti u rasponu 0 — 100. Parametri
a* (od zelene do crvene) i b* (od plave do Zute) dvije su kromatske komponente u rasponu od
-120 do 120 (Gokmen i Stgut, 2007).

Postupak rada:

Odredivanje boje uzoraka ¢ajnih mjesavina vrsilo se kolorimetrom CM-3500 d (Konica —
Minolta, Japan) pri ¢emu su se izmjerili L*, a* i b* vrijednosti. Kontrola mjerenja obavlja se
preko softwera SpectraMagic NX. Sva mjerenja bila su u SCI (specular component included)
modu koji predstavlja nac¢in mjerenja boje uzorka pri kojem uracunava sjene, tj. prikazuje

uzorak onako kako ga mi vidimo (Gokmen i Stigut, 2007).

Izrazavanje rezultata:

— ./ 2 2 2
AL = Lyzorak — Lstandard AE = VAL® + Aa”Ab

Ab = byzorak — Dstandard AH = \/AEZ — ALZ — Ac?

Aa = Auzorak — dAstandard

— /a2 2
G B Gy = Yol c=vya‘+b

3.2.3. Odredivanje bioaktivnog sastava Cajnih mjeSavina

3.2.3.1. Odredivanje udjela mineralnih tvari u ¢aju atomskom spektrometrijom uz
induktivno spregnutu plazmu

Princip metode:

Atomskom spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) odredeni su
mikroelementi u ¢aju. U uzorcima analiziran je sadrzaj elemenata: Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu,

Fe, K, Mg (Kara, 2009).

35



EKSPERIMENTALNI DIO

Postupak rada:

Uzorci Caja usitnjeni su u tarioniku i vagani (0,2500 g). Nakon vaganja uzorci Caja

mikrovalno su razoreni uz dodatak 5 mL HNOj3; (50% v/v) (tablica 4).

Uzorci su ostavljeni u teflonskoj posudi da se ohlade, a zatim razrijedeni s ultracistom vodom
na konacni volumen od 25 mL. Razaranje i mjerenja svake vrste ¢aja ponovljeno je najmanje

tri puta. Prije mjerenja uzorci su profiltrirani (crna vrpca).

Tablica 4. Uvjeti mikrovalnog razaranja

T [°C] 150 160 190
P [W] 80 80 80
t [min] 10 10 20

Kalibracija uredaja:

Sustav je kalibriran koristenjem vodenih otopina standardnih elemenata (tablica 5). Sve
bazdarne krivulje dobivene su na temelju 5 razliCitih koncentracija. Standardne otopine
elemenata za ICP-AES pripravljenje su s multielementnim standardom za ICP-AES, 1000
pg/mL (Merck).

Tablica 5. Uvjeti mjerenja na ICP-AES instrumentu

Instrument Prodigy High Dispersive ICP
Spektrometar ESelatnog tipa

RF-Generator “free-running” 40 MHz
Protok plina (Argon) vanjski:18 L min™

pomoéni: 0,8 L min™

za rasprsivanje: 36 psi

Plamenik Fasselov tip, DUAL-VIEW
Rasprsivac Pneumatski
Komora za rasprsivanje Ciklonska

Metodom jednog standardnog dodatka odredena je iskoristivost metode (tablica 6).
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Tablica 6. Iskoristivost metode iskazana kao postotak odredenog analita prema stvarnoj

vrijednosti

Element (valna duljina odredivanja/nm) %o

Al 308.215 90,5

Ba 455.403 109,1
Ca 396.847 98,4

Cd 214.441 112,5
Co 228.615 1253
Cr 206.149 1439
Cu 224.700 129,2
Cu 324.754 1133
Fe 238.204 124.1
K 769.897 1255
Mg 279.553 94,8

Mg 280.271 117,1

Iskoristivost metode je u rasponu od 86,5 — 148,1%.

Po Boumansovoj metodi odredene su detekcijske granice metode (LOD, 30) i
detekcijske granice kvantifikacije (LOQ, 90) za sve uzorke, uz relativno standardno

odstupanje (RSO) za sve analite u rasponu od 1 — 10% (tablica 7).
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Tablica 7. Detekcije granice metode (LOD, 30), detekcijske granice kvantifikacije (LOQ,

90) 1 valne duljine odredivanja elemenata

LOD, 3o LOQ, 9o
ppm (mg/L)  ppb(ug/L)  ppb(ug/L)
Ba 455.403 0,0004 0,42 1,27
Ca 396.847 0,0190 19,02 57,05
Cd 214.441 0,0018 1,76 5,29
Co228.615 0,0031 3,10 9,29
Cr 206.149 0,0020 2,04 6,13
Cu 224.700 0,0148 14,80 44,40
Cu 324.754 0,0076 7,58 22,75
Fe 238.204 0,0100 10,04 30,12
K 766.491 0,1265 126,47 379,40
Mg 280.271 0,0814 81,38 244,13
Mg 285.213 0,0524 52,38 157,15

Detekcijske granice metode su u rasponu od 0,4 do 126 pg L, a detekcijske granice
kvantifikacije su u rasponu od 1,27 do 379.4 ng Lt (Kara, 2009; Lamble i Hill, 1998;
Boumans, 1987).

38



EKSPERIMENTALNI DIO

3.2.3.2. Odredivanje pigmenata

Odredivanje f-karotena i likopena

Postupak rada:

100 mg metanolnog ekstrakta biljnog ¢aja snazno se mijesa sa mjeSavinom acetona i
heksana (4:6, 10 mL) 1 minutu i zatim profiltrira kroz filter papir. 1zmjeri se apsorbancija
filtrata na A=453, 505 i 663 nm (Barros i sur., 2008). Udjeli f-karotena i likopena izra¢unaju

se prema sljede¢im jednadZbama:

Likopen (mg/100 mL) = -0.0458 - A663 + 0.372 - A505 — 0.0806 -A453
B-karoten (mg/100 mL) = 0.216 - A663 — 0.304 - A505 + 0.452 - A 453

Rezultati se izrazavaju kao pg karotenoida/ g ekstrakta.

Odpredivanje klorofila

Postupak rada:

Oko 100-200 mg usitnjenih listica ¢aja (u tarioniku, do praskastog stanja) ekstrahira se
sa 50 mL 80% acetona - snaZzno se mijeSa 2 minute i zatim profiltrira kroz filter papir. I1zmjeri
se apsorbancija filtrata termostatiranog na 30°C na valnim duljinama od A=663 nm (za
klorofil @) i A= 645 nm (klorofil b) (Huang i sur., 2007).

Udjeli klorofilaai b izra¢unaju se prema sljede¢im jednadzbama:

Klorofil a (mg/L) = 12,7 - A663 — 2,95-A645
Klorofil b (mg/L) = 22,95- A645 — 4,67 - A663

Ukupni klorofil = klorofil a + klorofil b 39
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Rezultati se izrazavaju kao:

Ukupni klorofil (mg/g) = ukupni klorofil (mg/L) x 50 mL/ (masa uzorka x 1000)

3.2.3.3. Odredivanja udjela ukupnih fenola

Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim
reducirajuéim reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibden kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega se fenoksid-ion
oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframova i molibdenova
oksida (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon dva sata reakcije u kojoj svi
fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom, spektrofotometrijski se odredi
intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough i Amerine, 1988) pri ¢emu je intenzitet
obojenja direktno proporcionalan udjelu fenoolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singelton i
Rossi, 1965).

Postupak rada:

U odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetira se 0,5 mL uzorka, 30 mL destilirane vode te
2,5 mL Folin-Ciocalteau reagensa, promijesa i doda 7,5 mL 20%-tne otopine natrijeva
karbonata (Na,COs3). SadrZaj tikvice se zatim ponovno dobro promijeSa i nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Tako pripremljeni uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj
temperaturi, nakon cega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u
odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao i uzorci koji se ispituju,
samo umjesto 0,5 mL uzorka sadrZi isti volumen destilirane vode. Apsorbanciju slijepe probe
potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te tako dobivenu vrijednost koristiti za
izraCunavanje konac¢nog rezultata. Svaki uzorak priprema se u tri paralelne probe (n=3), a

rezultat se izrazava kao srednja vrijednost dobivenih rezultata.

2_
y =0,001x - 0,018 R“=1,000
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Gdje su:
X — poznata koncentracija otopine galne kiseline (mg/L)

y- izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

Rezultati se izrazavaju:

Kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/L (Singelton i Rossi, 1965).

3.2.3.4. Odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i ukupnih flavonoida

Princip metode:

Za taloZenje flavonoidnih spojeva primijenjuje se formaldehid koji reagira s C-6 ili C-
8 na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvaraju¢i metilol derivate koji dalje reagiraju s drugim
flavonoidnim spojem takoder na C-6 ili C-8 polozaju itd. Kondenzirane molekule nastale
ovom reakcijom uklone se filtriranjem, a ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se prema

metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988).

Postupak rada:

U tikvice od 25 mL otpipetira se 10 mL uzorka, 5 ml otopine kloridne kiseline (1:4) i
5 mL formaldehida te se otopina propuSe plinovitim duSikom i ostavi stajati 24 sata na
mra¢nom i hladnom mjestu, nakon ¢ega se u tako pripremljenoj otopini odredi udjel ukupnih
neflavonoida, i to prema prethodno opisanom postupku odredivanja ukupnih fenola s Folin-

Ciocalteau reagensom.

Izrazavanje rezultata:

Udjel neflavonoida izracunava se prema istoj formuli kao i udjel ukupnih fenola, na
osnovi srednje vrijednosti triju paralelnih proba. Rezultati se izraZzavaju kao mg ekvivalenata
galne kiseline (GAE)/L ili kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g suhe tvari uzorka
(Ough i Amerine, 1988).
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Udjel ukupnih flavonoida izracunava se kao razlika udjela prethodno odredenih ukupnih

fenola i neflavonoida prema formuli:

ukupni flavonoidi = ukupni fenoli — ukupni neflavonoidi

(mg GAE/L)

3.2.4. Odredivanje udjela flavan-3-ola

3.2.4.1. Reakcija s vanilinom (vanilin indeks)

Princip metode:

Metoda se temelji na reakciji vanilina (p-hidroksibenzaldehida) s alkoholnim
skupinama na polozajima C6 i C8 u molekulama flavan-3-ola, pri ¢emu nastaje crveno
obojeni kompleks. Intenzitet crvenog obojenja, koji se odreduje spektrofotometrijski,
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 500 nm, direktno je proporcionalan koncentraciji

flavan-3-olnih monomera (katehina) i polimera (proantocijanidina) (Di Stefano i sur., 1989).

Postupak rada:

Pripremi se 4%-tna otopina vanilina u metanolu. U tamnu epruvetu doda se 0,5 mL
uzorka i 3 mL prethodno pripremljene otopine vanilina. Epruveta se stavi u hladnu vodenu
kupelj i nakon 5 minuta doda se 1,5 mL koncentrirane kloridne kiseline, a nakon 15 minuta
oCita se apsorbancija na 500 nm (Di Stefano, 1989). Slijepa proba priprema se na isti nacin,

posebno za svaki uzorak, ali se umjesto 4%-tne otopine vanilina dodaje ¢isti metanol.

Izrazavanje rezultata:

Udjel (+)-katehina i proantocijanidina racuna se prema formuli:
(+)-katehin = 290,8 x AE X razrijedenje [mg/L (+)-katehina]
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gdje je AE razlika apsorbancije izmedu uzorka i slijepe probe.

3.2.4.2. Reakcija s p-dimetilamino-cinamaldehidom (p-DAC)

Princip metode:

Ova metoda temelji se na istom principu odredivanja udjela (+)-katehina i
proantocijanidina kao i metoda s vanilinom, ali se razlikuje po tome Sto p-dimetilamino-
cinamaldehid (p-DAC) reagira samo s hidroksilnom skupinom na poloZaju C-8 u molekuli
flavan-3-ola. Intenzitet nastalog zelenog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 640 nm (Di Stefano i sur., 1989).

Postupak rada:

Reagens se priprema otapanjem 100 mg p-dimetilamino-cinamaldehida (p-DAC) u 70
mL metanola i 25 mL koncentrirane kloridne kiseline, nakon ¢ega se tikvica od 100 mL
nadopuni do oznake metanolom. Tako pripremljen reagens stabilan je tjedan dana ukoliko se
drZi na tamnom mjestu i na temperaturi ~ 4 ° C.
U odmjernu tikvicu doda se 1 mL uzorka i 5 mL reagensa, promucka i nakon 10 minuta
izmjeri apsorbancija na 640 nm. Potrebno je pripremiti dvije slijepe probe jer se kod
izraCunavanja uzima u obzir i apsorbancija reagensa 1 apsorbancija uzorka. Prva slijepa proba
priprema se mijeSanjem 5 mL reagensa p-DAC i 1 mL vode, dok se druga slijepa proba

priprema mijeSanjem 5 mL vode i 1 mL razrijedenog uzorka (D1 Stefano, 1989).

Izrazavanje rezultata:

Udjel (+)-katehina i proantocijanidina ra¢una se prema formuli:

(+)-katehin = 32,1 x AE x razrijedenje [mg/L (+)-katehina]
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gdje je: AE = a— b — ¢, odnosno razlika apsorbancije izmedu:
uzorka i reagensa
vode i reagensa

uzorka i vode

3.3.6. Odredivanje proantocijanidina metodom Bate — Smith

Princip metode:

Ova metoda razvijena je modifikacijom metode po Bate—-Smithu (1973), a temelji se
na kiselinskoj hidrolizi polimernih molekula procijanidina s kloridnom kiselinom, pri ¢emu
nastaju jednostavni cijanidini. Reakcija je popracena nastankom crvenog obojenja Ciji se
intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 550 nm (Porter, Hrstich i Chan,
1986).

Postupak rada:

Pripreme se otopine n-butanol/HCI (95:5, v/v) i 2% NH4Fe(SOy4), x 12 H,Ou 2 M
HCI. 2 mL razrijedenog uzorka (razrijedenog u omjeru 1:10 u 70%tnom acetonu) otpipetira se
u odmjernu tikvicu i doda 4 mL otopine butanol/HCI1 i 200 uL 2% NH4Fe(SO,4), x 12 H,O u
2M HCI. Suspenzija se dobro izmijeSa i zagrijava 45 minuta na 95°C u zacepljenim
tikvicama. Nakon zagrijavanja, smjesa se ohladi i profiltrira te se o¢ita apsorbancija na 550

nm. Slijepa proba priprema se po istom postupku, ali umjesto uzorka sadrzi metanol/aceton.

Rezultati se izrazavaju:

Kao mg ekvivalenata cijanidin klorida (CyE)/L, a izraCunaju se iz jednadzbe

baZzdarnog pravca:

y =0,0321 x + 0,0574 R?=0,9901
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3.3.7. Odredivanje udjela polifenola metodom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti

Princip metode:

Razvijena je metoda koja je pomocéu gradijentne eluacije otapala (tablica 8) omogucila
dobru separaciju i kvantifikaciju polifenolnih spojeva prisutnih u biljnim napicima (BelS¢ak-

Cvitanovi¢ i sur. 2011).

Postupak rada:

Ekstrakti su prije injektiranja profiltrirani kroz celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢ine
pora 0,45 um. U kromatografski sustav injektirano je 20 uL tako profiltriranog ekstrakta te je

provedena analiza prema dolje navedenim uvjetima.

Kromatografski uvijeti:

Kromatografska kolona:  Zorbax Eclipse XD-C18 (150 x 4,6 mm, 5um)
Mobilna faza: A — acetonitril : mravlja kiselina = 97% : 3%

B - voda : mravlja kiselina = 97% : 3%
Protok: 0,9 mL/min

Eluiranje: gradijentno

Tablica 8. Gradijent otapala za HPLC analizu spojeva prisutnih u ekstraktima

otapalo A [%] otapalo B [%] protok [mL/min]

10 90
40 60
70 30
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Detekcija: UV-Vis Diode Array (A=278 nm)
Temperatura kolone: sobna
Vrijeme trajanja analize: 30 min

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih i alkaloidnih spojeva:

Izdvojeni spojevi detektirani su pomo¢u Diode Array Detector-a pri valnim duljinama
od 190 do 400 nm, uz rezoluciju od 1,2 nm. Usporedbom vremena zadrZavanja (Ry)
izdvojenih pikova na kromatogramima s vremenima zadrzavanja vanjskih standarda te
usporedbom s UV-spektrima standarda identificirani su spojevi na pojedinim
kromatogramima. Kvantitativna determinacija spojeva omogucena je koristenjem jednadzbi
bazdarnih pravaca pojedinih standarda. Poseban software Chem32 Chromatography

Workstation omogucava prikupljanje 1 obradu podataka dobivenih HPLC analizom.

3.4. Odredivanje udjela ugljikohidrata metodom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti

Princip metode:

Razradena je metoda koja je pomocu izokratne eluacije otapala omogucila dobru

separaciju i kvantifikaciju ugljikohidratnih spojeva prisutnih u biljnim napicima.

Postupak rada:

Ekstrakti prije injektiranja su profiltrirani kroz celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢ine
pora 0,45 um. U kromatografski sustav injektirano je 10 pL tako profiltriranog ekstrakta te je

provedena analiza prema dolje navedenim uvjetima.
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Kromatografski uvjeti:

Kromatografska kolona: GROM-SIL 80 Amino-3 CP, 5um Col 150x1mm

Mobilna faza: A — acetonitril : voda = 70%:30%
Protok: 2 mL/min

Eluiranje: izokratno

Detekcija: RI

Temperatura kolone: 30°C

Vrijeme trajanja analize: 30 min

Identifikacija i kvantifikacija ugljikohidratih spojeva:

Izdvojeni spojevi detektirani su pomocu RI detektora. Usporedbom vremena
zadrZavanja (R;) izdvojenih pikova na kromatogramima s vremenima zadrZavanja vanjskih
standarda te usporedbom s RI-spektrima standarda identificirani su spojevi na pojedinim
kromatogramima. Kvantitativna determinacija spojeva omogucena je koriStenjem jednadzbi

bazdarnih pravaca pojedinih standarda.

3.5. Odredivanje bioloske aktivnosti

3.5.1. FRAP metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Princip metode:

Ova metoda temelji se na redukciji bezbojnog kompleksa zeljezo(I11)-tripiridiltriazina
(Fe**-TPTZ) u fero formu (Fe®) intenzivne plave boje (Benzie i Strain, 1996).
Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka odreduje se spektrofotometrijski mjerenjem

apsorbancije pri 593 nm (Benzie i Strain, 1996).
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Postupak rada:

U kiveti se pomijeSa 5QL uzorka i 950 pL F RAP reagensa te se nakon to¢no 4
minute izmjeri apsorbancija na 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba se priprema

tako da se umjesto uzorka 50 uL vode pomijesa s istom koli¢cinom FRAP reagensa (950 pL).

Izrazavanje rezultata:

Za izraCunavanje koncentracije (u mM Zeljezo(ll)-sulfat-heptahidrata) prema
bazdarnom pravcu, potrebno je oduzeti apsorbanciju slijepe probe od apsorbancije uzorka te
tako dobivenu razliku apsorbancija koristiti za preracunavanje prema dobivenoj jednadzbi

pravca (Benzie i Strain, 1996):

R? =0,9942
y = 0,0016x

3.5.2. ABTS metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,,gaSenju“ plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo
kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize.

Dodatak antioksidansa rezultira redukcijom prethodno generiranog ABTS radikala, Sto
uvelike ovisi o antioksidacijskoj aktivnosti ispitivanog antioksidansa, njegovoj koncentraciji i
trajanju reakcije. Stoga se udjel ABTS radikala koje ,,gase razli¢iti antioksidansi izraZzava
kao funkcija koncentracije 1 vremena, i mjeri pracenjem smanjenja apsorbancije ABTS
radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene
koli¢ine  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne  kiseline (Trolox), analoga

vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).
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Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka pripremi se otopina ABTS"
radikala, oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa s 140 mM kalijevim
peroksodisulfatom, do kona¢ne koncentracije otopine kalijevog peroksodisulfata od 2,45 mM.
Budu¢i da ABTS 1 kalijev peroksodisulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1:0,5 nece
doci do potpune oksidacije te je stoga potrebno pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti
stajati preko no¢i (min. 12-16 h) na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi
etanolom (96%) do kona¢ne koncentracije ABTS" radikala od 1%, tako da apsorbancija te
otopine iznosi 0,70 + 0,02. Alikvot od 20 pL uzorka pomije3a se s 2 mL otopine ABTS"
radikala u kiveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon to¢no 6 minute. Prije mjerenja
uzoraka, potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako da se umjesto

uzorka 20 puL vode pomijesa s istom koli¢inom reagensa (2 mL otopine ABTS" radikala).

Izrazavanje rezultata:

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost
AA, koja se prema bazdarnom pravcu preracunava u koncentraciju (mM ekvivalenti Troloxa)

(Reisur., 1999).

y =-0,0014x + 0,7 R? =0,9936

3.5.3. DPPH metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti temelji se na redukciji DPPH
radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pra¢ena kolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom

dijelu spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne
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radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste
boje otopine u Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Blois, 1958; Brand-
Williams i sur., 1995).

Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u
metanolu. U kivetu se otpipetira 100 pL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL 0,094 mM otopine
DPPH. Odmah po dodatku otopine DPPH mjeri se apsorbancija pri 515 nm u razmaku od 1
minute, sve do uspostavljanja konstantne vrijednosti apsorbancije (ravnotezno stanje). U
drugu Kivetu, koja predstavlja slijepu probu, umjesto uzorka doda se 100 pL metanola te 3,9
mL 0,094 mM otopine DPPH.

Izrazavanje rezultata:

Vrijednost AA za nepoznati uzorak dobiva se oduzimanjem apsorbancije uzorka od
apsorbancije slijepe probe. Rezultati AA preracunavaju se prema bazdarnoj krivulji u
koncentracije (mmol/L Trolox ekvivalenta - analog vitamina E) (Blois, 1958; Brand-
Williams, Cuvelier, Berset, 1995).

2 _
y =-1,1428x + 1,413 R°=0,9809

3.5.4. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka biljnih infuzija na humanu stanicnu liniju

karcinoma debelog crijeva

Stani¢ne linije:

U ovom radu kori$tena je stani¢na linija karcinoma debelog crijeva SW 480.
Sve koriStene stani¢ne linije rasle su kao jednoslojna kultura u kompletiranom Dulbeccovom

modificiranom Eaglovom mediju (DMEM, Gibco).
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DMEM medij je steriliziran filtracijom kroz 0,22 pum filter.
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DMEM medij (4500 mg glukoze/L, NaHCQOg, piridoksin) 4425 mL
Tele¢i serum serum, toplinski inaktiviran («heat inactivatedy) 25,0 mL
Fetalni tele¢i serum, toplinski inaktiviran («heat inactivated») 25,0 mL
Streptomicin (10 mg/mL)/penicilin (10000 U/mL) otopina 2,5mL
GlutaMAX(100x, 2mM) 50mL
Sastav koristenih otopina:
Fosfatni pufer A OtopinaNeutral red  Otopina za odbojavanje 2'\7'-
(PBS A, 1x, pH =7,4) 5 M) diklorofluors
cein-diacetat
(50 M)
KCI (0,2 g) NR (5,0 mg) Etanol (50 mL) 2',7'diklorofl
KH2PO, (0,2 g) Etanol (1,0 mL) destilirana voda (49 mL) uorscein-
NaCl (8,0 g) ledena octena kiselina diacetat
Na;HPO4x7H,0 (2,2 g) (80%) (ImL) (2 mg)
Destilirana voda (1000 DMSO
mL) (2mL)

3.5.4.1. NR test

Princip metode:

NR test pruza kvantitativnu procjenu broja Zivih stanica u kulturi. To je jedan od

najcesce koriStenih testova citotoksi¢nosti. Temelji se na sposobnosti Zivih stanica da vezu

boju ,,neutral red“ na lizosome (Repetto, 2008.)
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Postupak rada:

Radna otopina se dobije tako da se mati¢na otopina neutral red (konc.5 mg/mL)
dodaje mediju u omjeru 1:100, te se profiltrira na filteru.
Nakon tripsinizacije i brojenja stanica, pripremi se staniéna suspenzija u koncentraciji od 10°
stanica/mL te se180 pL stani¢ne suspenzije nasaduje u mikrotitarsku ploCicu sa 96 bunarica.
Stanice se inkubiraju 24 sata kako bi se vezale za dno bunarica i1 kako bi zapocele s diobom.
Nakon toga se tretiraju razli¢itim koncentracijama biljnih ekstrakata (0,5-5x), u trajanju od 1 i
2 sata bez oporavka i s oporavkom u trajanju od 24 sata nakon tretmana. Nakon tretmana
stanice se ispiru PBS-om, te se u svaki bunari¢ dodaje 100 uL pripremljene radne otopine
NR. Stanice se inkubiraju 2 sata prilikom ¢ega dolazi do vezanja boje unutar lizosoma. Nakon
inkubacije, stanice se ispiru s PBS-om kako bi se uklonio viSak neutral reda koji nije usao u
lizosome, te se na stanice stavlja otopina za odbojavanje (100 puL / bunari¢u) pomocu koje se
neutral red koji se nalazi vezan u lizosomima ekstrahira iz stanica. Intenzitet nastalog

obojenja odreduje se mjernjem apsorbancije pri valnoj duljini od 450 nm.

Izrazavanje rezultata:

Postotak prezivljenja odreduje se u odnosu na negativnu kontrolu prema dolje

navedenoj formuli:

% preZivljenja= (Asso nm iStrazivanog spoja/ Asso nm kontrole) x 100

Svaki je eksperiment ponovljen 3 puta, a svaka je koncentracija istrazivana u 4 replike.
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3.5.4.2. Odredivanje slobodnih radikala u stanicama u monosloju

Princip metode:

Odredivanje slobodnih radikala u stanicama vrSi se DCFH-DA fluorimetrijskim
testom.
2', 7"-diklorodihidrofluorescein-diacetat (DCFH-DA) se ¢esto koristi za otkrivanje reaktivnih
kisikovih meduprodukata i za procjenu ukupnog oksidativnog stresa. DCFH-DA lako prolazi
kroz stani¢nu membranu, nakon ¢ega ga unutarstanicne esteraze deacetiliraju. Dobiveni 2',7'-
diklorodihidrofluorescein (DCFH) reagira sa slobodnim radikalima koji potjecu od vodikovog
peroksida (ili nekog drugog oksidirajueg kisikovog spoja) u stanici 1 oksidira se u
fluorescentni 2, 7" diklorofluorescein (DCF) (Afri i sur., 2004). Sto je intezitet fluorescencije

vedi, to je veci i udio reaktivnih kisikovih spojeva.

Postupak rada:

Nakon tripsinizacije i brojenja stanica, pripremi se stani¢na suspenzija u koncentraciji
od 3x10* stanica/mL te se180 uL stani¢ne suspenzije nasaduje u crnu mikrotitarsku plocicu
sa 96 bunarica. Stanice se inkubiraju 24 sata kako bi se vezale za dno bunari¢a i kako bi
zapocCele s diobom. Nakon ukljanjanja medija i spiranja s PBS-om, stanice se tretiraju 72 sata
s otopinama metala i/ili PBDE. Nakon tog vremena, uklanja se medij sa stanica. Pripremi se
otopina (50 uM) 2',7'-dikolorofluorescein-diacetata i PBS-u koji sadrzi 1 % BSA te se stanice
nakon uzoraka i nakon ispiranja s PBS-om tretiraju otopinom 2',7'-diklorofluorescein-dacetata
pola sata. Intenzitet fluorescencije odreduje se na fluorimetru pri valnoj duZini ekscitacije od

485 nm i valnoj duzini emisije 520 nm.

Kako bi se izmjerena fluorescencija mogla izraziti po postotku prezivjelih stanica, ponovno se

provodi neutral red test i izraCunava kvocjent prezivljenja.

Izrazavanje rezultata:

Rezultati se izrazavaju kao kvocijent fluorescencije i kvocjenta prezivljenja. Svaki je

eksperiment ponovljen 2 puta, a svaka je koncentracija istrazena u 3 replike.

53



EKSPERIMENTALNI DIO

Rezultati su izrazeni kao umnozak fluorescencije i kvocjenta preZivljenja koji je izracunat u

odnosu na negativnu kontrolu.

fluorescencija (proizvoljna jedinica) DCF=fluorescencija/Qpresivijenja

3.6. Senzorska analiza biljnih infuzija

Senzorsko ocjenjivanje biljnih infuzija provedeno je uz pomo¢ panela od 6 educiranih
osoba. Sve biljne infuzije pripremljene su na isti nacin, prelijevanjem 3 g biljke sa 300 mL
kipu¢e vode. Nakon 10- minutne ekstrakcije, ¢aj je ocjeden i serviran. Buduéi da u literaturi
ne postoje definirani aromatski profili ispitivanih biljnih infuzija (list kupine, list maline i list
Sumske jagode) u sklopu ovog istrazivanja, a prema uzoru na aromatske profila Rooibos ¢aja i
zelenog ¢aja te kave, definirani su njihovi aromatski profili. Svaki ¢lan panela biljeZio je svoje
impresije koje su na kraju prodiskutirane i kao rezultat dobio se senzorski profil svakog ¢aja.
Novokreirane formulacije ¢ajnih mjeSavina bazirane na listu kupine, listu maline i listu
Sumske jagode potom su ocjenjene 10-bodovnom hedonisti¢kom skalom.
Ocjenjivano je 6 svojstava: okus, miris, sveukupna prihvatljivost, prepoznatljivost arome,
intenzitet slatkoce te intenzitet arome, sukladno sli¢nim istrazivanjima koja su proveli Chen i
suradnici (2009). Svaki ispitivani parametar ocjenjen je u rasponu ocjena od 1 (najloSije

prihvacen) do 10 (najpoZzeljnije).
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REZULTATI

4. Rezultati

4.1. Anketa

Slika 23. Preferencija ispitanika prema konzumiranju kave, ¢aja i energetskih napitaka

Slika 24. Preferencija ispitanika prema konzumiranju razli¢itih vrsta Cajeva (a) i razlozi
takvih odabira (b)
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Slika 25. Postotak ispitanika ovisno o: a) tjednoj b) dnevnoj uéestalosti konzumacije ¢aja

Slika 26. a) Preferencije ispitanika prema obliku konzumiranja ¢aja (a) i prema intenzitetu

slatkoce (b)
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Slika 27. Preferencija ispitanika prema uporabi razli¢itih sladila (a) i prema dodacima ¢aju

(b)

nove okuse,
46%

Slika 28. Sklonost ispitanika novim formulacijama
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4.2. Odredivanje fizikalnih svojstava

4.2.1. Odredivanje nasipne gustoée cajnih mjeSavina

Tablica 9. Nasipna gustoc¢a ¢ajnih mjeSavina

0 (kg/m®) | p 10 (kg/m3) p 100 p 1230 H
m 1// r
S S (kg/m3) (kg/m3)

135.20 153.64 175.13 187.78

17451 195.64 215.98 228.41

117.38 127.95 127.95 144.93

118.76 136.19 145.54 153.04

81.19 89.81 102.51 114.03

106.45 115.71 126.73 135.78

4.2.2. Odredivanje svojstava teCenja cajnih mjeSavina

Tablica 10. Znacajke tecenja ¢ajnih mjesavina (zbog heterogenosti ¢ajnih mjeSavina u tablici

su prezentirani samo rezultati pojedinih ¢ajnih mjesavina)

. Indeks Cvrstoca Prosjecna évrstocéa
Indeks kohezije : : > >
stabilnosti kolaca (gmm) :

-6,94
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4.2.3. Odredivanje boje ¢ajnih mjesSavina

Tablica 11. Boja (izrazene pomocu svjetline L i kromatskih kordinata a i b) svjeze
pripremljenih infuzija lista maline, lista kupine i lista Sumske jagode i infuzija nakon 24 sata

stajanja

% v Svjeze pripremljene infuzije 24h odstajale infuzije
L (D65) | a(D65) | b (D65)
{ L(D65) | a(D6s) | b(DES) | ~ppp o b
M 0282 | 341 25.7 78.2 426 | 4823
:
M1 - 9457 3.85 2258 | 8132 2.01 43.08
M2 - 9441 3.37 2143 | 82.83 1.99 414
M3 9092 3.87 36.16 | 80.94 1.91 4131
K © 8366 | -304 | 4214 | 8011 1.47 59.24
K1 © 86.38 3.4 37.5 80.95 0.93 51.67
K2 © 89.31 3.63 31.66 79.5 2.25 54.19
K3 © 89.59 -4.29 36.75 | 7959 3.57 59.84
Z
J : 9018 | 375 | 3621 | 8387 0.46 52.32
:
i - 9303 -3.98 2716 | 8458 0.76 47.42
32 93.41 -4.39 2655 | 82.93 0.68 51.71
33 ~ 9052 411 3561 | 84.99 -0.61 48.11
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4.3. Odredivanje bioaktivnog sastava cajnih mjeSavina

4.3.1. Odredivanje udjela mineralnih tvari u ¢ajnim mjeSavinama atomskom

spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu

Tablica 12. Udjeli (mg/g) aluminija, kalcija, kalija i magnezija u ¢ajnim mjeSavinama

Al (mg/g) Ca (mg/g) K (mg/g) Mg (mg/g)
4.26 1.92 4.28 2.07
3.77 1.82 4.62 1.40
3.76 1.08 5.66 1.44
4.33 1.66 4.41 1.93
5.32 1.26 5.22 1.86
3.36 2.42 4.55 151
4.00 2.33 5.42 1.97
4.94 1.79 5.45 1.50
6.05 1.98 8.41 1.98
3.59 2.25 3.59 1.11
4.78 2.17 5.93 1.39
4.96 1.40 6.02 1.85
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Tablica 13. Udjel (ug/g) mikroelemenata u ¢ajnim mjeSavinama

M 521 | <LOD | <LOD | 6.63 1.97 | 4.77 121 9.37 | 3.12 | 0.702 | 5.36

M1 146 | 0.073 | <LOD | 7.64 | 232 | 596 | 67.7 169 12.5 1.13 | 7.00

M2 433 | 0125 | 0472 | 140 | 282 | 210 | 84.2 205 173 | 0.878 | 12.5

M3 8.66 | 0.035 | <LOD | 7.57 | 1.94 | 7.78 121 353 | 6.23 | 0.457 | 6.23

K 126 | 0.144 | <LOD | 11.2 | 3.07 | 45.6 233 474 | 394 | 0922 | 10.2

K1l 9.13 | 0.154 | <LOD | 0.751 | 2.12 | 4.75 141 198 3.58 | 0.253 | 1.34

K2 143 | 0.044 | <LOD | 6.95 | 2.61 16.2 244 16.3 18.0 | 0.566 | 5.57

K3 103 | 0.371 | <LOD | 538 | 2.96 | 359 163 492 27.1 149 | 544

J 6.91 | 0.242 | 0.817 | 236 | 6.82 | 305 126 367 290 | 124 | 253
J1 331 | 0.149 | <LOD | 458 | 253 | 208 | 33.7 183 244 | 0.553 | 3.79
g 68.6 | 0.227 | <LOD | 6.68 | 4.23 | 204 | 40.9 125 184 | 1.03 | 5.96
J3 142 | 0.125 | <LOD | 106 | 3.21 | 34.8 134 292 299 | 0.885 | 9.42
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4.3.3. Odredivanja udjela ukupnih fenola, neflavonoida i flavonodia
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4.3.4. Odredivanje udjela flavan-3-ola u biljnim infuzijama
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4.3.5. Odredivanje udjela proantocijanidina metodom po Bate — Smithu

nyHws-areg od wopojow uspaipo (A 7/6w) 3lpn “z€ BAIIS

apoSefayswns js1y

aurdny js1y

aurewn )1y

TN 7 ha N 7

AAD T/8wm

66



REZULTATI

4.3.6. Odredivanje udjela polifenola metodom tekudinske kromatografije visoke

djelotvornosti

Tablica 14. Udjel (mg/L) fenolnih kiselina i flavonoida u infuzijama lista maline

M M1 M2 M3
Fenolne kiseline
Y derivata
elaginske 7190+1,24 43,78 + 0,93 41,26 + 1,67 37,59+2,19
kiseline
ferulinske
o / 10,44 + 0,01 28,45+ 1,23 /
kiseline
kava kiselina / 11,74 + 0,09 12,48 + 0,08 12,37 + 0,06
klorogenska
o / 148,29 + 5,26 207,52+ 1,21 36,63 +£ 0,75
kiselina
ruzmarinska
o / / / 12,59 + 0,02
kiselina
Flavonoidi
> mg derivata
78,49 + 3,25 67,27 £ 0,08 71,23+ 2,46 30,95 + 0,01
kamferola
¥ mg derivata
_ / 17,98 + 0,19 57,27 +1,92 73,38 £ 0,067
kvercetina
UKUPNO 150,39 299,50 418,21 203,51
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Tablica 15. Udjel (mg/g) fenolnih kiselina i flavonoida u infuzijama lista kupine

Fenolne kiseline

2 mg derivata
elaginske 28,82 + 0,06 23,41 +1,65 18,89 + 0,56 15,32 £ 0,17
kiseline
ferulinska kiselina
/ 9,20 £ 0,01 11,83 + 0,07 /
kava kiselina
18,70 + 0,04 13,77 £ 1,02 13,67 £ 0,01 13,56 + 0,07
klorogenska kiselina
/ 172,03 + 3,94 181,12+ 211 45,07 £ 2,06
p-kumarinska
o / 7,34+ 0,03 7,44 +0,01 7,31+0,16
kiselina
ruzmarinska
- / / / 14,91 + 0,01
kiselina

Flavonoidi

2 mg derivata
31,68 £ 0,22 25,69 + 0,67 27,20 + 0,36 28,46 £ 0,95
kamferola
> mg derivata
. / 16,33 + 0,04 49,41+ 0,01 7,79 £ 0,02
kvercetina
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Tablica 16. Udjel (mg/L) fenolnih kiselina i flavonoida u infuzijama lista Sumske jagode

Q |

‘ Fenolne kiseline

Y mg derivata

30,84 + 2,10 24,07 +0,14 20,19 + 0,06 16,32 £1,01

elaginske

mg ferulinske
o / 6,11 + 0,01 6,28 + 0,04 /
kiseline

mg kava kiseline

mg klorogenske
o / 131,35+ 6,24 176,46 + 3,58 65,27 + 2,16
kiseline

mg ruzmarinske
o / / / 10,83 + 0,03
kiseline

R

¥ mg derivata

. 3,25 + 0,01 2,55 + 0,01 3,51 + 0,02 1,43 + 0,01
apeginina
2 mg derivata 67,50 + 1,07 19,36 + 0,08 57,14 + 0,04 45,24 + 0,03
kvercetina
UKUPNO 101,59 183,44 263,58 139,09
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Tablica 17. Udjel (mg/L) fenolnih kiselina i flavonoida u pojedinim sastojcima ¢ajnih

mjeSavina

-

Y mg derivata 25,30 + 64,38 +
elaginske kiselina 0.28 2,64

ferulinska 54,49 + ; ; 23,61 + ;
kiselina 0,69 0,66
- 25,64 9,31+ 15,59 +
kava kiselina / /
0,08 0,06 0,03
klorogenska 101,36 + 331,09+ 56,25+
/ / 23,11
kiseline 3,45 2,47 0,02
p-kumarinska 2,75 19,09 £
kiseline 0,01 0,03

Y. mg derivata 94,66 + / ; / 20,63 + 42,36 +
kvercetina/L 3,10 0,01 0,04
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4.4. Odredivanje udjela ugljikohidrata metodom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti

Tablica 18. Udjel (g/g) glukoze, fruktoze i saharoze u pojedinim sastojcima ¢ajnih mjesavina

Grozdica 0,343+0,01 0,332+0,06 0,000+0,00 0,675

Marelica 0,161+0,01 0,119+0,01 0,139+0,00 0,418

Sladié 0,000+0,00 0,057+0,01 0,030+0,02 0,087

Stevija 0,069+0,10 0,043+0,04 0,000+0,00 0,112
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Tablica 19. Energijska vrijednost ¢ajnih mjesavina
Na osnovu rezultata tablice 19 o udjelu glukoze, fruktoze i saharoze u pojedinim
sastojcima ¢ajnih mjeSavina i1 uzimajuéi u obzir udio pojedinog sastojka u c¢ajnim

mjesavinama izra¢unata je njihova energijska vrijednost (tablica 19).

[ | o | o
2,7 11,3 22,12
3,0 12,8 25,18
1,0 42 8,32
2,6 11,2 22,05
2,9 12,4 24,24
1.2 4,9 9,66
2,6 11,2 22,05
2,9 12,1 23,77
11 4,8 9,48
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4.5. Odredivanje bioloske aktivnosti

4.5.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ¢ajnih mjesavina
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4.5.2. Odredivanje citotoksicnog ucinka biljnih infuzija na humanu stanicnu liniju

karcinoma debelog crijeva

4.5.2.1. NR test

——5
oporavkom

&
=

o—

g
*'g; —ii—bez

) oporavka

1h 2h
koncentracija ekstrakta maline (x)

Slika 35. Krivulje prezivljenja SW 480 stani¢nih linija nakon 1h i 2h tretmana s ekstraktom
lista maline, s i bez oporavka

120.00
110.00
100.00
90.00
80.00
70.00
60.00 -
50.00 |
40.00 -
30.00
20.00 |
10.00
0.00

preZivljenje (%)

koncentracija ekstrakta kupine (x)

Slika 36. Krivulje prezivljenja SW 480 stani¢nih linija nakon 1h i 2h tretmana s ekstraktom
lista kupine, s i bez oporavka
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——5
' oporavkom
o
£
]
=
=,
-
>
5
E —fi-bez
oporavka

koncentracija ekstrakta jagode (x)

Slika 37. Krivulje prezivljenja SW 480 stani¢nih linija nakon 1h i 2h tretmana s ekstraktom
lista Sumske jagode, s i bez oporavka

4.5.2.2. Odredivanje slobodnih radikala u stanicama u monosloju

& ekstrakt
maline

i ekstrakt
maline+ H202

fluorescencija x kvocijent prezivljenja

1h _ _ 2h
koncentracija eksrtakta maline (x)

Slika 38. Izmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana
ekstraktom lista maline i H,O, s oporavkom
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fluorescencija x kvocijent prezivljenja
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Slika 39. Izmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana

ekstraktom lista maline i H,O, bez oporavka
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Slika 40. Izmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana

ekstraktom lista kupine i H,O, s oporavkom
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fluorescencija x kvocijent prezivljenja

1h 2h
koncentracija ekstrakta kupine (x)

w ekstrakt

kupine

W ekstrakt

kupine +
H202

Slika 41. Izmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana

ekstraktom lista kupine i H,O, bez oporavka

fluorescencija x kvocijent prezivljenja

koncentracija ekstrakta sumske jagode (x)

Slika 42. I1zmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana

ekstraktom lista Sumske jagode i H,O, s oporavkom
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Slika 43. Izmjerene vrijednosti ROS-a u SW 480 stani¢noj liniji nakon 1h i 2h tretmana
ekstraktom lista Sumske jagode i H,O, bez oporavka
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4.6. Senzorska analiza biljnih infuzija

4.6.1. Senzorska analiza biljnih infuzija lista maline, kupine i Sumske jagode

Slika 44. Aromatski profil infuzije lista maline
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Slika 45. Aromatski profil infuzije lista kupine
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Slika 46. Aromatski profil infuzije lista Sumske jagode
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Tablica 20. Rezultati senzorske analize ¢ajnih mjeSavina

MjeSavina

9,46+1,03

9,16+0,98

Intenzitet

Ukupno:
slatkoce

Poznatost
arome
7,83+0,75

8,66+1,21

7,33+1,50
8,33+1,21

8,33+1,03

7,16£1,33 | 52.11

7,16+1,60 | 51,47
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Za istrazivanje je odabrano devet cajnih mjeSavina u kojima je udio osnovnih
sastojaka (list kupine, list maline, list Sumske jagode) bio 50%. Sastav preostalih 50% ¢ine
suseno voce (jabuka, §ljiva, marelica, grozdica, smokva), listovi biljke stevije, batat te korijen
mrkve i sladi¢a. Infuzije svih ¢ajnih mjeSavina pripremljene su prelijevanjem 300 mL kipuce
vode preko 3 g cajne mjeSavine. U cilju karakterizacije fizikalnih svojstava mjeSavina
odredena su svojstva te¢enja Cajnih mjesavina pomocu uredaja Powder Flow Analyzer, udjel
nasipne gusto¢e metodom prema Murakamiu (2001), udjel pigmenata (B-karotena, likopena i
klorofila) prema metodama Huanga i sur. (2007) i Barrosa 1 sur. (2008) i boja uzoraka ¢ajnih
mjesavina pomocu kolorimetra CM-3500 d (Konica — Minolta, Japan). U svrhu odredivanja
bioaktivnog sastava biljnih infuzija odreden je udjel ukupnih fenola, neflavonoida 1
flavonoida metodom s Folin-Ciocalteau reagensom, udjel flavan-3-ola pomocu reakcija s
vanilin i p-DAC reagensima, udjel proantocijanidina metodom po Bate-Smith-u,
antioksidacijski kapacitet pomocu metoda FRAP, ABTS i DPPH, udjel pojedinacnih
polifenola 1 wugljikohidrata suhog voca metodom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti, udjel mineralnih tvari u ¢ajnim mjeSavinama pomoc¢u atomske spektrometrije
uz induktivno spregnutu plazmu. Kako bi se odredila bioloSka aktivnost biljnih infuzija
odreden je citotoksi¢ni ucinak i slobodni kisikovi radikali na humanoj stani¢noj liniji
karcinoma debelog crijeva, te je naposljetku odreden 1 senzorski profil biljnih infuzija i ¢ajnih

mjeSavina.

5.1. Anketa

Kao uvod u ispitivanje pripremljena je anketa koja je dala uvid u preferencije
ispitanika prema biljnim infuzijama, uporabi sladila i sklonosti ispitanika isprobavanju novih
¢ajnih mjesavina. Anketa je provedena na mjesovitoj populaciji od 62 ispitanika u dobi od 16

do 50 godina.

Provedenom anketom pokazalo se da 34% ispitanika konzumira ¢aj kao uobicajeni napitak,

njih 64% konzumira kavu, dok 2% ispitanika konzumira energetske napitke.
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Ispitanici koji preferiraju ¢aj najce$c¢e ga konzumiraju jednom do dva puta tjedno (53%),
manji postotak ispitanika konzumira ga 3 do 4 puta tjedno (29%), a manji broj ispitanika 5 do
7 puta tjedno (18%). Na dnevnoj bazi najCeS¢e se konzumira jedna $alica caja (85%), dok
13% ispitanika konzumira dvije Salice ¢aja dnevno. Medu c¢ajevima u najvec¢oj mjeri
konzumira se voéni Caj (44%) zbog njegovog okusa i1 arome (73%), a slijede ga biljni (32%) 1

pravi ¢ajevi (Camellia sinensis) (24%).

Caj se moze konzumirati u vise oblika, pa su ispitanici mogli odabrati ¢aj pripremljen iz
rinfuze, Gaj iz filter vrecice, instant ¢aj i ledeni Caj. Pokazalo se da se u najvec¢oj mjeri
konzumira €aj iz filter vrecéice (69%), zatim €aj u rinfuzi (23%) 1 ledeni ¢aj (6 % ispitanika),

dok se najmanje konzumira instant ¢aj (2%).

Ovisno o dodacima s kojima konzumiraju ¢aj, pokazalo se da najveci broj ispitanika ¢aj pije s
medom (31%) ili bez dodataka (22%). Caj s mlijekom konzumira 1% ispitanika , a 20%
ispitanika konzumira ¢aj sa Se¢erom i limunom. Ovisno o koriStenim sladilima, Secer koristi

52% ispitanika, prirodna sladila koristi 46% ispitanika dok njih 2% koristi umjetna sladila.

Na upit o intenzitetu slatkoce Caja najveci broj ispitanika odgovorio je da preferira umjereno
sladak ¢aj (77%), dok samo 3% ispitanika konzumira nezasladene Cajeve. 31% ispitanika
izrazilo je Zelju isprobati ¢ajnu mjesavinu s prirodnim sladilima, njih 47% voli isprobavati

nove okuse, dok se u najmanjoj mjeri (22%) konzumiraju isprobani brendovi.

5.2. Odredivanje fizikalnih svojstava cajnih mjeSavina

5.2.1. Odredivanje nasipne gustocée cajnih mjesavina

Cajne mje3avine pokazuju relativno niske vrijednosti nasipne gustoée zbog prisutnih
velikih koli¢ina zraka izmedu Gestica razli¢itih velicina. Cajne mjeSavine koje sadrze suseno
voce 1 koje sadrze cestice ujednacenih dimenzija pokazuju vece vrijednosti nasipne gustoce.
Ujedno i veca koncentracija suSenog voc¢a u ¢ajnoj mjeSavini znaci i visu vrijednost nasipne
gustoce. 1z dobivenih vrijednosti nasipne gustoée izracunat je Hausnerov omjer (omjer
p1250/p10) Kao indikator lakoce tecenja mjeSavina, s obzirom da se svojstva tecenja za vecinu
¢ajnih mjesavina nisu mogla odrediti analizatorom tecenja. Vrijednosti Hausnerovog omjera

blizu su ili prekoracuju vrijednost 1,25 iznad koje se ¢ajne mjeSavine kategoriziraju kao loe
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tecuce. Vrijednost Hausnerovog omjera potvrduje da ¢ajne mjeSavine pokazuju losa svojstva

tecenja.(tablica 9).

5.2.2. Odredivanje svojstava te¢enja ¢ajnih mjeSavina

S namjerom da se utvrdi kako se ponaSaju cajne mjeSavine tijekom transporta i
skladiStenja, provedena su istrazivanja na Powder Flow Analyseru (Stable Micro Systems,
Godalming, UK). lako je prvobitna namjera bila provesti tri testa vezana uz svojstva tecenja
¢ajnih mjeSavina (test kohezije, test ovisnosti o brzini te¢enja i test stvaranja kolaca), vecina
se uzoraka pokazala neprikladnim za analize na analizatoru tec¢enja reometarskom metodom.
Naime, od ukupno pripravljenih 12 uzoraka, na njih ¢etiri (M, K, K3 i J) uspjesno je proveden
test kohezije. Koriste¢i vrijednosti dobivene u testu kohezije, izracunat je indeks kohezije
prema kojem su c¢ajne mjeSavine klasificirane. MjeSavine M, K i K3 prema indeksu kohezije
klasificirane su kao nekohezivne mjeSavine koje slobodno teku, dok se mjeSavina J pokazala
izrazito kohezivnom sa vrlo visokom vrijednoséu indeksa kohezije (-32,45). S obzirom na
indeks kohezije, mjeSavine M, K i K3 slabo su kohezivne i bolje ¢e se ponasati tijekom
mijeSanja ili transporta kroz proizvodni pogon, Sto predstavlja logi¢no saznanje s obzirom da
¢ajne mjeSavine zbog velike nehomogenosti karakterizira prisustvo velikih koli¢ina zraka
medu cesticama koji ne dozvoljava mnogo interakcije izmedu cestica koje bi smjesu ¢inile

kohezivnom.

Na ostalim uzorcima sila koju je na bazu instrumenta nametnula oStrica kre¢uci se kroz stupac
¢ajne mjeSavine u cilindru za mjerenje bila je prevelika za ocitavanje na senzoru smjestenom

na bazi instrumenta te zbog toga mjerenja na ostalim uzorcima nije bilo moguce provesti.

Test ovisnosti 0 brzini tecenja u potpunosti je proveden samo na uzorku K, dok za ostale
uzorke nije dobiven kompletni profil koeficijenata sabijanja pri svim brzinama tecenja, a time
nisu mogle biti dobivene niti vrijednosti indeksa stabilnosti toka za sve ostale uzorke. Uzorak
K pokazao se ovisnim o brzini tecenja. Koeficijenti sabijanja padaju sa porastom brzine
tecenja, Sto znaci da mjeSavina bolje tece pri ve¢im brzinama tecenja. Indeks stabilnosti toka

ima vrijednost 0,55 Sto potvrduje ovisnost fizikalnih svojstava o brzini tecenja mjeSavine.

Test stvaranja kolaca moguce je bilo provesti na uzorcima M, K i J te su svi navedeni uzorci

pokazali znacajan porast visine stupca praha, $to ujedno i znaci da su jako podlozni stvaranju
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kolaca. Vrijednosti ¢vrstoce kolaca i prosjecne ¢vrstoce kolaca ukazuju na veliku ¢vrstocu i
stabilnost kolaca koji nastaje sabijanjem ¢ajne mjeSavine Sto ujedno za sobom povlaci i velike
probleme kod rukovanja takvim praSkastim smjesama. S obzirom da su mjeSavine izrazito
nehomogene te sadrze komadice suSenog vocéa, logi¢no je za ocekivati da ¢e prisustvo
ljepljivih cestica suSenog vocéa pridonijeti povecanju ¢vrsto¢e kolaca. Opcenito gledajuci,
testovi ovisnosti o0 brzini tecenja i stvaranja kolaca pokazali su da cajne mjeSavine ¢ine

relativno problemati¢can materijal za mijeSanje i transport u proizvodnom pogonu (tablica 10).

5.2.3. Odredivanje boje cajnih mjeSavina

Boja je odredena na svjeze pripremljenim uzorcima i uzorcima nakon 24 sata stajanja.
Svjeze pripremljeni uzorci su svjetliji od 24 sata starih uzoraka, Sto vidimo iz raspona L-

parametra koji je za svjeze pripremljene uzorke (83-94) visi nego za 24 sata odstajale (79-84).

Najsvjetlija biljna infuzija je malina, a najtamnija kupina. Infuzije ¢ajnih mjesavina maline
svjetlije su od infuzija ¢ajnih mjeSavina kupine i Sumske jagode. Infuzije ¢ajnih mjeSavina

kupine su tamnije od infuzija ¢ajnih mjeSavina maline i Sumske jagode.

A-parametar za svjeze pripremljene infuzije se krece u rasponu od -3 do -4, a za 24 sata
odstajale Cajeve od -0,7 do 4. Takve vrijednosti pokazuju da u ¢ajevima dominira zelena boja
u odnosu na crvenu, te se stajanjem cajnih infuzija zelena boja pocinje gubiti. NajviSe izraZzen
zeleni ton kod svjezih uzoraka pokazuje uzorak J2, a najmanje izrazen uzorak K, no razlika je
nezamjetna. Najnizu vrijednost, odnosno najjace izraZzenu zelenu boju kod odstajalih uzoraka
ima uzorak J1, a najnizu uzorak M. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da

stajanjem infuzije gube zelenu boju 1 poprimaju smedkast ton.

B-parametar za svjeze pripremljene ¢ajeve krece se u rasponu 21 do 37, a za dan odstajale
cajeve od 41 do 60. Prema tome u svjezim uzorcima kao i u odstajalim, prevladava Zuta boja
koja se lagano gubi stajanjem. Od svjeZih uzoraka, M2 ima najviSe izraZzenu Zutu boju, a K3
najmanju. Kod odstajalih uzoraka najizrazeniji Zuti ton imaju infuzije ¢ajnih mjesavina
maline, a najmanje izrazen zuti ton infuzije ¢ajnih mjeSavina kupine. Prema dobivenim
vrijednostima moze se zakljuciti da su najsvjetliji uzorci maline, dok su uzorci kupine

najtamniji , a u ¢ajevima dominira Zut i zelen ton (tablica 11).
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Zbog nedostatka literaturnih podataka o odredivanju boje biljnih infuzija lista maline, kupine 1
jagode za usporedbu moze posluZiti istrazivanje Huanga i suradnika (2011) koji su ispitivali
boju infuzije zelenog, Zutog i crnog Caja. Zeleni, zuti i crni ¢aj imaju visi L-parametar (zeleni
¢aj L= 99,25 + 0,05; zuti ¢aj=98,89 + 0,05; crni ¢aj=96,22 + 0,11) od biljne infuzije lista
maline, kupine i Sumske jagode (srednja vrijednost L-parametra za infuzije ¢ajnih mjesavina
lista maline je 94,68; kupine 87,24; a jagode 91,79), odnosno zeleni, Zuti i crni ¢aj su svjetliji

od ¢ajnih mjeSavina lista maline, kupine 1 jagode.

A-parametar zelenog (-0,44 + 0,03), Zutog (-0,25 + 0,03), i crnog ¢aja (-1,91 £ 0,01) je visi
nego prosjecna vrijednost a-parametra kod infuzije ¢ajnih mjeSavina lista maline (-3,63),
kupine (-3,59) i Sumske jagode (-4,06). Odnosno infuzije C¢ajnih mjesavina lista maline,
kupine 1 Sumske jagode imaju neznatno izrazeniju zelenu boju od zelenog, crnog i zutog Caja,

no u svim navedenim uzorcima prevladava zeleni ton u odnosu na crveni.

Prosje¢na vrijednost b-parametra infuzije lista maline (26,47), kupine (37,01) i Sumske jagode
(31,38) je veca prema vrijednostima zelenog (3,76 + 0,31), zutog (4,63+0,03) 1 crnog (19,99 +
0,54) caja, stoga ¢ajne mjeSavine lista maline, kupine 1 Sumske jagode imaju jace izrazen zut
intenzitet boje u odnosu na zeleni, Zuti 1 crni ¢aj. U svim navedenim infuzije ¢ajnih mjesavina

i Cajevima prevladava zuti ton u odnosu na plavi.

Iz prethodno navedenog mozemo zakljuéiti da su infuzije ispitivanih ¢ajnih mjeSavina, po

svim kolorimetrijskim parametrima najsli¢nije crnom caju.

5.3. Odredivanje bioaktivnog sastava ¢ajnih mjeSavina

5.3.1. Odredivanje pigmenata

5.3.1.1. Odredivanje udjela ukupnog klorofila

Usitnjeni dijelovi ¢ajnih mjesavina ekstrahirani su s 80 %- tnim acetonom te je filtratu
izmjerena apsorbancija. Intenzitet zelenog obojenja odreduje se spektrofotometrijski pri
valnoj duljini 663 nm (za klorofil a) i 645 nm (za klorofil b) (Huang i sur., 2007). Udjeli

klorofila u biljnim ekstraktima prikazani su na slici 29 a rezultati su izraZeni kao ug/g uzorka.
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Najveci udjel klorofila medu ispitivanim uzorcima odreden je u listu maline (M) (1107,69
Mo/g uzorka), a najmanji u listu kupine (736,78 ug/g uzorka). Pokazalo se da dodatkom

suSenog voca u ¢ajnim mjeSavinama raste udjela klorofila.

Pokazalo se da je mala razlika u udjelu klorofila izmedu Cajne mjeSavine lista kupine (K3)
(636,29+0,04 pg/g uzorka) i ¢ajne mjesavine lista Sumske jagode (J3) (599,59 ug/g uzorka) te
izmedu ¢ajne mjeSavine lista maline (M2) (809,32+0,12 ug/g uzorka) i ¢ajne mjesavine lista
kupine (K3) (636,29+0,04 ng/g uzorka) u ¢ijem su sastavu prisutni listovi biljke stevije koja
je bogata klorofilom. (slika 29).

King i suradnici (2001) koji su ispitivali utjecaj vanjskih Cimbenika temperature
skladiStenja 1 ¢uvanja na udjel klorofila u blanSiranom i neblanSiranom uzorku listova Spinata.
U neblandiranom uzorku odredili su udjel klorofila a (6,75+0,53 mg/g suhe tvari) i klorofila b
(2,56+0,18 mg/g suhe tvari) €iji je zbroj vrijednosti 9,31 mg/g suhe tvari §to je u redu veliCine
u sklopu ovog istrazivanja, buduci da zbroj vrijednosti klorofila a i klorofila b u listovima
¢ajnih mjeSavina iznosi 8,85 mg/g uzorka. Na temelju dobivenih rezultata moZemo zakljuciti
da listovi maline, kupine i Sumske jagode kao i1 njihove ¢ajne mjesSavine predstavljaju odli¢an

izvor klorofilaaib.

5.3.1.2. Odredivanje udjela ukupnih karotenoida

Ukupni karotenoidi (B- karoten 1 likopen) c¢ajnih mjeSavina odredeni su
spektrofotometrijski. Uzorci su ekstrahirani mjeSavinom acetona i heksana u omjeru 4:6 te je
filtratu izmjerena apsorbancija na valnim duljinama od 456 nm, 505 nm i 663 nm (Barros i
sur., 2008). Udjeli ukupnih karotenoida prikazani su na slici 29, a rezultati su izraZzeni kao

Mo/g uzorka.

Najveéi udjel B- karotena odreden je u listu kupine (K) (495.24 + 14.47 ug/g uzorka)
dok je najveéi udio likopena odreden u ¢ajnoj mjesavini lista maline (M3) (27.933 £ 0,01
ug/g uzorka). Najmanji udjel B- karotena odreden je u ¢ajnoj mjesavini lista Sumske jagode
(J3) (72.46 + 1.82 ng/g uzorka), Sto pokazuje da je razlika izmedu najveCeg i najmanjeg
udjela B- karotena 6,83 puta. Najmanji udjel likopena odreden je u ¢ajnoj mjesavini lista
kupine (K2) (1.282 + 0,01 pg/g uzorka) $to je cak 21,78 puta manje od najveéeg izmjerenog

udjela (M3). Vrlo je mala razlika u udjelu likopena izmedu ¢ajne mjeSavine lista maline (M2)
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(19.614 + 0,01 pg/g uzorka) i ¢ajne mjeSavine lista Sumske jagode (J2) (19.188 + 0,02 pg/g

uzorka) u ¢ijem se sastavu nalazi suSena mrkva za koju je poznato da obiluje karotenoidima.

Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da na udjel karotenoida znacajno utjece
sastav Cajnih mjeSavina, zbog prisustva raznovrsnih biljnih supstrata koji su bogat izvor

biljnih pigmenata.

5.3.2. Odredivanje mineralnih tvari u ¢ajnim mjeSavinama

U ¢ajnim mjeSavinama odredeno je 15 mineralnih tvari koje su prikazane u tablici 12
i 13, a rezultati su izraZzeni u mg/g (Al, Ca, K, Mg) i ug/g (Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Na,
Ni, Pb, Zn). Na temelju dobivenih rezultata, pokazalo se da ¢ajne mjeSavine lista maline,

kupine 1 Sumske jagode sadrze znacajan udio mineralnih tvari.

Zbroj vrijednosti Al, Ca, K i Mg u listu maline iznosi 12,53 mg/g, listu kupine 13,66 mg/g, a
u listu Sumske jagode 18,42 mg/g. U listu maline zbroj vrijednosti mikroelemenata iznosi
158,32 pg/g, u listu kupine 403,56 png/g, aSumgleujagode zbroj vrijednosti

mikroelemenata iznosi 628,59 ng/g, iz ¢ega se jasno moze zakljuciti da list Sumske jagode
sadrzi najvecu koli¢inu mineralnih tvari, nakon ¢ega slijedi kupina i naposljetku list maline.
Takav je poredak takoder primije¢en i1 kod udjela makroelemenata ¢ajnih mjesavina lista

jagode, kupine i maline.

List Sumske jagode i1 pripadajuce Cajne mjeSavine sadrze u odnosu list maline i kupine
znacajnu koli¢inu Al (6,05 mg/g), K (8,41 mg/g), Cr (23,6 nug/g), Cu (6,82 ng/g), Pb (12,4
pa/g) 1 Zn (25,3 pg/g). List kupine (K) najbogatiji je mineralima: Mn (233 pg/g), Fe (45,6
png/g) i Ni (39,4 ng/g), dok Cisti list maline (M) sadrzi najvise Mg (2,07 mg/g). Nadalje, list
Cajne mjesavine maline (M2) sadrzi najvise Na (205 pg/g); list ¢ajne mjesavine kupine (Ks)
najvise Cd (0,371 pg/g), a list ¢ajne mjeSavine Sumske jagode (J2) najvise Ba (68,6 ug/g).
Takoder, mineral Co izmjeren je samo u dva uzorka: listu ¢iste Sumske jagode (J) (0,817
mg/g) i listu ¢ajne mjeSavine maline (M2) (0,472 pg/g), dok u ostalim uzorcima njegova

prisutnost nije detektirana.

Koli¢ina Al veca je u ¢ajnim mjeSavinama M3 (4,33 ug/L), K3 (4,94 pg/L) i J3 (4,96 png/L) u

odnosu na ostale ¢ajne mjeSavine lista maline, kupine i Sumske jagode. Isto tako koli¢ina K
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veca je u uzorcima M3 (4,41 ng/L), Kz (5,45) pg/L i J3 (6,02 pg/L) u odnosu na cajne
mjesSavina broj 112, a zna¢ajna koli¢ina Fe je detektirana u K3 (35,9 ug/L) i J3 (34,8 ng/L), te
znacajne koli¢ine Mn i Mg u M3 (121 pg/L) i J3 (134 pg/L) Sto mozemo pripisati nutritivnim
svojstvima batata i korijena sladi¢a. Koli¢ina Ca je veca u uzorcima ¢ajnih mjeSavina broja 1 i
2 u odnosu na ¢isti list i ¢ajne mjeSavine broja 3, a isti trend rasta prate i Ba i Cd. Udio Na je
znatno visi u ¢ajnim mjesSavinama nego u Cistom listu maline 1 kupine. List Sumske jagode
kao §to je ve¢ navedeno obiluje Na, ¢iji udjel se u ¢ajnim mjeSavinama lista Sumske jagode
dodatno poveéava kao posljedica dodatka suhog voca, povrca, korijena sladiéa te lista stevije.
Jedino je udio Zn veci u ¢istom listu kupine ili jagode u odnosu na ¢ajne mjesavine kupine i

jagode broja 1, 2 ili 3.

Marshall i1 suradnici (2006) su proveli istrazivanje na listu maline u svrhu odredivanja
mineralnih tvari atomskom spektrometrijom. U usporedbi sa rezultatima u ovom radu
Marshall i sur. (2006) odredili su vec¢i udjel Ca (4,83 mg/g u odnosu na nasih 1,92 mg/g), Cu
(5,00 pg/g; 1,97u0/9), Fe (22,76ug/g ; 4,77 ng/g), Mg (4.53 mg/g, u odnosu na 2,07mg/g), K
(25,85mg/L u odnosu na 4,28 mg/L), Zn (21,90ug/L; 5,36 (1g/g)). Prema naSim rezultatima
list maline sadrzi ve¢u koncentraciju Mn (43§0L; 121) i Na (1,52 (ng/g) ; 9,37) u

usporedbi sa tim istrazivanjem.

Kara, D. (2009) je istraZivao udio pojedinih mineralnih tvari u listu kupine, te su odstupanja
manja u usporedbi sa prethodno navedenim rezultatima. ZabiljeZene su sljedec¢e koncentracije
u pg/g: Mg (2786), Zn (7,4), Cu (6,6), Mn (54), 6, Ba (9,7), Ni (4,5), relativno znacajnije
odstupanje je zabiljezeno kod Fe (165) i Na (44,0). Primijecene razlike u udjelima pojedinih
makro- i mikro-elemenata izmedu uzoraka lista maline i kupine u ovom istraZivanju te onima
drugih autora, mogu se objasniti utjecajem geografske lokacije, klimatskih uvjeta, varijeteta
biljke ili pak drugim utjecajima koji utjecu na biosintezu i udjel mineralnih tvari u

proizvodima biljnog podrijetla.

MozZemo zakljuciti da su ¢ajne mjeSavine kvalitativno vrijedan izvor mineralnih tvari, te da se

kolicina mineralnih tvari povecava uz koristenje ve¢ spomenutih dodataka.
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5.3.3. Odredivanje udjela ukupnih fenola, neflavonoida i flavonoida

Udjeli ukupnih fenola, neflavonoida i flavonoida svih ispitivanih ¢ajnih mjesavina

prikazani su tablici 30 i izrazeni su kao mg GAE/L.

Najveci udjeli ukupnih fenola odredeni su u infuzijama lista maline (M) (572,73+38,57 mg
GAE/L), lista kupine (K) (568,18+45,00 mg GAE/L) i listu Sumske jagode (J) (531,82+6,43
mg GAE/L). Vrlo je mala razlika u udjelu ukupnih fenola izmedu infuzije mjesavine lista
maline (M2) (277,27+6,43 mg GAE/L) i infuzije mjeSavine lista kupine (K1) (259,09+6,43
mg GAE/L), kao 1 izmedu infuzije mjeSavine lista kupine (K2) (350,00+6,43 mg GAE/L) i
infuzije mjesSavine lista Sumske jagode (J1) (340,91+ 6,43 mg GAE/L) iz Cega se moze
zaklju€iti da se smanjenjem udjela listova maline, kupine i Sumske jagode u cajnim

mjeSavinama smanjuje udjel ukupnih fenola kao Sto je prikazano na slici 30.

Prema dobivenim rezultatima vidljiv je opadajuci niz udjela ukupnih fenola: M > K>J > J2 >

K2 >J1/J3 > K3 > M2 > K1 > M1 > M3.

Najve¢i udjel ukupnih flavonoida pokazuje infuzija lista kupine (K) (232,73+21,86 mg
GAE/L), a najmanji infuzija lista maline (M) (194,09+0,64 mg GAE/L), sto pokazuje da je
razlika izmedu najveceg i najmanjeg udjela ukupnih flavonoida 1,19 puta. Vrlo je mala
razlika u wudjelu ukupnih flavonoida izmedu infuzije mjeSavine lista kupine (K2)
(143,64+10,29 mg GAE/L) i infuzije mjeSavine lista Sumske jagode (J1) (132,73+11,57 mg
GAE/L) koje sadrze list stevije i suSenu mrkvu, kao 1 izmedu infuzije mjeSavine lista maline
(M2) (184,09+£0,64 mg GAE/L) i infuzije mjeSavine lista kupine (K1) (171,82+3,86 mg
GAE/L). Sastav infuzija ¢ajnih mjeSavina obogacen je suhim voc¢em (smokva, $ljiva,
marelica), pa je tako u slucaju infuzije ¢ajne mjeSavine lista kupine (K2) (143,64+£10,29 mg
GAE/L) i infuzija ¢ajne mjeSavine lista maline (M2) (184,09+0,64 mg GAE/L) vidljivo da su

mjeSavine bogatije polifenolnim spojevima.

Najmanji udio ukupnih neflavonoida ima infuzija lista maline (M1) (194,09+0,64 mg
GAE/L), a najveéi infuzija lista kupine (K) (232,73£21,86 mg GAE/L), §to ¢ini razliku od

1,19 puta izmedu najveéeg 1 najmanjeg udjela ukupnih neflavonoida.

Venskutonis i suradnici (2007) ispitivali su sastav ukupnih fenola te rezultate izrazili
kao mg/g GAE. Za istrazivanje su Kkoristili 41 uzorak lista maline ¢ije su vodene ekstrakte

pripremili tako Sto su 1 g suhih listova maline ekstrahirali u 96%-tnom etanolu kroz 2 h uz
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stalno mijesanje. Najve¢i udio ukupnih fenola odreden je za uzorke (23) (12+0,3 mg/g GAE),
(26) (11,9+0,1 mg/g GAE) i (31) (11,8+0,3 mg/g GAE) Sto pokazuje da su rezultati ovog

istrazivanja u redu veli¢ine s provedenim istraZivanjem.

5.3.4. Odredivanje udjela flavan-3-ola

Udjeli flavan-3-ola odredeni u ispitivanim biljnim infuzijama prikazani su na slici 31 i
izrazeni su kao mg/L (+)-katehina. Udjeli su odredeni primjenom metode s vanilin i p-DAC

reagensima.

Prema metodi s vanilinom, najvec¢i udjel flavan-3-ola odreden je u infuziji lista Sumske jagode
(J) (73,57+0,41 mg/L (+)-katehina), a najmanji u infuziji lista kupine (K2) (30,53+0,82 mg/L
(+)-katehina), Sto predstavlja razliku od 2,41 puta. Infuzija mjeSavine lista maline (M3)
(31,12£1,23 mg/L (+)-katehina) u sastavu sadrzi batat i suSenu smokvu te je u njoj odreden
ve¢i udjel flavan-3-ola od infuzije mjeSavine lista kupine (K3) (22,39 £ 0,82 mg/L (+)-
katehina) koja u svom sastavu sadrzi korijen sladi¢a i susenu sljivu. List Sumske jagode (J)
ima znacéajno veéi udjel flavan-3-ola od svih drugih infuzija: 1,44 puta viSe od infuzije lista
Sumske jagode (J3) koja je na drugom mjestu prema njihovom udjelu, a u sastavu sadrZi batat,

korijen sladi¢a i suSeno voc¢e (smokva i Sljiva).

Prema metodi s p-DAC reagensom, najve¢i udjel flavan-3-ola odreden je u listu Sumske
jagode (J) (16,47+0,36 mg/L (+)-katehina).

Prema dobivenim rezultatima udjela flavan-3-ola koriste¢i metodu s p-DAC reagensom, moze
se definirati slijede¢i opadaju¢i niz infuzija: J>J1>J3>J2>M>M3 > M3 > M1>K >Kl1
> K3 > K2.; odnosno za metodu s vanilinom:J >J3>J1>J2>M>M3>K >M3>K1 >
M3 > K2 > Ka.

5.3.5. Odredivanje proantocijanidina hidrolizom po Bate — Smith-u

Udjeli proantocijanidina prikazani su na slici 32, a rezultati su izrazeni kao mg CyE/L.

Najveci udjel proantocijanidina izmjeren je u infuziji lista Sumske jagode (J) (33,24+0,80 mg
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CyE/L), a najmanji u infuziji lista kupine (K) (11,13+0,40 mg CyE/L), Sto pokazuje da je

razlika izmedu najveceg 1 najmanjeg udjela proantocijanidina 2,98 puta.

Nadalje, vrlo je mala razlika u udjelu proantocijanidina izmedu infuzije mjeSavine lista maline
(M1) (8,73+£1,20 mg CyE/L) i infuzije mjeSavine lista kupine (K1) (7,18+0,20 mg CyE/L)

koje u svom sastavu sadrze listove stevije, susenu mrkvu, smokvu i marelicu.

5.3.6. Odredivanje udjela polifenola metodom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti

Rezultati su provedeni na infuzijama ¢ajnih mjeSavina lista maline, kupine i stevie (3

9/300mL vode) te na svim koristenim dodacima i prikazani su u tablicama: 14,15,16 i 17.

Infuzija lista maline u odnosu na kupinu i jagodu sadrzi viSe polifenola te su posljedi¢no i
¢ajne mjeSavine maline bogatije polifenolnim spojevima u odnosu na ¢ajne mjeSavine kupine

I jagode.

Elaginsku kiselinu sadrze sve infuzije ¢ajnih mjeSavina lista maline pri ¢emu ocekivano
infuzije ¢ajne mjeSavine lista maline (71,90 mg/L) imaju najveci udio elaginske kiseline u

usporedbi sa infuzijama ¢ajnih mjeSavina kupine (28,82 mg/L) i Sumske jagode (30,84 mg/L).

Kao posljedica dodatka stevije i suSenog voéa koji u svom sastavu sadrze kava-kiselinu
(stevija (52,64 mg/L), marelica (9,31 mg/L ), Sljiva (15,59 mg/L) i klorogensku Kiselinu
(stevija (101,36 mg/L, smokva (23,11 mg/L), jabuka 331,09 mg/L, grozdice (56,25 mg/L)
sve infuzije ¢ajnih mjeSavina broja 1, 2 i 3 sadrze ove polifenolne spojeve,te kvercetin koji

najvecim djelom potjece od stevije (94,66 mg/L) i smokve(42,36 mg/L).

Uzorci ¢ajnih mjeSavina broja 1 i 2 sadrze ferulinsku kiselinu koja najve¢im dijelom potjece

od stevije (54,49 mg/L) kao Sto se jasno vidi iz tablice 17

Kamferol sadrZi ¢ajne mjeSavine lista kupine (31,68mg/L) i maline (78,49 mg/L), dok Sumska
jagoda sadrzi kvercetin (67,50 mg/L) i apigenin (3,25 mg/L). Apigenin iskljucivo potjece od
lista Sumske jagode, a kvercetin osim od lista Sumske jagode potjece i iz stevije, smokve i

grozdica te ga upravo iz tog razloga ima najvise u ¢ajnim mjeSavinama broja 2.
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U uzorcima broja 3 svih ¢ajnih mjeSavina detektirana je ruzmarinska kiselina koja potjece od
dodanih listica mente (M3 (12,59 mg/L), K3 (14,91 mg/L), J3 ( 10,83 mg/L). RuZzmarinska
kiselina jedan je od glavnih polifenolnih spojeva iz skupine hidroksicimetnih kiselina, a moze
se smatrati predstavnikom i taksonomskim markerom biljaka iz porodice usnjaca.
Zahvaljujuéi iznimnim antioksidativnim svojstvima ruzmarinska kiselina pokazuje brojne
pozitivne uc¢inke na ljudski organizam, ukljucuju¢i antikancerogeno, anivirusno i antiupalno

djelovanje (Wang i sur.).

Veberi¢ i sur. (2008) odredivali su polifenolne spojeve smokve, ekstrakcija je
provedena u ultrazvuénoj kupelji (1h) dodatkom metanola i 1 % BHT (2,6-di-tert-butil-4-
metilfenol) te su detektirani rutin (28.7 mg/100 g uzorka), (+)-katehin(4.03 mg/100 g),
klorogenska(1.71 mg/100 g), (epikatehin 0.97 mg/100 g), galna to 0.38 mg/100 g i siringinska
kiselina (0.10 mg/100 g). Koncentracija klorogenske kiseline (23.11 mg/L) je u skadu sa

rezultatima istrazivanja po Vebericu i sur. (2008).

Martini i suradnici (2009) odredili su polifenolni sastav kupine te su detektirali galnu
kiselinu, kava kiselinu, ferulinsku kiseline, elagensku kiselinu, rutin, kvercetina, kvercetin 3-

O-B-D glukopiranozida i kamferola pomo¢u HPLC i ESI-MS analize.

U odnosu na istrazivanje Martini i sur., (2009) ,(elaginska kiselina (166,76 pg/100 g),
kamferol (1,03 pg/100g), kava kiselina( 4,73 pg/100 g)) infuzija kupine ispitivana u ovom
radu sadrzavala je ve¢i udio udio elaginske kiseline (28,82 mg/L), kamferola(18,70) 1 kava

kiseline(31,68).

Boban i suradnici (2008) ispitivali su ekstrakt lista Sumske jagode koncentracije 6
g/100 mL te su identificirani sljede¢i fenolni spojevi:katehin (245,72 mg/L), epikatehin
(259,36 mg/L), epigalokatehin (325,98 mg/L), procijanidin B; (175,06 mg/L), procijanidin B,
(14,80 mg/L),kvercetin-4’-glukozid (39,93 mg/L),apigenin (165,04 mg/L),trans-resveratrol
(1,95 mg/L), epikatehin-3-galat (120,50 mg) dok smo mi indentificirali samo tri fenolna
spoja, elaginsku kiselinu(30,84 mg/L), kvercetin (67,50 mg/L) i apigenin (3,25 mg/L) u
usporedbi s tim rezultatima list Sumske jagode koriSen u ovom istrazivanju sadrzi ve¢i udjel

kvercentina i znantno manji udjel apigenina.

Buricova i suradnici (2011) odredivali su udjel polifenolnih spojeva u listu maline, kupine 1
Sumske jagode. U listu maline je osim elaginske kiseline naden i (+) -katehin i (-)-epikatehin

koje mi nismo detektirali. U prethodnim istraZzivanjima u mesu jabuke kao dominanti spojevi
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nadeni su procijanidin B; (81,40 pg/g), procijanidin B, (54,35ug/g), klorogenska kiselina
(52,93ug/g), epikatehin (44,69 pg/g) i katehin (10,42 ug/g) (Zhang i sur., 20199 nije u

skladu s naSim istrazivanjima budu¢i da smo mi detektirali navedene spojeve znatno veéim
koncentracijama. U §ljivi je pronadena klorogenska i kava kiselina (Chun & Kim, 2004), u
sljede¢im koncentracijama kava kiselina (1,11 mg/100 g uzorka), p-kumarinska kiselina (1,11
mg/100 g uzorka), kvercetin3-O-rutinozid (2,50 mg/100 g uzorka) (http://www.phenol-
explorer.eu/), koncentracija kava-kiseline je u skladu s navedenim mjerenjima, dok je koli¢ina
p-kumarinske kiseline manja u odnosu na ta mjerenja. U grozdicama su u prethodnim
radovima detektirani kvercetin i kamferol (Williamson & Carughi, 2010), dok je u marelici
pronadena klorogenska kiselina, katehin, epikatehin, rutin, ferulinska kiselina i1 elaginska

kiselina (Erdogan-Orhan, & Kartal, 2010; Clifford & Scalbert, 2000 ).

5.3.3.4.  Odredivanje udjela ugljikohidrata metodom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti

Udio Secera odnosno saharoze, fruktoze i glukoze odreden je u suhom voéu (grozdici, jabuci,
smokvi, marelici i $ljivi), suhom povréu (mrkvi i batatu) te u steviji i sladi¢u Sto je prikazano
u tablici 18.

Saharozu ne sadrZe grozdice, smokva, stevija i Sljiva. Najveci udjel saharoze uocen je u mrkvi
(0,988 g/g ), a najmanji u sladi¢u (0,087 g/g ). Udio saharoze u pojedinim uzorcima mozemo

prikazati u padajucem nizu:
mrkava > marelica > batat > jabuka > sladi¢.
Saharoza, u odnosu na druge Secere prevladava u uzorcima batata(0,079 mg/g) 1 mrkve.

Svi uzorci sadrze fruktozu, najvise fruktoze detektirano je u jabuci(0,422 g/g), a najmanje u

batatu (0,025g/g), §to mozemo prikazati u padaju¢em nizu:
jabuka > grozdice > smokva > §ljiva > mrkva > marelica > sladi¢ > stevija> batat.

Fruktoza je najzastupljeniji Secer u jabuci i sladicu.
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Glukozu sadrze svi uzorci osim sladi¢a, najmanji udjel glukoze ima batat (0,020 mg/L), a
najveci Sljiva (0,4174 mg/L). Udjel glukoze mozemo prikazati u padaju¢em nizu:  §ljiva>

grozdice> smokva > marelica >mrkva > jabuka > stevija.

U odnosu na saharozu i fruktozu, glukoza prevladava u marelici 0,161 g/g smokvi, (0,069

g/g), 3ljivi (0,417 g/g) i steviji.

NajviSe ukupnih Secera sadrzi mrkva (0,988 g/g), a najmanje sladi¢ (0,087), $to mozemo
prikazati u padaju¢em nizu: mrkva > grozdica > §ljiva > jabuka > smokva > marelica > batat

> stevija> sladi¢.

5.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija

5.5.1. FRAP metoda

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredeni FRAP metodom prikazani su na slici

34 i izrazeni su kao mmol/L Fe(ll).

Najveci antioksidacijski kapacitet odreden je u infuziji mjeSavine lista Sumske jagode
(J1) (4,88 mmol/L Fell), a najmanji u infuziji mjeSavine lista maline (M3) (1,30+0,03 mmol/L
Fell), §to je ocekivano budu¢i da infuzija lista Sumske jagode (4,59 mmol/L Fell) ima veci
antioksidacijski kapacitet nego infuzija lista maline (2,14 mmol/L Fell ) i lista kupine (3,34
mmol/L Fell). Najmanju vrijednost antioksidacijskog kapaciteta pokazuju infuzije ¢ajnih
mjesSavina liS¢e maline,a najvecu infuzije ¢ajnih mjesavina lista jagode. U uzorcima infuzija
¢ajnih mjeSavina broja 3 i 1 povecana je vrijednost antioksidacijskog kapaciteta, te mozemo

zakljuciti da je to prvenstveno od prisutnosti sladica.

Pokazalo se da je vrlo mala razlika u antioksidacijskom kapacitetu izmedu infuzije lista
maline (M) (2,14+0,04 mmol/L Fell) koja sadrzi grozdice i korijen sladi¢a i infuzije
mjeSavine lista kupine (K2) (2,36+0,03 mmol/L Fell) koja sadrzi list stevije i jabuku, kao i
izmedu infuzije mjeSavine lista kupine (K1) (3,48+0,04 mmol/L Fell) i infuzije mjeSavine

lista sumske jagode (J3) (3,38+0,09 mmol/L Fe").
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Mudni¢ i suradnici (2008) ispitali su sastav ukupnih fenola, flavonoida i antioksidacijski
kapacitet vodenih ekstrakata liS¢a Sumske jagode (Fragaria vesca). Sadrzaj ukupnih fenola
dobivenih ekstrakata odreden je kolorimetrijski pomoc¢u Folin-Ciocalteau metode. Mjerenja
su obavljena u 3 probe, a rezultati su izrazeni kao ekvivalenti GAE/L (9297,53 + 24,57).
Postotak flavonoida izracunat je iz razlike ukupnih fenola i neflavonoida (7908,27 + 106,30).
Antioksidativni kapacitet ekstrakta izmjeren je FRAP metodom. Mjerenja su provedena u 3

probe, a rezultati su izrazeni kao mmol/l TE (43,29 + 0,29).

Katalini¢ i suradnici (2006) su odredivali antioksidacijski kapacitet ekstrakta kupine
(12211 umL Fe(I1)/L)koji se je pokazao ve¢im od ekstrakta maline (10025 umL Fe(I1)/L). U
ovom radu odreden je antioksidacijski kapacitet u ¢aju od lista kupine (3,48 mmol Fe(ll)/L)
koji se takoder pokazao ve¢im od antioksidacijskog kapaciteta lista maline (2,14 mmol

Fe(IN)/L, te su dobivene vrijednosti u skaldu sa ovim istraZzivnjem.

5.5.2. ABTS metoda

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom prikazani su na slici

33 i izrazeni su kao mmol/L Troloxa.

Najve¢i antioksidacijski kapacitet, prema ABTS metodi, odreden je u infuziji lista
kupine (K) (3,34+0,09 mmol/L Troloxa) koja sadrZi korijen sladi¢a 1 mrkvu, a najmanji u
infuziji mjeSavine lista maline (M1) (0,91+0,07 mmol/Troloxa) koja sadrzi list stevije i
marelicu, Sto predstavlja razliku od 3,67 puta. Sli¢an antioksidacijski kapacitet odreden je
izmedu infuzije mjesavine lista kupine (K3) (1,99+0,16 mmol/L Troloxa) i infuzije mjesavine

lista Sumske jagode (J1) (1,58+0,09 mmol/L Troloxa).

Prema dobivenim rezultatima antioksidacijskog kapaciteta primjenom ABTS metode, mozZe se
definirati slijede¢i opadaju¢i nizz K>J>M > K1 >K2>K3>J1>J3>M3>]J2>M3>
M1.

Martini i suradnici (2009) odredili su antioksidacijski kapacitet kupine ABTS metodom.
Antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista kupine odreden je obzirom na Trolox (TEAC

vrijednost) a rezultati su pokazali da antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista kupine potjece
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ve¢inom od elaginske kiseline koja je prisutna u visokoj koncentraciji i ima poviSenu TEAC

vrijednost.

5.5.3. DPPH metoda

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom prikazani su na

slici 33 i izrazeni su kao mmol/L Troloxa.

Najmanji antioksidacijski kapacitet, prema DPPH metodi, odreden je u infuziji lista Sumske
jagode (J) (0,77£0,00 mmol/L Troloxa), a najve¢i u infuziji lista kupine (K) (1,33£0,00
mmol/L Troloxa) koja sadrzi list stevije i susenu smokvu, Sto predstavlja razliku od 1,73 puta.

Pokazalo se da je vrlo mala razlika u antioksidacijskoj aktivnosti izmedu infuzije mjesavine
lista maline (M2) (0,50+0,02 mmol/L Troloxa) i infuzije mjeSavine lista Sumske jagode (J3)
(0,249+0,01 mmol/L Troloxa), kao i izmedu infuzije mjeSavine lista kupine (K2) (0,72+0,01
mmol/L Troloxa) i infuzije mjeSavine lista Sumske jagode (J1) (1,03+0,02 mmol/L Troloxa)

koje u svom sastavu sadrze korijen sladi¢a i susene grozdice.

Prema dobivenim rezultatima antioksidacijskog kapaciteta primjenom DPPH metode, moze se
definirati slijede¢i opadaju¢i niz: K>J2>M >J1>]> K2 > K1 >K3>M3>J3>M3>
M1.,

Venskutonis i suradnici (2006) ispitali su sastav lis¢a maline i njihov antioksidacijski
kapacitet. Listovi maline su ekstrahirani etanolom, a za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta ekstrakta koristile su se ABTS i DPPH metode. Rezultate su prikazali kao postotak
inhibicije tj. postotak smanjenja apsorpcije ABTS i DPPH radikala. Dobiveni rezultati
potvrduju da je udio fenola u ekstraktima lista maline u korelaciji sa antioksidacijskim
kapacitetom. Koeficijent korelacije izmedu udjela ukupnih fenola i DPPH radikala (R=0,800)
pokazao se znatno viSim nego kod ABTS radikala (R=0,668) sto je slucaj i za p Tako je

primjenom DPPH metode najveci antioksidacijski kapacitet odreden u uzorcima (23)
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5.5.4. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka biljnih infuzija na humanu stani¢nu liniju
karcinoma debelog crijeva

Citotoksicnost ekstrakta maline, kupine i Sumske jagode odredivala se ,,neutral red*
metodom na stani¢noj liniji SW 480 u Cetiri razli¢ite koncentracije ekstrakta koji je na stanice

djelovao 1 ili 2 sata, sa i bez oporavka nakon tretmana u trajanju od 24 sata.

Slike 37. prikazuju prezivljenje SW 480 stani¢nih linija nakon 1h i 2h, sa i bez oporavka. U
slucaju tretmana 1 h 1 2 h bez oporavka, ekstrakt Sumske jagode nije pokazao citotoksi¢ni
ucinak. Nakon 24-satnog oporavka, pokazalo se da dolazi do smanjenja prezivljenja stani¢nih
linija u ovisnosti o koncentraciji s time da ni najveca koncentracija, u slucaju tretmana nakon

1 hi2h, ne izaziva 50%-tno odumiranje stanica.

U slucaju tretmana s oporavkom nakon 1h, citotoksi¢ni u¢inak ekstrakta kupine javlja se pri
koncentraciji od 0,75 x (slika 36) te on raste u ovisnosti o koncentraciji ekstrakta. U slucaju
tretmana nakon 2 h citotoksi¢ni ucinak je slabije izrazen te je prva koncentracija (0,5 X)
ujedno 1 najtoksi¢nija (vjerojatno zbog indukcije detoksificiraju¢ih enzima). Za razliku od
ekstrakata kupine i Sumske jagode, citotoksi¢ni efekt ekstrakta maline uocljiv je u slucaju
kada su stanice izloZene ekstraktu nakon 1 h i 2 h bez oporavka. Produljenjem vremena
tretmana, lagano se povecava i toksicni utjecaj ekstrakta lista maline na stani¢ne linije. U
sluCaju tretmana s oporavkom nakon 1 h tretiranja (slika 35), nije uocen citotoksi¢ni ucinak,
dok nakon 2 h tretiranja u koncentraciji ve¢oj od 0,75 x, dolazi do pojave blagog

citotoksi¢nog ucinka.

Koli¢ina reaktivnih kisikovih skupina u stanicama odredivala se DCFH-DA fluorimetrijskim
testom na stani¢noj liniji SW 480 u Cetiri razlicite koncentracije ekstrakta maline, kupine i
Sumske jagode koji je na stanice djelovao 1 ili 2 sata. Takoder, pracen je i u¢inak ekstrakata
na stanice u kojima je prethodno izazvan oksidacijski stres pomoc¢u netoksi¢ne koncentracije

vodikovog peroksida (250 puM).

U sluéaju maline s oporavkom nakon 1 h, stanice koje su prethodno bile tretirane vodikovim
peroksidom pokazuju najmanji antioksidacijski kapacitet pri koncentraciji od 1 x, dok je pri
istoj koncentraciji tretiranih stanica nakon 2 h, izmjerena najveci antioksidacijski kapacitet
(slika 38). U slucaju maline bez oporavka, najveca antioksidacijska aktivnost izmjerena je u

slucaju netretiranih stanica nakon 1 h u koncentraciji od 1 x, dok je kod stanica tretiranih
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vodikovim peroksidom, najvea antioksidacijska aktivnost izmjerena nakon 2 h pri

koncentraciji od 0,75 x (slika 39).

Smatra se da je bioloSka aktivnost polifenola povezana s njihovim antioksidacijskim
svojstvima koja su uglavnom posljedica njihove sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala i
slobodnih kisikovih skupina te stvaranja kompleksa s metalnim ionima, ¢ime se sprjeava

oksidacija metala s kisikom (Schmalhausen et al., 2007; Sergediene et al., 1999).

Pokazalo se da nakon jednog sata, u stanicama koje su prethodno tretitrane ekstraktom maline
u koncentracijama od 0,5 x i 0,75 x i vodikovim peroksidom, H,O, uzrokuje zna¢ajno
povecanje slobodnih kisikovih skupina dok je taj ucinak smanjen nakon tretmana stanica s
viSom koncentracijom ekstrakta. Ovaj je efekt zamije¢en kod mnogih spojeva, pa tako
primjerice dopamin, u koncentracijama manjim od 500 puM, smanjuje intenzitet fluorescencije
iskazujuci svoja antioksidativna svojstva, dok pri koncentraciji od 1 mM povecava intenzitet

fluorescencije ponasajuéi se kao prooksidans (Wang and Joseph, 1999).

Ekstrakt kupine nakon 24-satnog oporavka i 1 h tretmana, pokazuje jaku antioksidacijsku
aktivnost. U stanicama prethodno tretiranim vodikovim peroksidom ekstrakt kupine pokazuje
antioksidacijski kapacitet pri najve¢oj koncentraciji (2,5 x). Najveci antioksidacijski kapacitet
izmjeren je u netretiranim stanicama nakon 1 h pri koncentraciji od 0,5 x (slika 40). Za razliku
od tih rezultata, nakon 2h tretmana, ekstrakt kupine izaziva peroksidacijski ucinak koji se
postepeno povecava porastom koncentracije ekstrakta, a uzrok tome vjerojatno lezi u ¢injenici
da produljenom inkubacijom dolazi do nastanka metabolickih produkata koji posjeduju

prooksidativno djelovanje.

Stanice tretirane ekstraktom kupine nakon 1 h pokazuju znacajno smanjenje razine reaktivnih
kisikovih skupina (ROS), a u slucaju stanica prethodno tretiranih vodikovim peroksidom,
blago povecanje ROS-a vidljivo je pri najvecoj koncentraciji ekstrakata kupine (2,5 x). Nakon
2 h tretmana, nije vidljiva nikakva promjena u koli¢ini slobodnih radikala, osim u stanicama
prethodno tretiranim vodikovim peroksidom kao i pri najvecoj koncentraciji ekstrakta kupine

(2,5 x), pri ¢emu dolazi do postepenog rasta ROS-a (slika 41).

Kod stanica tretiranin s ekstraktom jagode i nakon 24-satnog oporavka, nije vidljiv
antioksidacijski kapacitet osim Sto je u stanicama tretiranim najnizom koncentracijom

ekstrakta (0,5 x), doslo do blagog porasta reaktivnih kisikovih skupina (slika 42.) Kod stanica
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izloZenih 2 h, koncentracija 1 x izazvala je nagli porast razine reaktivnih Kisikovih skupina, da

bi koncentracija 2,5 x uzrokovala njihovo smanjenje.

Kod ne tretiranih stanica i onih tretiranih vodikovim peroksidom nakon 1 h, uoceno je da
ekstrakt jagode djeluje kao antioksidans te da izaziva znaCajno smanjenje reaktivnih kisikovih
skupina (slika 43). Nakon 2 h tretmana, antioksidacijski kapacitet viSe nije zapaZen, a

najmanja koncentracija ekstrakta (0,5 x) izaziva ROS-ove.

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da se pozeljna antioksidacijska
svojstva postizu u prvih sat vremena od izlaganja, pa s obzirom na tu ¢injenicu treba voditi
raCuna o nacinu pripreme, trajanju ekstrakcije 1 vremenu unutar kojeg se konzumira

pripravljena infuzija ¢ajnih mjeSavina.

3.6. Senzorska analiza biljnih infuzija

Budu¢i da su literaturni podaci o senzorskim karakteristikama biljnih ¢ajeva veoma oskudni,
cilj ovog ocjenjivanja je bio utvrditi senzorske parametre koji karakteriziraju miris i okus

Cajeva.

Biljne infuzije Cistih biljaka karakteriziraju miris po travi ili sijenu, te gorak ili slatkast okus.
Biljne infuzije ovih biljaka imaju kompleksan, ugodan i poZeljan miris, pomalo gorak okus, a
list Sumske jagode posjeduje i adstrigentnu komponentu. Svi €ajevi posjeduju voénu notu,
infuzija lista maline i kupine ima blag citrusni miris prozet sa tonom crvene jabuke, dok
infuzija Sumske jagode ima topliji, intenzivniji miris na suho voce, kruske i marelice. Infuzija
lista maline 1 kupine takoder posjeduju miris na mentu i med,a infuzija lista Sumske jagode
bazgu, lipu te oraSaste plodove. Najblazu aromu ima infuzija lista maline, a najintenzivniju
infuzija lista Sumske jagode, dok infuzija lista kupine djeluje osvjezavajuce zbog prisustva

kiselina (slike 45, 46, 47 ).

Novokreirane formulacije ¢ajnih mjeSavina bazirane na listu kupine, listu maline 1 listu
Sumske jagode potom su ocjenjene 10-bodovnom hedonistickom skalom. Ocjenjivano je 6
svojstava: okus, miris, sveukupna prihvatljivost, poznatost arome, intenzitet slatkoce te

intenzitet arome.
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Najbolji miris pokazuje uzorak J3, te je opcenito prepoznato da mjesavine lista jagode
posjeduju najbolji miris, dok Cajne mjeSavine maline 1 kupine imaju podjednako dobro
ocijenjen miris. Cajnu mjesavinu M1 karakterizira najbolji miris, a M3 najnepozeljniji miris,
nadalje Cajne mjesavine lista maline broja 3 su prepoznate kao loSije u odnosu na M1, M2
odnosno Kj i K2 §to moZzemo obrazloZiti jednostavnijim sastavom, smanjenim udjelom suhog
voca te nedostatkom stevije koja osim slatko¢e i1 zaokruzuje aromu c¢ajne mjeSavine.
Hedonisti¢ka skala prikazuje da su svi Cajevi prihvatljivi te da imaju poznatu aromu uz
minorne razlike u broju bodova. Cajne mjesavine koje su najintenzivnije slatke imaju najveéi
broj bodova sveukupno, §to ne iznenaduje jer dodatak prirodnih sladila osim §to daje osjet
slatko¢e 1 znatno pridonosi okusu i1 mirisu, tako je kao najbolja Cajna mjeSavina prepoznat

uzorak M1, iza kojih odmabh slijede K1 i J2 (tablica 20).

Zakljuéno, novokreirane formulacije ¢ajnih mjeSavina uz dodatak prirodnih sladila imaju
kompleksan, ugodan miris, pun, sladak okus bez zaostajanja slatkoce, te zaokruzenu aromu,
odnosno kombiniranjem tradicionalnog ljekovitog bilja i prirodnih sladila postignut je vise

nego zadovoljavajuéi senzorski profil.

103



ZAKUUCCI

6. ZAKLJUCCI



ZAKUUCCI

6. Zaklju&ci

Na osnovu velikog broja provedenih analiza definirana su fizikalna svojstva, nutritivni sastav,
bioloSka uc¢inkovitost, bioloska aktivnost infuzija lista kupine, Sumske jagode i maline ¢ajnih
mjeSavina pripremljenih na osnovu njihovog 50%-tnog udjela pri ¢emu su dobiveni sljedeci

zakljucci:

1. Novokreirane ¢ajne mjesavine kategoriziraju se kao loSe te¢uée. Cajne mjesavine zbog
velike nehomogenosti karakterizira prisustvo velikih kolic¢ina zraka medu cesticama
koji ne dozvoljava mnogo interakcije izmedu cestica koje bi smjesu cinile
kohezivnom. Testovi ovisnosti o brzini te¢enja i stvaranja kolaca pokazali su da ¢ajne
mjeSavine cine relativno problematican materijal za mijeSanje i transport u
proizvodnom pogonu.

2. Svjeze pripremljene infuzije mjeSavina bile su svjetlije, zelenije i izrazenije zute boje
u odnosu na iste nakon 24 sata stajanja na sobnoj temperaturi

3. Najveci udjel klorofila odreden je u ¢ajnim mjeSavinama baziranim na listu maline,
posebice u ¢ajnim mjeSavinama koje sadrze znacajan udjel stevije. NajviSe beta-
karotena ima u lista kupine (495.24 ng/g), a dodatak suhog voca i posebice mrkve
pozitivno utjec¢e na rast udjela ovog pigmenta. Likopen nije detektiran u infuzijama
¢istih listova maline i kupine, no, dodatak suhog voca, povr¢a i stevije pozitivno utjece
na njegovo povecanje.

4. List Sumske jagode sadrzi najvecu udjel mineralnih tvari: Al (6,05 mg/g), K (8,41
mg/g), Cr (23,6 ug/g), Cu (6,82 pg/g), Pb (12,4 po/g) i Zn (25,3 pg/g), dok je list
kupine (K) najbogatiji izvor Mn (233 pg/g), Fe (45,6 pg/g) i Ni (39,4 pg/g), a list
maline (M) sadrzi najviSe Mg (2,07 mg/qg).

Zbog kompleksnog sastava novokreirane cajne mjeSavine predstavljaju izrazito
vrijedan izvor mineralnih tvari.

5. Najvec¢i udjeli ukupnih fenola odredeni je u infuzijama cistih listova maline
(572,73+38,57 mg GAE/L), kupine (568,18+45,00 mg GAE/L) i Sumske jagode
(531,82+6,43 mg GAE/L). Infuzija lista Sumske jagode predstavlja najbogatiji izvor
flavan-3-ola (73,57 i 16,47mg/L (+)-katehina) i proantocijanidina (33,24+0,80 mg
CyE/L). Zbog smanjenog udjela listova maline, kupine i Sumske jagode u c¢ajnim

mjeSavinama smanjen je i udjel ispitivanih polifenolnih sastojaka.
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Primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti u cistim infuzijama lista
kupine, maline i Sumske jagode kao i u infuzijama mjeSavina kvantificirani su pojedini
flavonoidi i fenolne kiseline. Sve tri ¢iste infuzije sadrze elaginsku Kiselinu, najvise
infuzija lista maline (71,90 mg/L), slijedi infuzija lista jagode (30.84 mg/L) te infuzija
lista kupine (28, 82 mg/L), smanjenjem udjela bazne biljne komponente u ¢ajnoj
mjeSavini smanjen je i udjel elaginske kiseline. Prisutnost pojedinih polifenolnih
spojeva poput ruzmarinske kiseline, kalorogenske i kava Kkiseline rezultat je
kompleksnog sastava ¢ajnih mjeSavina, posebice dodatka suhog voca.

Najveci udjel ukupnih Secera sadrzi mrkva (0,988 g/g), a najmanji sladi¢ (0,087).
Grozdice, suha smokva i Sljiva ne sadrZe saharozu, za razliku od batata i mrkve.

Svi sastojci ¢ajnih mjeSavina, izuzev baznog biljnog materijala, sadrze fruktozu.
Najvise fruktoze detektirano je u suhoj jabuci (0,422 g/g), a najmanje u batatu
(0,025¢/g). Glukozu sadrze svi uzorci osim sladi¢a, najmanji udjel glukoze ima batat
(0,020 mg/L), a najveci Sljiva (0,4174 mg/L).

Sukladno najve¢em udjelu polifenola odredenom u ¢istim baznim infuzijama iste su
karakterizirane i najve¢im antioksidacijskim kapacitetom, odreden primjenom ABTS,
FRAP i DPPH metode. Smanjenjem udjela lista kupine, lista maline i lista Sumske
jagode te povecanjem udjela ostalih sastojaka novokreirane ¢ajne mjeSavine su
karakterizirane jednakim ili neznatno ve¢im antioksidacijskim kapacitetom u odnostu
na ciste bazne infuzije, Sto ukazuje na posebice izrazeno antioksidacijsku aktivnost
¢istog baznog biljnog materijala.

Za razliku ekstrakata lista kupine i Sumske jagode, ekstrakt lista maline pokazuje
znacajan citotoksic¢ni efek nakon Sto je stani¢na linija SW-480 izlozena ekstraktu
nakon jedan i dva sata bez oporavka. Produljenjem vremena tretmana poveca se
citotoksi¢ni ucinak ekstrakta lista maline.

Profil arome infuzije lista kupine karakterizira osvjezavaju¢a nota svjeze pokoSene
trave i miris pekmeza od Sljiva. U profilu arome lista maline dominiraju cvijetne
arome (Safran, lazarkinja i jasmin) dok u profilu arome lista jagode posebno je
izrazena aroma orasastog voc¢a marelice i kruske te lipe i bazge.

Novokreirane formulacije cajnih mjeSavina uz dodatak prirodnih sladila imaju
kompleksan, ugodan miris, puni okus uravnotezene slatkoce, bez naknadne pojave
slatko¢e. Kombinacija tradicionalnog ljekovitog bilja i prirodnih zamjenskih sladila

rezultirala je atraktivnim senzorskim profilom.
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12. Sve novokreirane Cajne mjeSavine predstavljaju nutritivno visokovrijedne proizvode
bogatog sastava bioaktivnih komponenata, izrazene bioloSke aktivnosti, atraktivne su
arome te je njihovu konzumaciju potrebno popularizirati medu svim generacijama

potrosaca.
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