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1. UVOD




Prema dostupnim podacima trenutno oko 15 % svjetske populacije gladuje (FAO, 2012), dok
se s druge strane povecava broj zemalja u kojima veliki problem predstavljaju bolesti povezane s
pretjeranom i neadekvatnom konzumacijom hrane te zabrinjavaju¢im pove¢anjem koli¢ine sekundarnih
biljnih sirovina (agro-industrijskog otpada). Sekundarne biljne sirovine ¢ine ostaci visokog udjela
organske tvari koji naj¢es¢e nastaju tijekom procesiranja sirovina (Galanakis, 2012), a cine ih kore,
ljuske, stabljike, kostice i drugi neiskoristeni dijelovi biljnog materijala koji se prema veéini vazecih
europskih legislativa klasificiraju kao otpad buduéi da se uklanjaju iz proizvodnog procesa. Dosadasnja
uporaba takvog materijala bila je najvecim dijelom usmjerena na pripremu sto¢ne hrane i komposta ili
se isti koristio kao pomo¢no gorivo (Angulo i sur., 2012), no, i ta primjena je ograni¢ena (Schieber i
sur., 2001), a bududi da se koli¢ina otpada povecava otvaraju se mogucnosti za istraZivanje Sireg spektra
primjene.

Sekundarne sirovine biljnoga podrijetla posebno su zanimljive i zbog kemijskog sastava u
kojem dominiraju polisaharidi i razli¢iti bioloski aktivni spojevi, vazni za ljudsko zdravlje. Stoga, jedna
od mogucnosti primjene agro-industrijskog otpada je upravo izdvajanje pojedinih sastojaka tih sirovina
i vracanja u proizvodni lanac u obliku dodatka hrani u svrhu poboljSanja njezine kakvoce i razvoja
funkcionalnih prehrambenih proizvoda (Galanakis, 2012).

Polisaharidi se, kao sastavni dio biljnih stani¢nih stijenki, svakodnevno konzumiraju u ljudskoj
prehrani kao prehrambena vlakna koja imaju brojne pozitivne uc¢inke na probavni sustav jer povecavaju
volumen sadrzaja crijeva, ubrzavaju peristaltiku, usporavaju hidrolizu polisaharida do glukoze, vezu i
izluCuju toksine iz organizma (Elleuch i sur., 2011), smanjuju rizik od pojave krvozilnih bolesti,
hipertenzije, pretilosti i brojnih gastrointestinalnih bolesti i karcinoma (Anderson i sur., 2009). Pozitivni
zdrastveni u¢inci prehrambenih vlakana mogu se povezati s njihovim fizikalno-kemijskim osobinama,
osobito topljivos¢u. Prema dosadas$njim istrazivanjima, netopljiva prehrambena vlakna najvise su
povezana s regulacijom probave, dok se topljiva vlakna povezuju s uCinkom smanjenja razine
kolesterola te adsporpcijom glukoze (Schneeman, 1987).

Osim prehrambenih vlakana, sekundarne biljne sirovine su izvrstan izvor brojnih antioksidansa,
polifenola i pigmenata te drugih mikronutrijenata koji djeluju antiinflamatorno, antimikrobno,
antifungalno, diureticki, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno, antikoagulirajuce, spazmoliticki,
kardiotoni¢no, antialergijski, antiulkusno, analgetski, antimalari¢no i hipoglikemijski (Crozier i sur.,
2006).

Ovisno o vrsti sirovine 1 nacinu njezine prerade, sastav i udjel sastojaka se mijenja i stoga
karakterizacija sastava sekundarnih biljnih sirovina otvara brojne mogucénosti izdvajanja pojedinih
sastojaka i njihovog dodatka u razli¢ite prehrambene proizvode kreirajuci tako Siroku paletu razlicitih

funkcionalnih proizvoda.



U tom kontekstu, svrha ovog rada je proSiriti saznanja o kemijskom sastavu Sest sekundarnih
biljnih sirovina (pulpa Secerne repe, ljuska oraha, kakaova ljuska, ljuska crvenog luka, kora krumpira,
mahuna graska) s detaljnim uvidom u sastav ugljikohidrata i polifenola.

Primjenom mnogobrojnih analitickih tehnika provesti ¢e se detaljna karakterizacija fizikalno-
kemijskog sastava s posebnim naglaskom na sastav ugljikohidratne frakcije i antioksidacijski potencijal
istrazivanih sekundarnih biljnih sirovina.

Istrazivanje ¢e doprinjeti novim znanstvenim spoznajama o tehnoloskom i funkcionalnom

potencijalu ispitivanih sekundarnih biljnih sirovina.



®8. 2. OPC11 SPECIFICNI CILJEVI




Sukladno tendencijama razvoja prehrambene industrije koja ukljucuje pronalaZzenje novih
izvora razlicitih bioaktivnih sastojaka kao funkcionalnih dodataka prehrambenim proizvodima, op¢i
cilj istrazivanja je karakterizacija kemijskog sastava sekundarnih biljnih sirovina (pulpa Secerne repe,
ljuska oraha, kakaova ljuska, ljuska crvenog luka, kora krumpira, mahuna graska) u svrhu njihove

primjene u kreiranju novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda.
Specificni ciljevi rada su:

1) Odredivanje udjela makronutrijenata (ugljikohidrati, proteini, masti) u sekundarnim
biljnim sirovinama

2) Odredivanje udjela slobodnih ugljikohidrata u sekundarnim biljnim sirovinama

3) Odredivanje udjela topljivih, netopljivih i ukupnih vlakana u sekundarnim biljnim
sirovinama

4) Odredivanje sasatava polisaharida u sekundarnim biljnim sirovinama

5) Odredivanje sastava i udjela bioloski aktivnih spojeva u sekundarnim biljnim sirovinama

6) Odredivanje antioksidacijskog potencijala sekundarnih biljnih sirovina



&8, 3. TEORIJSKI DIO




3.1. Sekundarne biljne sirovine (agro-industrijski otpad) u suvremenom drustvu

Suvremena prehrambena industrija nalazi se pred brojnim izazovima koji su s jedne strane
usmjereni na veliku potraznju za hranom, a s druge strane na razvoj proizvoda visoke nutritivne
vrijednosti ¢ijjom konzumacijom se moZze poboljSati opce stanje organizma, ali i sprijeciti nastanak i
razvoj specifiénih oboljenja. U tom pogledu jedna od glavnih smjernica razvoja prehrambene industrije
je 1 pronalazenje novih sirovina i izvora potencijalno funkcionalnih sastojaka koji bi omoguéili

realizaciju tih izazova.

Nadalje, prehrambena industrija generira veliku koli¢inu sekundarnih biljnih sirovina (agro-
industrijskog otpada) koje znacajno utjecu na okoli§ zbog spore biorazgradivosti, one¢is¢enja voda,
emisije metana i slicnih ekoloskih problema (Misi i Forster, 2002). U cilju smanjenja Stetnog utjecaja
agro-industrijskog otpada na okoli$ i njegovog nagomilavanja, otkrivaju se brojni nacini njegovog
iskoriStavanja. U zadnje vrijeme, sve se vise gleda na agro-industrijski otpad kao materijal za recikliranje

i iskoriStavanje njegovih prehrambenih sastojaka (Chapla i sur., 2010).

Medu brojnim sekundarnim biljnim sirovinama, trenutno se najvise agro-industrijskog otpada
stvara prilikom prerade Se¢era. GodiSnje se proizvodi 8,6 milijuna tona pulpe SeCerne repe u svijetu,
koja se najéescée upotrebljava kao sto¢na hrana. Najveci proizvodaci navedenog materijala su Njemacka,
Sjedinjene Americke Drzave, Francuska i Velika Britanija, koje proizvode vise od 50 % godisnje

svjetske proizvodnje (Anonymous 1).

Zahvaljuju¢i biljnom podrijetlu, sekundarne biljne sirovine obiluju ugljikohidratima,
prvenstveno prehrambenim vlaknima te brojnim bioloski aktivnim komponentama. Prehrambena
vlakna, kao skupina spojeva ukljuuju smjese biljnih polimera ugljikovodika, kako oligosaharida, tako
i polisaharida. U probavnom sustavu ¢ovjeka, prehrambena vlakna ne prolaze hidrolizu, ne probavljaju
se niti aposrbiraju u tankom crijevu, nego utjeCu na: povecanje volumena stolice, stimuliraju
fermentaciju u debelom crijevu, smanjuju postprandijalnu razinu glukoze u krvi (smanjuje reakciju
inzulina) i smanjuju predprandijalnu razinu kolesterola u krvi (Elleuch i sur., 2011). Prehrambena vlakna
takoder mogu posluziti kao funkcionalni sastojci za pobolj$anje nutritivne kvalitete hrane te fizikalnih i
strukturnih svojstava kao §to su vezanje i zadrZzavanje vode, kapacitet vezanja ulja, viskoznost, tekstura,

senzorska svojstva i produljenje roka trajanja (Elleuch i sur., 2011).

Sekundarne biljne sirovine bogat su izvor raznih bioloski aktivnih komponenata, prvenstveno
polifenola. Polifenoli su Siroko rasprostranjeni spojevi koji doprinose senzorskim svojstvima hrane, pa
su tako mnogi od njih ujedno i pigmenti, a vrlo su znacajni i zbog izraZzenog antioksidacijskog
potencijala (Safi i sur., 2003), zahvaljuju¢i kojem $tite organizam od pojave i razvoja brojnih bolesti,

posebice bolesti krvozilnog sustava i karcinoma (Soobrattee, 2005).



Biljno podrijetlo agro-industrijskog otpada znacajna je prednost i izazov za znanstvenike i
prehrambene tehnologe, ostvarujuéi tako brojne mogucénosti istrazivanja kemijskog sastava i primjene
izdvojenih sastojaka u razvoju inovativnih prehrambenih proizvoda. Interes za trazenjem novih biljnih
izvora visokog udjela prehrambenih vlakana i antioksidansa postaje sve veci, §to je potkrijepljeno
brojnim novim znanstvenim istrazivanjima (Soobrattee i sur., 2002; Carocho i Ferreira, 2013),
usmjerenima na izolaciju vrijednih nutrijenata sekundarnih biljnih sirovina i njihovu implementaciju u
prehrambene proizvode (Elleuch i sur., 2011).

3.1.1. Pulpa Secerne repe

Znacajne kolic¢ine pulpe Secerne repe (slika 1) proizlaze procesiranjem Secerne repe (Beta
vulgaris L. spp. vulgaris var. saccharifera Alef.), posebice u Europi i SAD-u. Osim u svrhu sto¢ne
hrane, pulpa Secerne repe pokazuje dobar potencijal u proizvodnji ksantan gume (Yoo i Harcum, 1999),
koristi se kao gnojivo (Medina i sur., 2007) te kao sirovina za proizvodnju biogoriva (Ghanem i sur.,
1992; Hutnan i sur., 2000; Koppar i Pullammanappallil, 2008; Labat i sur., 1984; Polematidis i sur.,
2007).

Slika 1. Briketirana secerna repa (Anonymous 2)

Pulpa Seéerne repe (Beta vulgaris L.) sadrzi 20-25 % celuloze, 25-36 % hemiceluloze, 20-25 %
pektina, 10-15 % proteina i 1-2 % lignina, racunato na suhu tvar (Micard, 1996; Michel, 1988). Ostaci
SeCerne repe preostali nakon ekstrakcije Secera koriste se kao sto¢na hrana jer sadrze ugljikohidrate,

proteine i minerale (Asadi, 2007).



3.1.2. Ljuska oraha

Znanstvena istrazivanja vezana uz karakterizaciju i uporabu ljuske oraha prilicno su limitirana,

a najvise je dostupnih podataka vezano za proizvodnju i preradu oraha u Tursko;j.

U Turskoj, voéne ljuske i druge sekundarne biljne sirovine potencijalno su vazan izvor energije.
Ukupna godiSnja proizvodnja ljuske oraha u Turskoj iznosi 968 478 tona, procijenjeno prosjecnom
proizvodnjom izmedu 2006. i 2010. godine (TurkStat, 2011). Orah (Juglans regia L.) je kultiviran u
brojnim regijama Turske i jedan je od najvaznijih poljoprivrednih proizvoda zbog razlicitih primjena u

prehrambenoj industriji (Surmen i Demirbas, 2003).

Slika 2. Ljuska oraha (Anonymous 3)

Ljuska oraha (slika 2) ima veliki potencijal, zbog njegove visoke godisnje proizvodnje u Turskoj
(procijenjeno oko 150 000 tona) i sukladno tome visokog energijskog sadrzaja od 20,18 MJ/kg (Surmen
i Demirbas, 2003). Nazalost, ovaj se agro-industrijski otpad obi¢no direktno spaljuje u svrhu grijanja,
iako se potencijalno moze iskoristiti, kako za izdvajanje pojedinih visoko vrijednih bioloski aktivnih

sastojaka, tako i za razlicite oblike goriva odgovaraju¢im procesima, kao $to je primjerice piroliza.

3.1.3. Kakaova ljuska

Tijekom prerade kakaovog zrna (Theobroma cacao L.), uklanja se ljuska na koju otpada
najmanje 10 % mase kakaovog ploda (Owusu-Domfeh, 1972). Kakaova ljuska (slika 3) predstavlja

potencijalni ekoloski problem kada se samo skladisti u blizini pogona za preradu jer, osim $to uzrokuje
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neugodan miris zbog razgradnje, ista moze biti i zna¢ajan izvor bakterija koje uzrokuju bolesti kao Sto
je primjerice crna trulez (Barazarte i sur., 2008; Donkoh i sur., 1991; Figueira i sur., 1993; Kalvatchev
i sur., 1998).

Slika 3. Kakaova ljuska (Anonymous 4)

Procijenjeno je da ¢e svjetska proizvodnja suhog kakaovog zrna narasti sa priblizno 3,6 milijuna
tona u 2009./2010. na 3.9 milijuna tonau2013./2014. (ICCO, 2001) sto ¢e rezultirati i povecanjem mase

agro-industrijskog otpada i predstavljati ozbiljan izazov za njegovo upravljanje.

U zemljama koje proizvode kakaovo zrno, procesiranje takvog otpada moze pruziti ekonomsku
prednost i smanjiti opseg ekoloskih problema. Alternativna metoda procesiranja kakaove ljuske mogla
bi biti izdvajanje pektina ljuske koji se koristi kao sredstvo za geliranje i stabiliziranje razli¢itih

prehrambenih, ali i kozmetickih te farmaceutskih proizvoda (Rolin, 1993; Voragen i sur., 1995).

Trenutno je ekstrakcija pektina iz kakaove ljuske dusi¢nom kiselinom dosegla prosjecno 11,5
g/100 g suhe tvari (Vriesmann i sur., 2011). Nedavna istrazivanja (Canteri-Schemin i sur., 2005;
Klieman i sur., 2009; Pinheiro i sur., 2008; Virk i Sogi, 2004; Yapo, 2009a, 2009b) pokazuju da je
limunska kiselina takoder vrlo u¢inkovita u ekstrakciji pektina i prema prinosu i prema fizikalno-
kemijskim svojstvima. Limunska kiselina ujedno je prirodan i siguran aditiv u hrani i samim time je
atraktivnija u odnosu na dusi¢nu, klorovodi¢nu ili sumpornu kiselinu u pogledu ekstrakcije
komercijalnog pektina (Yapo, 2009b). Osim ekonomske strane, primjena limunske kiseline ima
prednost i s ekoloSkog aspekta jer bi se smanjio utjecaj korozivne otpadne vode na okoli§ (Canteri-

Schemin i sur., 2005; Klieman i sur., 2009; Pinheiro i sur., 2008).
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3.1.4. Ljuska crvenog luka

Vezano uz primjenu otpada koji nastaje primarnom obradom luka provedena su istrazivanja koja
ukazuju na potrebu za odgovarajuc¢im i stabilnim tretmanom ove sirovine u svrhu njegovog daljnjeg
iskoriStavanja za prehrambene svrhe. Prethodna istraZivanja proucavala su utjecaj sterilizacije
sekundarnih biljnih ostataka luka (Allium cepa L.) (slika 4) na frakcije vlakana, njihov sastav i fizikalno-
kemijska svojstva kako bi se procijenio ucinak sterilizacije s ciljem upotrebe ostataka luka kao novog

izvora prehrambenih vlakana (Benitez i sur., 2011).

Slika 4. Ljuska crvenog luka (Anonymous 5)

Vise od 500 000 tona agro-industrijskog otpada luka (slika 4) proizvodi se godi$nje u Europskoj
Uniji, najvie u Spanjolskoj, Velikoj Britaniji i Nizozemskoj (Waldron, 2001).

Sekundarni biljni ostaci luka nisu pogodni za iskoristavanje u obliku hrane za krmivo zbog jake
arome koju posjeduju, a ne mogu biti iskoristeni niti kao organsko gnojivo zbog njihove osjetljivosti na
fitopatogene kao $to je Sclerotium cepivorum (bijela truleZ) (Schieber i sur., 2001). Stovise, njihovo
uklanjanje putem sagorijevanja postaje sve skuplje $to je visi udjel vode u ostacima. Stoga, znanstvenici
i prehrambena industrija predlazu konverziju otpada luka u sastojke koji ¢e se zbog pozitivnih utjecaja

na zdravlje mo¢i inkorporirati u hranu (Roldani sur., 2008; Waldron, 2001; Corzo-Martinez i sur., 2007).

Sekundarni biljni ostaci luka izvor su aromati¢nih spojeva, prehrambenih vlakana, nestrukturnih
ugljikohidrata kao $to su fruktani i fruktooligosaharidi, kao i flavonoida, posebice kvercetina i glikozida
(Jaimei sur., 2001; Jaime i sur., 2000; Roldan i sur., 2008; Rose i sur., 2005).

Prehrambena vlakna kombinacija su mnogih sastojaka koji se razlikuju u fizikalnim i kemijskim
svojstvima. Koncentrati prehrambenih vlakana iz povréa i vo¢a mogu sadrzavati znacajne udjele
prehrambenih vlakana i imati bolji omjer topljivih i netopljivih prehrambenih vlakna nego Zitarice

(Garau i sur., 2007). Omjer topljivih i netopljivih vlakana vazan je za ljudsko zdravlje, ali i za tehnoloske
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karakteristike sirovine; 30-50 % topljivih vlakana i 70-50 % netopljivih vlakana smatra se dobro
balansiranim omjerom kako bi se zadovoljili i osigurali fizioloski u¢inci obje frakcije (Grigelmo-Miguel
i Martin-Belloso, 1999). Ljuska luka sadrZi znacajan udjel prehrambenih vlakana s dobrim omjerom
topljivih i netopljivih frakcija povezanih s razli¢itim metabolickim i fizioloskim u¢incima istih (Jaime i

sur., 2002).

3.1.5. Kora krumpira

Kora krumira (slika 5), kao sekundarna sirovina nastala primarnom obradom krumpira
(Solanum tuberosum L..), dobar je izvor prehrambenih vlakana i polifenola (Singh i sur., 2005). Krumpir
je jedna od najvaznijih namirnica na svijetu, odmah nakon kukuruza, pSenice i rize. Proizvodnja
krumpira je 2007. godine u Kini dosegla 72 040 000 tona §to je bilo viSe od petine svjetske proizvodnje
krumpira (325 milijuna tona) (FAO, 2008).

v My
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Slika 5. Kora krumpira (Anonymous 5)

Kina je najveci proizvoda¢ krumpira, nakon koje slijedi Rusija (35 718 000 tona), Indija (26
280 000 tona), Ukrajina (19 102 300 tona), SAD (17 653 920 tona), Njemacka (11 604 500 tona) i
Poljska (11 221 100 tona). Najvise krumpira konzumira se u Bjelorusiji (338 kg/stanovniku) nakon koje
slijedi Kirgistan (152 kg), Rusija (142 kg), Ukrajina (142 kg), Latvija (136 kg), Armenija (132 kg), Litva
(131 kg) te Poljska (128 kg). Medutim, skoro pola svjetskih zaliha krumpira konzumirano je u Aziji,
posebice u Kini (52 882 000 tona) (FAO, 2008).

Krumpir sadrzi brojne polifenolne spojeve i glikoalkaloide koji su najvise sadrzani u kori.
Istrazene su brojne fenolne kiseline koje su glavni nosioci antioksidacijske aktivnosti kore krumpira
(Nara i sur., 2006; Rodriguez de Sotillo i sur., 1994).
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Najveci dio kore krumpira sastavljen je od tvari netopljivih u alkoholu (Mahmood i sur. 1998)
s udjelom prehrambenih vlakana od prosjecno 40 % (Camire i Flint, 1991). Udjel skroba u kori ovisi o
postupku guljenja krumpira; guljenjem uz pomo¢ pare u kori zaostaje oko 28 % Skroba, abrazivnim
guljenjem udjel skroba u kori je skoro dva puta veci (51 %), zbog toga §to se tim procesom uklanja vise
krumpira (Camire i sur., 1997). Kora krumpira kao sekundarna sirovina primarne obrade krumpira,
dostupna je u velikim koli¢inama, a sadrzi Siroki spektar sastojaka koji bi se mogli upotrijebiti kao
dodaci prehrambenim proizvodima. Unato¢ brojnim pokusajima, za sada ne postoji koncept kojim bi se
u potpunosti mogla iskoristiti kora krumpira. Potrebna je odgovarajuca strategija industrije krumpira
koja bi dala dodatnu vrijednost i moguénost uporabe kore krumpira, a samim time i smanjila ogromne
koli¢ine otpada, uz ekonomski prihvatljivi trosak te ekoloski prihvatljivu tehnologiju. Kora krumpira
sadrzi brojne bioloski aktivne sastojke (Schieber i Saldana, 2009) te u skladu s tendencijama primjene

prirodnih sastojaka u razvoju razlicitih prehrambenih proizvoda pokazuje veliki potencijal.

3.1.6. Mahuna graska

Prehrambena vlakna glavni su sastojak mahune graska (Pisum sativum L.) (slika 6), koja ima
veci udjel netopljivih vlakana u odnosu na topljiva, pri ¢emu netopljivi dio predstavlja 93 % ukupnog
udjela vlakana. Omjer netopljivih i topljivih vlakana je blizu 13. Prehrambena vlakna glavni su sastojak
mahune graska i ¢ine viSe od 50 % suhe tvari pa se stoga mahuna graska moze smatrati dobrim izvorom
prehrambenih vlakana $to joj daje dodatnu vrijednost i mogucnost balansiranja hrane prema

prehrambenim potrebama (Mateos-Aparicio i sur., 2010).

Slika 6. Mahuna graska (Anonymous 6)
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3.2. Prehrambena vlakna

Prehrambena vlakna definiraju se kao jestivi dijelovi biljaka ili analogni ugljikohidrati koji su
neprobavljivi i ne apsorbiraju se u tankom crijevu ¢ovjeka, dok se u debelom crijevu djelomi¢no ili

potpuno razgraduju djelovanjem crijevne mikroflore.

Prehrambena vlakna se sastoje od neprobavljivih ugljikohidrata, lignina i drugih povezanih tvari
biljnog podrijetla, vlakana zivotinjskog podrijetla i modificiranih ili sintetickih neprobavljivih polimera
ugljikohidrata. Neprobavljivi ugljikohidrati se sastoje od sljedec¢ih polisaharida: celuloze, B-glukana,
hemiceluloze, guma, sluzi, pektina, inulina, rezistentnog Skroba; oligosaharida: fruktooligosaharida,
oligofruktoze, polidekstroze, galaktooligosaharida; i oligosaharida soje, rafinoze i stahioze. Kitozan je
primjer vlakana zivotinjskog podrijetla, dobiven iz hitina sadrzanog u egzoskeletu rakova i lignji, a
njegova molekularna struktura slicna je celulozi. Svaki polisaharid karakteriziran je prema svojim

Secernim jedinicama i prirodi veze izmedu njih (Borderias i sur., 2005).

Izvor prehrambenih vlakana su namirnice biljnog podrijetla: voce, povrée, orasasto vocée i
zitarice, a kod brojnih namirnica je veci udjel vlakana u kori nego u samom plodu (Borderias i sur.,

2005).

Nadopuna dnevnog unosa prehrambenih vlakana kroz hranu mozZe rezultirati brojnim
pozitivnim zdravstvenim ucincima, niske je kalorijske vrijednosti, kolesterola i masti. Prema postoje¢im
preporukama (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2001) prosjecna dnevna potreba za
prehrambenim vlaknima je 25 g/dan za Zene mlade od 50 godina, 21 g/dan za Zene starije od 50, 38
g/dan za muskarce mlade od 50 i 30 g/dan za muskarce starije od 50 godina. Vecina nutricionista i
dijeteticara predlaze da bi oko 20-30 % dnevnog unosa prehrambenih vlakana trebala biti vlakna topljiva
U vodi. Prehrambena vlakna imaju brojne pozitivne u¢inke u organizmu, poput poveéanja volumena
sadrzaja u crijevima (i sukladno tome duzem osjecaju sitosti), ubrzavanja peristaltike, usporavanja
hidrolize polisaharida do glukoze, snizavanja serumske koncentracije Kkolesterola u krvi te zbog
prebiotickog uc¢inka dovode do pojacane kolonizacije crijeva bifidobakterijama na raCun enteropatogena
koji se izluCuju fecesom. Osim navedenih, prehrambena vlakna takoder mogu pruziti i neka
funkcionalna svojstva u hrani, kao npr. povecati kapacitet vezanja vode, povecati kapacitet vezanja ulja,
djelovati kao emulgator i/ili formirati gel. Prehrambena vlakna inkorporirana u prehrambene proizvode
(pekarski proizvodi, mlije¢ni proizvodi, dZemovi, meso, juhe) mogu modificirati teksturalna svojstva,
izbjeci sinerezu (separaciju tekucine iz gela uzrokovanu stezanjem), stabilizirati hranu bogatu mastima

i stabilizirati emulzije te produziti rok trajanja proizvodu (Elleuch i sur., 2011).
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3.2.1. Topljivost prehrambenih vlakana

Prehrambena vlakna se mogu podjeliti na topljiva i netopljiva ovisno o tome tvore li otopinu
kada se pomijeSaju sa vodom (topljiva) ili ne (netopljiva). Topljiva prehrambena vlakna ukljucuju
pektine, gume, sluzi i neke hemiceluloze, a netopljva vlakna celulozu i neke druge vrste hemiceluloza
te lignin (Davidson i McDonald, 1998; Roehrig, 1988; Schneeman, 1987).

Topljivost je povezana sa strukturom polisaharida; koji mogu biti postavljeni pravilno
(netopljivi) ili nepravilno (topljivi) na okosnicu ili bo¢ne lance. Prisutnost supstitucijske skupine kao $to
je COOH ili SO4* povecava topljivost. Na topljivost jo§ utje¢u temperatura i jakost ionske veze (Bertin

i sur., 1988; Fleury i Lahaye, 1991; Manas, 1994).

Topljiva i netopljiva priroda prehrambenih vlakana ukljucuje raznolikost u njihovim
tehnoloskim funkcijama i fizioloSkom djelovanju (Jimenez-Escrig i Sanchez-Muniz, 2000; Roehrig,
1988). Topljiva vlakna karakterizirana su sposobnos¢u povecanja viskoznosti i smanjenja glikemijskog
odgovora i kolesterola u plazmi (Abdul-Hamid i Luan, 2000; Olson i sur., 1987; Roehrig, 1988;
Schneeman, 1987). Netopljiva vlakna karakterizirana su poroznoscu, niskom gusto¢om te sposobnoscu

povecanja volumena stolice i smanjenja crijevnog tranzita (Olson i sur., 1987).

Usporedno s netopljivim prehrambenim vlaknima u procesiranju hrane, topljive frakcije
pokazuju veci utjecaj na viskoznost, imaju sposobnost formiranja gelova i/ili djeluju kao emulgatori,

imaju zadovoljavajucu teksturu i okus te ih je lakSe inkorporirati u proizvodnji hrane i pi¢a (Roehrig,
1988).

3.2.2. Tehnoloska svojstva prehrambenih vliakana

Vlakna kao sastojci hrane posjeduju odredena tehnoloska svojstva koja rezultiraju razlic¢itim

fizioloskim u¢incima nakon konzumiranja proizvoda bogatih vlaknima (tablica 1).
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Tablica 1. Tehnoloska i fizioloska svojstva proizvoda s prehrambenim vlaknima

Kapacitet vezanja vode

Laksativ

Sposobnost upijanja vode

Smanjenje razine kolesterola u krvi

Sposobnost zadrzavanja
vode

Smanjenje razine glukoze u krvi

Topljivost u vodi

Smanjenje rizika od kroni¢nih bolesti (bolesti srca i krvnih zila, dijabetes,
pretilost, neki oblici raka)

Kapacitet vezanja ulja

Viskoznost

Tekstura

Stabilnost

Sposobnost formiranja gela

Antioksidativna svojstva

3.2.3. Znacenje prehrambenih vlakana u industrijskoj proizvodnji

Prehrambena industrija moze iskoristiti fizikalno-kemijska svojstva prenhrambenih vlakana kako

bi poboljsala viskoznost, teksturu, senzorske karakteristike i produZila rok trajanja proizvoda. VVlaknima

bogate sekundarne biljne sirovine izvor su sastojaka koji se mogu inkorporirati u hranu kao jeftina, ne-

kalorijska sredstva za bubrenje i vezanje vode, kao djelomi¢na zamjena za brasno, mast ili Secer te u

svrhu poboljsanja emulzija ili oksidativne stabilnosti. Medutim, udio vlakana koji se moze dodati je

ogranicen jer moze uzrokovati nepozeljne promjene, posebice promjene u boji i teksturi hrane.

Pregledom literaturnih podataka i proizvoda ve¢ prisutnih na trzi$tu, moze se utvrditi u koje

vrste prehrambenih proizvoda su ve¢ implementirana prehrambena vlakna:

napitci

meso
tjestenine
juhe.

O O O O O O O

pekarski proizvodi

bombonski proizvodi
mlijecni proizvodi i smrznuti mlije¢ni proizvodi

NajceSc¢e se prehrambena vlakna inkorporiraju u pekarske proizvode zahvaljuju¢i njihovoj

sposobnosti zadrzavanja vode a sa svrhom produljenja njihove svjezine, ¢ime se smanjuju i ekonomski

gubitci u proizvodnji ovih proizvoda. Dodatak vlakana pekarskim proizvodima moze modificirati
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volumen kruha, njegovu elasti¢nost, meko¢u korice kruha i ¢vrstoéu kruha (Sangnark i Noomhorm,

2004; Wang i sur., 2002).

3.2.4. Prehrambena vlakna kao sastojci funkcionalne hrane

Trenutatno jo§ uvijek nema ope 1 univerzalno priznate zakonske definicije naziva
»funkcionalna hrana“, premda se definicije koje su ponudile i koje koriste razli¢ite profesionalne
zdravstvene organizacije ¢esto podudaraju. Jedna od definicija funkcionalne hrane koja na jednostavan
nacin objasnjava taj pojam je ta da se hrana moze nazvati ,,funkcionalnom® ako pored svoje osnovne
nutritivne vrijednosti na pozitivan i zadovoljavaju¢i naCin utjeCe na jedan ili viSe ciljanih funkcija
ljudskog organizma smanjujuci rizike razvoja pojedinih bolesti (Diplock i sur., 1999). Funkcionalna
hrana ukljucuje raznovrsne prehrambene proizvode kao §to su obogacene Zitarice, kruh i peciva, sportski

napitci, plocice, ,,snack proizvodi, dje¢ja hrana, gotovi obroci i sl.

Prehrambena vlakna zadovoljavaju sve karakteristike potrebne da se uzmu u obzir kao sastojci
funkcionalnih prehrambenih proizvoda, osobito zbog pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje (Heredia i
sur., 2002). Vaznost prehrambenih vlakana dovela je do razvoja trziSta proizvoda bogatih vlaknima, a
posljednjih godina povecava se trend pronalaska novih izvora vlakana, koji bi se mogli Koristiti kao

funkcionalni sastojci u prehrambenoj industriji (Chau i Huang, 2003).

lako su na trziStu vec¢ prisutni proizvodi s dodatkom razli¢itih vlakana kao funkcionalnih
sastojaka, potrebna su daljnja istraZivanja o strukturi i funkciji prehrambenih vlakana u razli¢itim
prehrambenim proizvodima. Zbog kompleksnog sastava i djelovanja prehrambenih vlakana te moguce
interakcije s drugim sastojcima proizvoda, tek nakon detaljnijih istrazivanja biti ¢e omoguceno
»dizajnirati nove prehrambene proizvode s postignutom ciljanom funkcionalno$¢u prehrambenih

vlakana sa tehnoloskog i fizioloskog aspekta (Guillon i Champ, 2000).
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3.3. Bioloski aktivne komponente hrane

Premda su makronutrijenti u najve¢em udjelu zastupljeni u prehrani, danas se sve viSe paznje
posvecuje sastojcima hrane koji se u proizvodima nalaze u malim koli¢inama, a koji zahvaljujuéi
sposobnosti neutralizacije utjecaja Stetnih tvari u ljudskom organizmu mogu imati povoljan utjecaj na
zdravlje. Takvi sastojci nazivaju se bioloski aktivnim komponentama i definiraju se kao fizioloski
aktivni sastojci hrane ili proizvoda koji potjecu iz biljnih i Zivotinjskih izvora, a pokazali su da imaju
ulogu u prevenciji bolesti i ocuvanju zdravlja. Bioloski aktivne komponente hrane ukljucuju i one
sastojke koji su potrebni za zadovoljavanje osnovnih ljudskih prehrambenih potreba, a neki od tih
sastojaka su vitamini, minerali, razni pigmenti, polifenolni spojevi, flavonoidi, fitosteroli, enzimi,
alkaloidi, prehrambena vlakna i drugi. Sve bioloske aktivne komponente razlikuju se po kemijskoj
strukturi i njihovoj funkciji u organizmu te mogu povoljno utjecati na zdravlje, djelujuci na razli¢ite
sustave u organizmu poput gastrointestinalnog, krvozilnog, endokrinog, zivéanog, imunoloskog sustava
i drugih (Kris-Etherton i sur., 2002). Ovi sastojci mogu biti nutritivnog i nenutritivnog karaktera.
Nutritivni sastojci imaju kalorijsku vrijednost i to su ugljikohidrati, masne kiseline, aminokiseling,
vitamini i minerali. Nenutritivni sastojci nemaju nutritivnu vrijednost, ali su svejedno bitni za zdravlje
organizma. Takvi sastojci su npr. polifenoli, flavonoidi, klorofil, alkaloidi, steroli i drugi (Crowe i
Francis, 2013).

Najucinkovitiji nacin osiguravanja dostatnog unosa ovih spojeva je konzumiranje raznolike i
uravnotezene prehrane, te svakodnevno konzumiranje barem pet serviranja voca i povrca. Na taj nacin
se osigurava unos hranjivih sastojaka vaznih za normalno funkcioniranje organizma (vlakna, vitamini,

minerali, esencijalne masne kiseline) (Tiwari i sur., 2013).

Prema podrijetlu, bioloski aktivne komponente mogu biti: biljnog (karotenoidi, fenoli,
flavonoidi, glikozidi, alkaloidi, saponini), animalnog (kolostrum, probiotici, proteini sirutke),
mineralnog podrijetla (kalcij, magnezij, jod) i iz mikroorganizama (funkcionalne mikrobne kulture).

Vrlo su razli¢itog kemijskog sastava, a najcesce su to sekundarni biljni metaboliti (Tringalli, 2004).

Zahvaljujué¢i raznolikosti biljnog svijeta, identificiran je velik broj bioloski aktivnih
komponenata koje mogu biti primarni ili sekundarni biljni metaboliti (Kris-Etherton i sur., 2002).
Trenutno je otkriveno oko 100 000 razlicitih bioloski aktivnih spojeva biljaka, a ta brojka konstantno
raste (Ribera 1 Zuniga, 2012). U primarne metabolite biljaka spadaju Seceri, masne kiseline,
aminokiseline i nukleinske kiseline i oni omogué¢avaju biljkama osnovne funkcije za zivot te su prisutni
u svim biljkama. Sekundarni biljni metaboliti su spojevi koji se sintetiziraju u biljkama i sudjeluju u
interakciji biljke s okolinom. Dugo se za njih smatralo da nisu neophodni za zivot biljke, no, novija
istrazivanja pokazuju da su sekundarni biljni metaboliti esencijalni za rast i razvoj biljke, posebice za

prilagodbu i prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima (Kliebenstein i Osbourn, 2012). Sekundarni biljni
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metaboliti nemaju samo vaznu ulogu za biljke, nego i za ¢ovjeka, buduci da povoljno utje¢u na zdravlje

organizma pa se stoga ubrajaju u bioloski aktivne komponente.

Sekundarni biljni metaboliti mogu se podijeliti u tri skupine (Crozier i sur. 2006):

Alkaloidi i spojevi

Polifenoli Terpeni s dugikom

Spojevi iz skupine polifenola se nalaze u svim biljkama, dok su neki spojevi, poput alkaloida

specifi¢ni samo za pojedine vrste i u odredenim uvjetima (Kliebenstein i Osbourn, 2012).

3.3.1. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi ¢ine skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji doprinose nutritivnoj i
senzorskoj kvaliteti voca, povréa i drugih biljnih vrsta. Ovi spojevi posjeduju aromatski prsten na koji
je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina i ¢ija struktura varira od onih jednostavnijih (fenolne
kiseline, fenilpropanoidi, flavonoidi) do visoko polimeriziranih molekula (lignini, melanini, tanini)
(Balasundram i sur., 2006). U literaturi postoje brojni nacini klasifikacije ovih spojeva, a na slici 7 je

prikazan jedan od njih.
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Polifenoli

—|
r | — 1
Kondenzirane
Flavonoidi Neflavonoidi forme
polifenola
_— —
T 1 1
| | : L - : : kondenzirani ||
flavonoli fenolne kiseline stilbeni lignani lignani
— flavoni hldrotissllgﬁ?]zemeve oligomeri  —
. . hidroksicimetne L
— izoflavoni Kiseline polimeri ~ —
o ostale
— antocijanidini kondenzirane —
forme
—  flavononi
— flavon-3-oli

Slika 7. Podjela polifenola (Fuss i sur., 2003; Chong i sur., 2009; Stalikas, 2010).

Polifenoli su nosioci senzorskih svojstava namirnica, kao §to su okus i boja, djeluju kao
konzervansi prehrambenih proizvoda (Valenzuela et al., 1992) te imaju brojne industrijske primjene
(bojila, aditivi u hrani, sirovine u proizvodnji boja, papira i kozmetickih proizvoda). Brojni polifenolni
spojevi su pigmenti, odnosno nosioci boje namirnica. Tako su antocijanidini odgovorni za crvenu, plavu
i ljubicastu boju mnogih namirnica, flavoni, flavonoli, flavononi za zelenu, bijelu, Zutu i narancastu
boju. Visok udjel polifenolnih spojeva, posebice visokomolekularnih polimeriziranih polifenola
povezuje se s izrazenom gorcinom i trpko¢om nekih ucestalo konzumiranih proizvoda (kava, ¢aj, kakao)

(Safi i sur., 2003).

Polifenolni spojevi najpoznatiji su zbog svojih iznimnih antioksidacijskih svojstava,
zahvaljuju¢i kojima pomazu u prevenciji mnogih patoloskih poremecaja u organizmu, kao Sto su
ateroskleroza, disfunkcija mozdanog tkiva i kancerogena stanja (Gordon, 1996; Rodrigez i sur., 2009).
Polifenoli reagiraju kao antioksidansi zahvaljujuci sposobnosti prelaska u fenoksil- radikale otpustajuci

vodikov atom, koji se veZe na slobodne radikale:

F-OH + R+ — F-Oe + RH
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Osim sposobnosti sparivanja elektrona slobodnih radikala, polifenolne spojeve karakterizira i

sposobnost vezanja iona prijelaznih metala (Fe2+, Cu2+, Zn2+, Mg2+) te aktiviranja antioksidacijskih

enzima i inhibiranja oksidaza.

3.3.2. Bioloski aktivne komponente u sekundarnim biljnim sirovinama

Tablica 2. Bioloski aktivni spojevi identificirani u sekundarnim biljnim sirovinama

Sekundarne biljne sirovine

Pulpa Secerne repe

Ljuska oraha

Kakaova ljuska

Ljuska crvenog luka

—/ M M) M

Kora krumpira

Mahuna graska

Bioloski aktivni spojevi

- ferulinska kiselina, p-kumarinska kiselina, vanilinska
kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina i p-
hidroksibenzaldehidna kiselina

- flavan-3-oli, proantocijanini, klorogenska, kava, ferulinska,

galna, elaginska, protokatehinska, vanilinska, katehinska,
epikatehinska kiseline

- otkriveno je da kakaova ljuska sadrzi brojne polifenolne
spojeve, ali nije detaljno istrazeno koji su to spojevi

- flavonoidi, posebice antocijani i flavonoli (najznacajniji
kvercetin)

- spojevi sa sumporom: s-alkil cistein sulfoksidi, a
dominiraju 1-propenil derivati, propenatial S-oksid
(cikloaliin)

- fenolne kiselina: klorogenska, galna, protokatehinska,
ferulinska, kumarinska, vanilinska i kava kiselina
- fitoaleksini i glikoalkaloidi

- bududi da se u grasku nalaze brojni polifenolni spojevi
poput protokatehinske, p-hidroksibenzojeve, vanilinske i
kumarinske kiseline, o¢ekuje se prisustvo nekih od tih
spojeva i u mahuni graska

Literatura

Sun i Hughes, 1998

Oliveira i sur., 2008

Vriesmann i sur., 2011

Benitez i sur., 2011;
Crozieri sur., 2006

Friedman, 1997; Nara i
sur., 2006; Rodriguez de
Sotillo i sur., 1994

Lopez-Amaros i sur.,
2006
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§38, 4 MATERIJAL I METODE




4.1. Materijal

4.1.1. Uzorci sekundarnih biljnih sirovina

C Naziv sirovine

Nacini dobivanja sekundarnih biljnih
sirovina i oznake

Secerna repa (Beta
vulgaris L.).

Orah (Juglans regial.)

Kakao (Theobroma
cacao L.)

)
—
)
—
)
—
)

Crveni luk (Allium
cepa L.)

N~
)

Krumpir (Solanum
tuberosum L)

—
)

8

Grasak (Pisum
sativum L.)

—

/4

Pulpa Secerne repe je dopremljena u
osusenom briketranom obliku iz
tvornice secera Viro

juska oraha dobivena je primarnom
obradom sirovine

Kora crvenog luka dobivena je
primarnnom obradom sirovine

E—
Kakaova ljuska dobivena je iz
prehrambene industrije Zvecevo

Kora krumpira dobivena je primarnom
obradom sirovine

Mahuna graska dobivena je primarnom
obradom sirovine

Peeeed

Slika 8. Prikaz primarnih sirovina i na¢ina dobivanja sekundarnih biljnih sirovina te njihove oznake
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4.1.2. Kemikalije

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

Odredivanje udjela suhe tvari:

» Pijesak (opran i zaren), Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela masti:

”

Petroleter, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela proteina:

Y V N\

\

Borna kiselina, Carlo Erba Reagents, (Barcelona, Spanjolska)

Kjeldahl tablete (bez Zive i selena), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Njemacka)
Klorovodi¢na kiselina (0,1 M) - volumetrijski standard, KEFO d.o.0. (Ljubljana, Slovenija)
Natrijev hidroksid, T. T. T. d.0.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Obojeni indikator: bromkrezol zeleno, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Obojeni indikator: metil crveno, Gram-mol d.o.o0. (Zagreb, Hrvatska)

Sumporna kiselina (96 %-tna), Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spanjolska)

Priprema vodenih i etanolnih ekstrakata:

»

V

Etanol (96%-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Destilirana voda

Odredivanje udjela netopljivih i topljivih vlakana:

Y V YV Y

\

Aceton, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Celite 545, Fisher Scientific (Loughborough, Velika Britanija)

Enzimski set za odredivanje vlakana, Megazyme International Ireland (Wicklow, Irska)
Etanol (96 %-tni), Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

Kalcijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Maleinska kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

Natrijev hidroksid, T. T. T. d.0.0 (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Octena kiselina (glacial), Alkaloid Skopje (Skoplje, Makedonija)

Trizma Base, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
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Odredivanje udjela slobodnih ugljikohidrata:

» Acetonitril, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)
» Redestilirana voda (HPLC ¢istoce)
» Standardi:
o glukoza monohidrat, fruktoza, saharoza; Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Steinheim, Njemacka)

Qdredivanje sastava polisaharida:

» 1-propanol, Merck ( SAD)
» Acetonitril, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
» Anilin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
» Difenilamin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
» Etil-acetat, Merck (SAD)
» Fosfatna kiselina, Merck (SAD)
» Kalcijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
» Natrijev dihidrogenfosfat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
» Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)
> Sumporna kiselina (96 %-tna), Carlo Erba Reagents (Barcelona, Spanjolska)
»  Standardi:
o glukoza monohidrat, galaktoza, galakturonska kiselina, arabinoza, ksiloza, manoza;
Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

Odredivanje udjela ukupnih polifenola, neflavonoida i flavonoida:

» Etanol (96%-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
» Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
» Formaldehid (35%-tni), Alkaloid, AD (Skopje, Makedonija)
» Klorovodi¢na kiselina (37%-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
> Natrijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
» Standard:
o Galna kiselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

HPLC analiza pojedina¢nih bioaktivnih spojeva:

» Acetonitril, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)
» Mravlja kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

> Redestilirana voda (HPLC kvaliteta vode)

» Standardi:

o kava kiselina, klorogenska kiselina, ferulinska kiselina, p-kumarinska kiselina,
elaginska kiselina, galna Kkiselina, protokatehinska kiselina, vanilinska Kkiselina,
apigenin, kvercetin, rutin, luteolin, kafein, teobromin; Sigma, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Njemacka)
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Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta:

ABTS metoda

» 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS), Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

» Etanol (96%-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

» Kalijev peroksodisulfat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

DPPH metoda

> 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

» Metanol, J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

» Standardi:
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim, Njemacka)

4.1.3. Aparatura i pribor

Priprema sekundarnih biljnih sirovina:

» Kugli¢éni mlin - Retsch Mixer Mill MM 301, Retsch GmbH (Haan, Germany)

> Laboratorijski susionik (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

» Mastersizer 2000 s jedinicom za doziranje i disperziju praskastih uzoraka, Scirocco 2000,
Malvern Instruments Ltd (Worcestershire, Velika Britanija)

> Sito poroziteta 450 pm

QOdredivanje udjela osnovnih nutrijenata:

Suha tvar

»  Aluminijske posudice s poklopcima, termometar, eksikator
> Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)
> Laboratorijski susionik (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

> Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)

» Aparatura po Soxhletu

» Celulozne ¢ahure za ekstrakciju, eksikator

» Laboratorijski susionik (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

» Rotacijski vakuukm upariva¢ (R-205) s pripadaju¢om vodenom kupelji (B-490), Biichi New
Castle, DE, SAD)
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Proteini

> Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)

» Erlenmeyer tikvice (250 mL), staklena bireta (50 mL), vodena vakuum sisaljka, staklene pipete,
lijevci, laboratorijske ¢aSe, odmjerne tikvice, menzure

» Kjeldahl kivete za digestiju (500 mL), FOSS, (Hagands, Sweden)

> Poluautomatska aparatura za odredivanje dusika prema Kjeldalu, Kjeltec TM 2100, FOSS
(Haganéas, Sweden)

> Tehni¢ka vaga tip 1111, (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

» Termoblok za digestiju uzoraka s odgovaraju¢im nastavkom za odsis para, Digestion system 6,
1007 Digester, Tecator (Hillered, Danska)

Mineralni ostatak

> Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)

» Bunsen plamenici, tronozac s glinenim trokutom, porculanski lonéi¢i, drvene i metalne
hvataljke, satna stakalca, eksikator

» Mufolna pec¢ tip Heraeus KR-170, W.C. Heraeus GmbH (Hanau, Njemacka)

Priprema vodenih i etanolnih ekstrakata:

> Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)

» Aparatura po Soxhletu

» Celulozne ¢ahure za ekstrakciju, vodena vakuum sisaljka, tikvice za uparavanje, odmjerne
tikvice (200 mL i 25 mL), staklene ¢ase, lijevci, kapaljke, stakleni Stapic¢i, termometri

» Rotacijski vakuum upariva¢ (R-205) s pripadaju¢om vodenom kupelji (B-490),Biichi (New
Castle, DE, SAD)

Odredivanje sastava ugljikohidratne frakcije:

Odredivanje netopljivih i topljivih viakana

» Automatska pipeta od 20-200 pL, Gilson (SAD)

» Laboratorijska tresilica Certomat RM, Sartorius (Gottingen, Njemacka)

» Laboratorijske boce s ¢epovima (250 mL, 500 mL), Duran (Wertheim/main, Njemacka)
> Laboratorijski susionik (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

> Sinter lonci¢i (porozitet 2) za filtraciju, Duran (Wertheim/main, Njemacka)

» Staklene pipete, laboratorijske ¢aSe, menzure, $patule, eksikator

» Vodena kupelj s tresilicom, boce za vakuum odsisavanje, vodena vakuum sisaljka
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Odredivanje slobodnih ugljikohidrata

Tekucéinska kromatografija visoke uc¢inkovitosti (HPLC)

Priprema uzoraka i mobilne faze

Celuloza-acetat mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 um i 0,2 um, Macherey-Nagel (Njemacka)
HPLC viale s pripadaju¢im navojnim ¢epovima sa septom, Agilent Technologies (SAD)
Ultrazvucna kupelj, Transsonic 460 (Elma, Njemacka)

Priprema standarada

Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)
Automatska mikropipeta od 100-1000 pL, Gilson (SAD)
Odmijerne tikvice (10 mL)

Instrument

HPLC kolona Phenomenex Luna NH; (4,6x250 mm; 5 pm), Phenomenex (SAD)
HPLC-RID sustav Agilent 1200 Series (teku¢inski kromatograf visoke ucinkovitosti s RI
(,,Refractive Index*) detekcijom, Agilent Technologies (SAD)

Odredivanje sastava polisaharida

Priprema hidrolizata

Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)

Laboratorijske boce (100 mL), Duran (Wertheim/Main, Njemacka)

Staklene epruvete, staklene pipete (5 mL, 10 mL), menzure (100 mL), laboratorijske ¢ase (50
mL), termometar

Vertikalni autoklav s dvostrukom stijenkom (Sterilizator vodenom parom), INKO Lab (Zagreb,
Hrvatska)

Vodena kupelj, Tehtnica Zelezniki (Slovenija)

Vortex EV-102, Tehtnica Zelezniki (Slovenija)

Odredivanje ostatka netopljivog u kiselini

Sinter loncici (porozitet 2) za filtraciju, Duran (Wertheim/main, Njemacka)
Vodena vakuum sisaljka, boce za vakuum odsisavanje, plasti¢no posude za ¢uvanje uzoraka,
staklene menzure (100 mL), staklene pipete

Odredivanje monosaharida u hidrolizatima

Priprema uzoraka

Celuloza-acetat mikrofilteri veli¢ine pora 0,20 um (CA-20/25), Macherey-Nagel (Njemacka)
Centrifuga LC-321, (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

pH metar s elektrodom, Mettler-Toledo (Svicarska)

Plasti¢ne kivete s Cepovima za centrifugiranje, magnetska mjeSalica, plasticno posude za

¢uvanje uzoraka
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Tankoslojna kromatografija visoke uéinkovitosti (HPTLC)

\

Y V Y

\

Denzitometar, TLC Scanner 3, Camag (Svicarska)

Grijaéa plo¢a, TLC Plate Heater, Camag (Svicarska)

HPTLC ploce 20x10 cm, Silica gel 60, Merck (Njemacka)

Kade za ascedentno razvijanje (20x10 cm, s pregradom), Camag (Svicarska)
Mikroinjekcija 100 uL, Hamiltom (Svicarska)

pH-metar s elektrodom, Mettler-Toledo (Svicarska)

Poluautomatski sustav za nano$enje uzoraka na plo¢e, Linomat 5, Camag (Svicarska)
Staklene pipete, menzura (25 mL), tikvice s ¢epovima (200 mL)

Uredaj za derivatizaciju ploca s pripdaju¢om kadom (20x10 cm), Chromatogram Immersion
Device III, Camag (Svicarska)

Uredaj za foto-dokumentaciju (DigiStore, digitalna kamera), Camag (Svicarska)

Odredivanje sastava i udjela bioloski aktivnih spojeva te antioksidacijskog kapaciteta:

Spektrofotometrijski

”

Y

”

Automatske mikropipete od 100-1000 pL i 20-200 pL, Gilson (SAD)

Celuloza-acetat mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 um (CA-45/25), Macherey-Nagel (Njemacka)
Kivete od optickog stakla (10 mm) za spektrofotometrijska mjerenja, odmjerne tikvice od 10
mL, staklene pipete od 5 mL i 10 mL

Spektrofotometar Genesys 10s UV-Vis, Thermo Scientific (SAD)

Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC)

Priprema uzoraka, mobilne faze i standarada (v. odjeljak ,, Odredivanje sastava ugljikohidratne frakcije

- Odredivanje slobodnih ugljikohidrata*)

Instrument

Y

V

HPLC kolona InertSustain C-18 (250 x 4,6 mm; 5 um), GL Sciences (Japan)
HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (tekuéinski kromatograf visoke ucinkovitosti s PDA
(,,Photo Diode Array*) detekcijom, Agilent Technologies (USA)

29



4.2. Metode rada

\

Sekundarne biljne sirovine )

A%

Pulpa $ecerne repe (PSR) )

Ljuska oraha (LjO) )

Kakaova ljuska (KLj) )

Ljuska crvenog luka (LjCL) )

Kora krumpira (KK) )

Mahuna graska (MG) )

odmaséivanje

Odredivanje udjela suhe tvari

AOAC 930.15

Odredivanje udjela proteina

AOAC 920.152

Odredivanje udjela mineralnog
ostatka

AOAC 950.49

Odredivanje udjela sirove
ugljikohidratne frakcije
Indirektno

STINE
A

Odredivanje udjela netopljivih i
topljivih vlakana
AOAC 2011.25

Odredivanje udjela masti

AR R R A

AOAC 963.15

Y

Odmaséene sekundarne
biljne sirovine

N

|

Koncentrirani vodeni i
etanolni ekstrakti

=

Sirova polisaharidna frakcija

f”_j

Ostatak netopljiv u Hidrolizat-sastav

( Polifenoli i metilksantini Slobodni ugljikohidrati
spektrofotometrijski] (C HPLC-RID ]

kiselini polisaharida
gravimetrijski ] HPTLC ]

Slika 9. Shematski prikaz provedbe znanstvenog istraZivanja



4.2.1. Priprema uzoraka sekundarnih biljnih sirovina za analize

Sve sirovine su usitnjene i prosijane kroz sito poroziteta 450 um. Tako pripremljenim
sirovinama izmjereni su fizikalno-kemijski parametri udjela suhe tvari i raspodjele veli¢ine Cestica.
Udjel suhe tvari odreden je standardnom metodom susenja na 105 °C do konstantne mase, dok je analiza

raspodjele veli¢ine Cestica napravljena pomoc¢u Mastersizer 2000 analizatora.

4.2.2. Odredivanje udjela suhe tvari sekundarnih biljnih sirovina

Udjel suhe tvari odreduje se prema modificiranoj AOAC 930.15 (1990b) metodi.

Princip metode:

Ovim postupkom mjeri se masa suhe tvari nakon suSenja do konstantne mase buduéi da na
temperaturi suSenja od 105 °C dolazi do izdvajanja slobodne vlage iz uzorka. Udjel suhe tvari izra¢unava

se obzirom na pocetnu masu uzorka koji se susi.

Postupak rada:

Odvaze se 1 g (s to¢nos¢u = 0,0001) dobro homogeniziranog uzorka u prethodno osusenu (do
konstantne mase pri 105 °C), ohladenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem. Nepokrivena
posudica s uzorkom i poklopac suse se 1 sat u susioniku pri 105 °C (period su$enja po€inje od trenutka
kad je u susnici postignuta temperatura to¢no 105 °C). Nakon isteka vremena suSenja, aluminijska
posudica s uzorkom pokrije se poklopcem dok je jos u suSioniku, prebaci u eksikator i vaze ¢im se ohladi
na sobnu temperaturu. Postupak se ponavlja dok se ne postigne konstantna masa uzorka u posudici (s

to¢no$c¢u + 0,0003g). Ostatak uzorka predstavlja suhu tvar, a gubitak u masi, udjel vode u uzorku.

Izra¢un rezultata:

Postotak vlage izracuna se prema formuli (1), dok se % suhe tvari izracuna iz razlike do ukupnog
udjela od 100% (2).

% vode = —2—2 x 100 (1)
1

mo—
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gdje je : mz - masa prazne aluminijske posudice (g)
M, - masa aluminijske posudice s uzorkom prije susenja (g)

M3 - masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g)

% suhe tvar = 100 — % vode (2

4.2.3. Odredivanje udjela masti u sekundarnim biljnim sirovinama

Udjela masti odreduje se prema modificiranoj AOAC 963.15 (2012) metodi.

Princip metode:

Visekratna kontinuirana ekstrakcija masti organskim otapalom u aparaturi po Soxhlet-u.
Prilikom ekstrakcije u tikvici se izdvaja lipidna frakcija te se iz razlike mase prazne tikvice i tikvice s

lipidnom frakcijom izra¢una masa ekstrahirane masti.

Postupak rada:

Odvaze se 5 g osuSenog i usitnjenog uzorka u celulozne ¢ahure koje se za¢epe na vrhu suhom
vatom te se postave uspravno u Soxhlet ekstraktor. U ekstraktor se pomocu lijevka ulijeva otapalo u
volumenu 2 ekstraktora (volumen ekstraktora je volumen otapala potreban da se prelije otapalo iz
ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi). Tikvica s kuglicama za vrenje i ekstraktorom se spoji na
hladilo i zapoc¢ne se sa zagrijavanjem. Ekstrakcija traje 6 sati uz brzinu ekstrakcije od 10-12 sifona po
satu (jedan sifon je oznaka za jednu izmjenu otapala iz ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi),
nakon ¢ega se tikvica s otapalom i ekstrahiranom masti odvoji od ostatka aparature. Otapalo iz tikvice
se otpari na rotacijskom vakuum uparivacu, a tikvica s ekstrahiranom masti susi se do konstantne mase
pri 105 °C te se hladi i uva u eksikatoru. Cahura s uzorkom se susi u susioniku kako bi se otparilo

zaostalo otapalo te se cuva u eksikatoru za daljnje analize.

Izra¢un rezultata:

Masa ekstrahirane masti izra¢una se iz razlike konstantnih masa tikvice s ekstrahiranom masti i
prazne tikvice s kuglicama za vrenje (3), dok se udjel ra¢una obzirom na masu pocetnog uzorka (ili suhe

tvari) koristenog za ekstrakciju.
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%masti = b_Ta x 100 3

gdje je: a — masa prazne tikvice (g)
b — masa tikvice i ekstrahirane masti (g)

m — masa uzorka (g)

Odredivanje udjela masti ekstrakcijom po Soxhletu provedeno je u duplikatu, a rezultati su
izraZeni kao maseni udjel u suhoj tvari po¢etnog uzorka (mg/g s. tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti

s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft

Office Excel 2013.

4.2.4. Odredivanje udjela proteina u sekundarnim biljnim sirovinama

Udjel proteina odreduje se prema AOAC 920.152 (1995) metodi (metoda po Kjeldahl-u
(poluautomatski)).

Princip metode:

Organski dusik iz uzorka se prevede u amonijak putem mineralizacije u koncentiranoj sulfatnoj
kiselini pri poviSenoj temperaturi i uz prisustvo katalizatora, te alkalizacijom nastale amonijeve soli.
Oslobodeni amonijak se destilira u otopinu borne kiseline pri ¢emu otopina postaje bazi¢na (indikator
mijenja boju), dok se u krajnjem koraku titrimetrijski odredi koli¢ina oslobodenog dusika preko

volumena utroSene klorovodi¢ne kiseline.

Postupak rada:

Mineralizacija

U Kjeldahl kivete za digestiju odvagne se po 2 g uzorka (ako je uzorak u teku¢em stanju tada se
pipetira i rezultat izraZzava na volumen). U svaku kivetu se doda 5g tabletiranog katalizatora (Kjeldahl
tablete) i 12 mL koncentrirane sulfatne kiseline (dodaje se 15 mL koncentrirane H2SO4 ako uzorak sadrzi
masti u koli¢ini iznad 10 %) te se lagano mijeSa dok se uzorak potpuno navlazi s kiselinom (moze se
ostaviti preko noci, kako bi se sprijecilo pjenjenje uzorka). Po zavrSetku reakcije, stalak s epruvetama
stavi se u digestijsku jedinicu za mineralizaciju i nastavi se sustav za odvod para (vakuum). Temperaturu
bloka za digestiju treba postupno povisivati kako ne bi doslo do naglog pjenjenja i eventualnog gubitka

uzorka u nastavku za odvod para. Mineralizacija je gotova kada teku¢ina u kivetama postane bistra i
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svijetlozelene boje, a stijenke kiveta su potpuno ¢iste. Epruvete se zajedno sa stalkom uklone iz
digestijske jedinice i ostave hladiti zajedno s poklopcem do sobne temperature. Tada se u svaku epruvetu
oprezno doda 80 mL destilirane vode.

Alkalizacija i destilacija

Na pocetku prve destilacije potrebno je izvrsiti ispiranje tako da se u cijev stavi oko 100 mL
destilirane vode i predestilira u Erlenmeyerovu tikvicu. Nakon toga u Kjeltec sustav stavlja se kiveta s
mineraliziranim razrijedenim uzorkom. Prihvat amonijaka nakon destilacije vrsi se u Erlenmeyerovoj
tikvici u kojoj se nalazi 25 mL 4% borne kiseline s indikatorom. Spuste se zaStitna vrata i pritisne se
gumb za dodavanje luzine. LuZina se dozira u pet obroka po 10 mL, a destilacija se odvija automatski 4
minute. Obzirom na prisutnost amonijaka, destilat s vremenom poprima zelenu boju (ako se amonijak

otapa, otopina borne kiseline postaje luznata te indikator, inicijalno roze boje, mijenja boju u zelenu).
Titracija kloridnom kiselinom

Napuni se bireta s 0,1 M HCI-om (volumetrijski standard) i titrira sadrzaj tikvice nakon
destilacije u Kjeltec sustavu. U zavrs$noj toc¢ki titracije boja otopine postane blijedo ruzi¢asta. Zapise se

utroSak kloridne kiseline za titraciju uzorka.

Izracunavanje rezulata:

Utrosak kloridne kiseline za titraciju uzorka i titraciju slijepe probe preracunava se na udjel
oslobodenog dusika u uzorku (4), a potom se udjel dusSika u uzorku putem prikladnih korekcijskih
faktora preracunava na udjel proteina u uzorku (5). Korekcijski faktori mogu se razlikovati ovisno o

uzorcima i prisutnosti neproteinskog dusika u istima.

(a=b)Xcis X fris X1,4007}

% N =1

(4)

Muzorka

gdje je: a = volumen HCl-a utro$en za titraciju uzorka (mL)
b = volumen HCI-a utrosen za titraciju slijepe probe (mL)
¢ = molaritet kiseline (mol/L)
f = faktor kiseline

m = masa uzorka (g)
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% proteina =% N X F (5)
gdje je: F - faktor za preracunavanje dusika u proteine (6,25)

Odredivanje udjela proteina metodom po Kjeldahlu provedeno je u duplikatu, a rezultati su
izrazeni kao maseni udjel u suhoj tvari pocetnog uzorka (mg/g s. tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti
s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft

Office Excel 2013.

4.2.5. Odredivanje udjela mineralnog ostatka (pepela) u sekundarnim biljnim sirovinama

Udjel mineralnog ostatka (pepela) odreduje se prema AOAC 950.49 (1997) metodi.

Princip metode:

Suha mineralizacija pomoc¢u visoke temperature, pri ¢emu od pocetnog uzorka zaostaje samo

anorganska komponenta u obliku pepela koji se kvantificira gravimetrijski.

Postupak rada:

Odvaze se 5 g (s tocnos¢u = 0,0001) dobro homogeniziranog uzorka u porculansku zdjelicu
(prethodno izarenu, ohladenu u eksikatoru i izvaganu) te se lagano zagrijava na plameniku dok potpuno
ne pougljeni, odnosno dok se uzorak prestane dimiti. Zdjelica s karboniziranim uzorkom se stavi u
mufolnu pe¢ zagrijanu pri 550 °C 1 ostavi spaljivati dok se ne postigne jednolicno svijetlo sivi pepeo
bez crnih Cestica uz pracenje postizanja konstantne mase. Nakon zavrSene mineralizacije, porculanska
zdjelica s mineralnim ostatkom se ohladi u eksikatoru i vaze ¢im postigne sobnu temperaturu (oko 30

minuta).

Izra¢un rezultata:

mz—my

% pepela = x 100 (6)

mz;—my

gdje je: m1 — masa prazne porculanske zdjelice (g)
m; — masa porculanske zdjelice i uzorka prije spaljivanja (g)

mz — masa porculanske zdjelice i pepela (g)
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Odredivanje udjela mineralnog ostatka provedeno je u duplikatu, a rezultati su izraZeni kao
maseni udjel u suhoj tvari poéetnog uzorka (mg/g s. tv.) i prikazani kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft
Office Excel 2013.

4.2.6. Odredivanje udjela sirove ugljikohidratne frakcije

Definiranje osnovnog kemijskog sastava sekundarnih sirovina biljnoga podrijetla ukljucuje
odredivanje udjela 4 skupine osnovnih nutrijenata: udjel masti, proteina, mineralnog ostatka i
ugljikohidrata. Prve 3 skupine (masti, proteini i mineralni ostatak) odredene su prema gore opisanim
metodama, dok je udjel ugljikohidratne frakcije izra¢unat kao razlika ukupnog zbroja udjela svih
komponenata do 100%. Ova veli¢ina takoder je izraZzena kao maseni udjel (mg/g s. tv.) na suhu tvar
pocetnog uzorka (sekundarne sirovine). Obzirom da se radi o procjeni udjela ugljikohidrata, koji moze
sadrzavati i druge neugljikohidratne komponente, za ovu skupinu nutrijenata koristen je naziv ,,sirova

ugljikohidratna frakcija®. Daljnim analizama, za istu su dobiveni dodatni podaci o sastavu.

4.2.7. Priprema vodenih i etanolnih ekstrakata
4.2.7.1. Soxhlet ekstrakcija

Ekstrakti sekundarnih sirovina pripremljeni su uzastopnim ekstrakcijama vodom i etanolom iz
prethodno odmascenih uzoraka. Ekstrakcije su provedene prema protokolu kako su opisali Sluiter i sur.
(2008), uz manje izmjene, a provode se u svrhu uklanjanja slobodnih ugljikohidrata i ostalih polarnih

komponenata, odnosno pripreme uzorka za analizu sastava polisaharida pomocu kiselinske hidrolize.

Ekstrakcija vodom provedena je u aparaturi po Soxhletu, postupkom kako je opisan u hastavku.
U celulozne ¢ahure za ekstrakciju odvaze se 2,5 g i odma$¢enog uzorka, zaCepi komadi¢em vate, te se
one uspravno postave u ekstraktore. Otapalo (190 mL destilirane vode) se ulije u Soxhlet tikvice koje
se zajedno s ekstraktorom pri¢vrste na vodeno hladilo i zatim se uklju¢i grija¢ (pjes¢ana kupelj).
Ekstrakcija traje 6 h, brzinom 1-1,5 sifona po satu (jedan sifon predstavlja jednu izmjenu otapala iz
ekstraktora u tikvicu putem preljevne cijevi), a vrijeme se mjeri od trenutka kada se po¢nu nakupljati
prve kapi otapala na dnu ekstraktora. Po zavrSetku ekstrakcije, tikvice s ekstraktom odvajaju se od
ostatka aparature, a ocijedene Cahure se stavljaju susiti u suSionik na 60 °C. Ohladeni vodeni ekstrakt

(na sobnu temperaturu) se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 200 mL i nadopuni do oznake s
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destiliranom vodom. Tako pripremljeni ekstrakt upari se do volumena od 25 mL pomocu rotacijskog

vakuum uparivaca na temperaturi od 60 °C i kao takav se koristi za daljnje analize.

Osusene Cahure s ekstrahiranim uzorkom postavljaju se za drugu ekstrakciju s etanolom prema
istom postupku. Ekstrakcija traje 6 h brzinom 4-6 sifona po satu, a dobiveni etanolni ekstrakti se takoder
uparavaju do 25 mL. Obzirom da je primijecena pojava zamucenja u koncentriranim ekstraktima (koja
vjerojatno potjec¢e od mikroskopskih Cestica uzoraka sekundarnih sirovina koje su prosle kroz celuloznu
¢ahuru prilikom Soxhlet ekstrakcija), dobiveni koncentrirani ekstrakti su profiltrirani kroz celuloza-

acetat mikrofiltere (0,45 pm) prije daljnjih spektrofotometrijskih i HPLC analiza.
Ovako pripremljeni ekstrakti koriSteni su za daljnje analize:

- odredivanje udjela slobodnih ugljikohidrata,

- odredivanje udjela ukupnih polifenola,

- odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i ukupnih flavonoida,

- odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom

- HPLC analize pojedina¢nih polifenola i metilksantina

U svim ekstraktima odreden je takoder i udjel suhe tvari, a taj podatak je koristen za izra¢un
udjela ukupne ekstraktibilne tvari. Vodene i etanolne ekstrakcije napravljene su u duplikatu, kao i
analize suhe tvari, a rezultati udjela ukupne ekstraktibilne tvari izrazeni su kao maseni udjel (mg/g s.
tv.) u suhoj tvari poéetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom

devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft Office Excel 2013.

4.2.7.2. Konvencionalna ekstrakcija

Osim Soxhlet ekstrakcije (4.2.7.1.), za pripremu ekstrakata za odredivanje udjela polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta primijenjena je i ,,tzv* konvencionalna ekstrakcija (Hurs, 2008) prema

slijedecem:

Izvaze se 2 g uzorka u laboratorijsku ¢asu od 100 mL i doda 50 mL destilirane vode. Ekstrakcija
se provodi zagrijavanjem uzorka u otapalu pri temperaturi od 80 °C uz konstantno mijes$anje kroz 30
minuta. Nakon zavrSene ekstrakcije otopina se ohladi, a dobiveni ekstrakti se filtriraju kroz Whatman
No4 filter papir kako bi se uklonile vece Cestice, nakon ¢ega se dodatno filtriraju kroz mikrofiltere

veli¢ine pora 0,45 um u svrhu uklanjanja fino dispergiranih Cestica.
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Ovako pripremljeni ekstrakti koriSteni su za daljnje analize:

odredivanje udjela ukupnih polifenola,

odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i ukupnih flavonoida,
- odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom

- HPLC analize pojedina¢nih polifenola i metilksantina

4.2.8. Karakterizacija sirove ugljikohidratne frakcije

4.2.8.1. Odredivanje udjela vlakana u sekundarnim biljnim siovinama

Udjel netopljivih i topljivin vlakana provodi se integriranom enzimsko-gravimetrijskom metodom
(AOAC 2011.25 (2012)).

Princip metode:

Enzimska hidroliza biljnog materijala provodi se termostabilnom alfa-amilazom, proteazom i
amiloglukozidazom pri definiranim uvjetima. Udjel netopljivih vlakana velike molekulske mase
odreduje se gravimetrijski nakon filtracije istih. Topljiva vlakna izdvajaju se talozenjem etanolom iz

dobivenog filtrata te se takoder kvantificiraju gravimetrijski nakon filtracije.

Postupak rada:

Enzimska hidroliza uzorka:

Odvaze se 1g + 0,005 g usitnjenog uzorka u laboratorijske boce (250 ml). Uzorak se navlazi s 1
mL etanola (95 %-tni), doda se 40 mL maleatnog pufera (pH 6,0) koji sadrzi pankreasnu a-amilazu i
amiloglukozidazu. Uzorci se inkubiraju na tresilici pri 37 °C tijekom 16 h, pri brzini okretaja 150 rpm.
Enzimska reakcija se zaustavlja dodatkom 3,0 mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine (konacni pH ~ 8,2) te
zagrijavanjem sadrzaja boca u vodenoj kupelji na 95-100 °C kroz 20 minuta. Sadrzaj boca se ohladi na
60 °C i potom se doda. 100 pL otopine proteaze. Sadrzaj se inkubira na 60 °C tijekom 30 minuta, uz
treSnju. Boce se izvade iz kupelji, a enzimska reakcija se zaustavlja odmah dodavanjem 4,0 mL 2M

octene kiseline (konacni pH ~ 4,3).
4.2.8.1.1. Odredivanje netopljivih vlakana

Sadrzaj boce nakon uzastopnih enzimskih hidroliza filtrira se pomo¢u vakuuma na sinter
lon¢i¢ima (lon¢i¢i moraju biti prethodno dobro oprani, izareni, ohladeni i izvagani). Kao pomoéno
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filtracijsko sredstvo koristi se Celite koji se nanosi u ravnomjernom sloju na filtracijsku povrSinu
lonc¢i¢a. Budu¢i da talog na sinter lonci¢ima predstavlja netopljiva vlakna, vrlo je vazno kvalitativno
prenijeti sav sadrzaj boce na filter, $to se ¢ini pomoc¢u tople vode zagrijane na 60 °C (ukupno 20 mL).
Sakupljeni filtrat nadopuni se do volumena od 70 mL i sacuva za odredivanje topljivih vlakana. Ostatak
na lonci¢u ispere se s dvije porcije od 15 mL slijedeceg: 78 %-tni etanol, 95 %-tni etanol i aceton; filtrat
od ispiranja se baca. Lonci¢i s talogom suse se na 105 °C preko noci prekriveni alu-folijom, nakon ¢ega

se hlade i ¢uvaju (do vaganja) u eksikatoru.

4.2.8.1.2. Odredivanje topljivih vliakana

Za odredivanje topljivih vlakana potrebno je zagrijati sakupljeni filtrat (70 mL, iz prethodne
analize) na 60 °C te dodati ¢etverostruki volumen (280 mL, volumen izmjeren na sobnoj temperaturi)
95 %-tnog etanola zagrijanog na 60 °C i dobro promijesati. Otopina se ostavi stajati na sobnoj
temperaturi 60 minuta, nakon ¢ega se istaloZena topljiva vlakna filtriraju pomoc¢u vakuuma na sinter
lon¢i¢ima s pomoc¢nim filtracijskim sredstvom (kao za netopljiva vlakna), s time da se sadrZaj boce
kvantitativno prenese sa 78 %-tnim etanolom. Lon¢ici s talogom suse se na 105 °C preko noéi prekriveni

alu-folijom, nakon ¢ega se hlade i ¢uvaju (do vaganja) u eksikatoru.

Izra¢un rezultata:

Masa netopljivih i topljivih vlakana odreduje se iz razlike konstantne mase lonci¢a s talogom
(nakon susenja na 105 °C) te opranog i zarenog lonci¢a s pomo¢nim filtracijskim sredstvom, dok se
udjel istih raGuna obzirom na po¢etnu masu uzorka (ili masu suhe tvari) kojom se zapoc¢inje enzimska
hidroliza. U svrhu dobivanja §to to¢nijih rezultata, potrebno je izvrsiti korekcijske analize za udjele
(masa) mineralnog ostatka i proteina (14 i 15). Analiticki postupci za odredivanje mineralnog ostatka i
proteina prethodno su opisani (4.2.5 i 4.2.4). Prilikom analize proteina, kvantitativno se izdvaja talog
(zajedno s pomoc¢nim filtracijskim sredstvom) s lonci¢a, dok se prilikom analize mineralnog ostatka
talog mineralizira u sinter lon¢i¢ima. Masa (udjel) ukupnih vlakana dobije se kao zbroj korigiranih

vrijednosti za netopljiva i topljiva vlakna.
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m (SNT/STV) = m (lonci¢ s talogom ) — m (loncic¢ s Celite — om) @)
m (NV/TV) = m (SNT/STV) — m (proteini) — m (mineralni ostatak) (8)

m (ukupna vlakna) = m (NV) + m (TV) 9)

gdje su: SNT - sirova netopljiva vlakna
NV - netopljiva vlakna
STV - sirova topljiva vlakna

TV - topljiva vlakna

Analize netopljivih i topljivih vlakana, kao i korekcijske analize, napravljene u duplikatu, a
rezultati su izraZeni kao maseni udjel (%) u sirovoj ugljikohidratnoj frakciji te prikazani kao srednje

vrijednosti. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft Office Excel 2013.

4.2.8.2. Odredivanje udjela slobodnih ugljikohidrata primjenom tekudinske kromatografije
visoke ucinkovitosti (HPLC)

Priprema uzoraka

Profil slobodnih ugljikohidrata odreden je u koncentriranim vodenim i etanolnim ekstraktima
sekundarnih sirovina pripremljenih prema opisanom postupku (4.2.7.1.). Prije analize, uzorci su
profiltrirani kroz celuloza-acetat mikrofiltere (0,45 um). Obzirom da se radi o kompleksnim supstratima,
filtrirani uzorci razrijedeni su acetonitrilom u omjeru 1:1 (50 % udjela acetonitrila), kako bi se dodatno
izdvojile topljive komponente koje se taloze organskim otapalima, a razrijedeni uzorci ponovno su
filtrirani kroz PTFE mikro filtere (0,2 wm). Na taj nacin je zasti¢ena kolona od moguceg zacepljenja, a
takoder je smanjen odziv pika otapala zbog slicnog sastava mobilne faze (udjela organske komponente)

i uzorka.

Postupak rada

Analiza slobodnih ugljikohidrata provedena je kromatografijom hidrofilnih interakcija (eng.
HILC - Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) na Phenomenex Luna NH2 koloni (polarna
stacionarna faza), temeljem svojstava polarnosti i solvatacije pojedinih analita uslijed ¢ega se oni
raspodjeljuju izmedu pretezito vodenog sloja mobilne faze, koji se adsorbira na hidrofilnoj stacionarnoj
fazi, i pretezito organskog sloja (najcesce acetonitrila) mobilne faze (Buszewski i Noga, 2012). U svrhu

postizanja zadovoljavaju¢eg razdvajanja analita, optimirani su kromatografski parametri koji su
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definirani kao jedinstvena metoda prema kojoj su analizirani svi uzorci. Mobilnu fazu ¢inio je
dvokomponentni sustav vode i acetonitirila, pomijesan u omjeru 80:20 (v/v). Obzirom na detekciju,
uspostavljena je iskljucivo izokratna eluacija, pri protoku od 1 mL/min. Temperatura kolone, kao i
detektora, bila je 35 °C, dok je volumen injektiranih uzoraka iznosio 20 pL. Separacija slobodnih
ugljikohidrata pod gore navedenim uvjetima postignuta je unutar 15 min (trajanje metode), od Cega se
zadnjih 3 min odnosilo na stabilizaciju sustava prije pocetka slijedece analize. Detekcija ugljikohidrata
provedena je snimanjem eluata na RI (eng. Refractive Index) detektoru, pri cemu signal nastaje usijed
promjene otklona zrake svjetlosti koja prolazi kroz analiticku ¢eliju (ispunjena eluatom) u odnosu na

referentnu (ispunjena ¢istom mobilnom fazom).

Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva

Identifikacija pikova na dobivenim kromatogramima provedena je pomocu vanjskih standarada
usporedbom retencijskih vremena. Otopine standarada glukoze, fruktoze i saharoze analizirane su prema
istoj metodi kao i ekstrakti, ¢ime su dobiveni podaci o njihovim retencijskim vremenima, jednako kao i

za svaki pik na snimljenim kromatogramima ekstrakata.

Za kvantifikaciju identificiranih pikova, dobiveni kromatogrami ekstrakata su integrirani, ¢ime
su dobivene povrsine ispod svakog pika. Bazdarni pravci za svaki identificirani spoj (ugljikohidrat)
definirani su analizom otopina razliitih koncentracija (razrijedenja) odgovaraju¢eg standarda prema
istoj metodi kao i za ekstrakte, ukljucujuci i jednake integracijske parametre, te koreliranjem poznatih

koncentracija s odgovaraju¢im odzivom sustava, odnosno povrSinama ispod pikova (tablica 3).

Tablica 3. Bazdarni pravci identificiranih slobodnih ugljikohidrata u uzorcima ekstrakata sekundarnih

biljnih sirovina

glukoza Y =94,761x + 341,59; R? = 1,0000
fruktoza Y =72,633x + 779,28; R?> = 0,9997
saharoza Y =104,74x + 806,63; R? = 0,9996

Koriste¢i odgovaraju¢e bazdarne pravce, iz vrijednosti dobivenih povrSina (nakon integracije)
identificiranih pikova u kromatogramima vodenih i etanolnih ekstrakata, izracunate su odgovarajuce

koncentracije prema op¢oj formuli (10).
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y=kx+1 - x= xf (20)

gdje su: X — trazena koncentracija, odnosno poznata koncentracija standarda

y — izmjerena vrijednost apsorbancije

f — faktor razrjedenja

HPLC analize provedene su u duplikatu, a udjeli pojedina¢nih slobodnih Secera izracunati su

obzirom na pocetnu masu uzorka koristenog za ekstrakcije i volumena dobivenih ekstrakata. Rezultati
su izrazeni su kao maseni udjel (mg/g s. tv.) u suhoj tvari pocetnog uzorka te prikazani kao srednje
vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada kromatograma (identifikacija i integracija)
napravljena je pomocu programa ChemStation (Agilent Technologies, SAD), dok je obrada rezultata

napravljena pomoc¢u programa Microsoft Office Excel 2013.

4.2.8.3. Odredivanje sastava polisaharida sekundarnih biljnih sirovina
4.2.8.3.1. Priprema kiselinskih hidrolizata

Priprema kiselinskih hidrolizata provodi se prema NREL/TP-510-42618 protokolu (Sluiter i sur. 2008).

Princip metode:

Katalizirana hidroliza biljnog materijala u kiselim uvjetima i pri poviSenoj temperaturi i tlaku,

pri ¢emu dolazi do cijepanja polisaharida do monomernih jedinica.

Priprema uzoraka:

Za kiselinsku hidrolizu su koristeni odmasceni ekstrahirani uzorci sekundarnih biljnih sirovina.
Odmascivanje je provedeno ekstrakcijom pomocu petroletera u aparaturi po Soxhletu (4.2.3.), nakon
¢ega su uslijedile uzastopne ekstrakcije vodom i etanolom (takoder u aparaturi po Soxhletu) (4.2.7.1).

Tako pripremljeni uzorci su osuseni i ¢uvani u eksikatoru.

Postupak rada:

Odvaze se 0,3000 + 0,0010 g uzorka u epruvete, oprezno se doda 3,00 = 0,01 mL 72 %-tne
sumporne kiseline te se smjesa dobro homogenizira na vorteksu. Sadrzaj u epruvetama se inkubira u
termostatiranoj kupelji na 30 + 3 °C tijekom 60 min uz povremenu (svakih 10-ak min) homogenizaciju

na vorteksu. Po zavrSetku inkubacije, sadrzaj epruveta se kvantitativno prenese u laboratorijske boce od
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100 mL pogodne za autoklaviranje, pri ¢emu se sumporna kiselina razijeduje vodom do udjela 4 %
(dodaje se ukupno 84,00 + 0,04 mL vode). Boce se zaCepe (Cep ne zavrtati do kraja) i autoklaviraju 1 h
pri 121 °C.

Kiselinska hidroliza svih uzoraka provedena je u duplikatu.

4.2.8.3.2. Odredivanje u kiselini netopljivog ostatka

Priprema kiselinskih hidrolizata provodi se prema NREL/TP-510-42618 protokolu (Sluiter i sur. 2008).

Autoklavirane boce s uzorcima u razrijedenoj sulfatnoj kiselini sadrze u kiselini netopljivi
ostatak i hidrolizat u kojem se nalaze monomerne glikozilne jedinice od kojih su sastavljeni polisaharidi.
U kiselini netpoljivi ostatak odvaja se filtracijom od hidrolizata i kvantificira gravimetrijski.

Nakon autoklaviranja boce se polako ohlade do sobne temperature, a potom se sadrzaj filtrira
pomocu vakuuma preko prethodno opranih, izarenih, ohladenih i izvaganih sinter lon¢i¢a na kojima se
nalazi ravnomjeran sloj pomoénog filtracijskog sredstva (Celite). Ostatak netopljiv u kiselini se
kvantitivno prenese na lonci¢ i ispire s najmanje 50 mL demineralizirane vode, ali tek nakon §to se
izdvoji hidrolizat (u obliku filtrata), te se istom izmjeri volumen. Talog na sinter lon¢i¢ima se susi na
105 °C do konstantne mase u susioniku, nakon ¢ega se loncici izvade, hlade u eksikatoru i vazu kad se

ohlade na sobnu temperaturu.

Obzirom da je kiselinska hidroliza provedena u duplikatu, mase ostataka netopljivih u kiselini
takoder su gravimetrijski odredene u duplikatu. Udjeli istih izracunati su obzirom na poc¢etnu masu
uzorka. Rezultati su izraZzeni kao maseni udjel (mg/g s. tv.) u suhoj tvari po¢etnog uzorka te prikazani
kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je

pomocu programa Microsoft Office Excel 2013.

4.2.8.3.3. Odredivanje monomernog sastava kiselinskih hidrolizata sekundarnih biljnih sirovina
pomocu tankoslojne kromatografije visoke ucinkovitisti (HPTLC)

Priprema uzoraka - neutralizacija hidrolizata:

Kiselinski hidrolizati (4 %-tna H>SOs) odmascenih i ekstrahiranih sekundarnih sirovina

neutralizirani su kalcijevim karbonatom u svrhu uklanjanja sulfatnih iona. Koli¢ina kalcijevog karbonata
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izraCunata je iz stehiometrijskih omjera reakcije neutralizacije. U alikvot hidrolizata od 10 mL,
otpipetiran u laboratorijsku ¢asu od 50 mL, polako se dodaje kalcijev karbonat pomocu $patule, uz stalno
mijeSanje na magnetskoj mjesalici i pracenje promjene pH vrijednosti pomo¢u pH-metra. Nakon
postizanja pH vrijednosti od oko 6,7, sadrzaj ¢ase se prenosi u kivetu za centrifugiranje i centrifugira 5
minuta brzinom 3000 okretaja u minuti pri sobnoj temperaturi. Neutralni supernatant se odvaja u

Eppendorf kivete i koristi za daljnje analize.

Za potrebe analize HPTLC tehnikom, neutralni hidrolizati su razrijedeni metanolom i dodatno

profiltrirani kroz PVDF mikrofiltere (0,2 pm) zbog naknadnog talozenja uslijed dodatka organske faze.

Postupak rada:

HPTLC Silica gel 60 plo¢a (20x10 cm) impregnira se potapanjem u otopini za impregnaciju
tijekom 1 minute, nakon ¢ega se dobro osusi i aktivira zagrijavanjem na 110 °C u laboratorijskom
suSioniku. Uzorci i standardi nanose se na ohladenu impregniranu plo¢u pomocu mikroinjekcije
poluautomatskim sustavom Linomat 5. Plo¢a se razvija ascedentno u kadi odgovaraju¢ih dimenzija,
koja se prethodno zasiti parama otapala za razvijanje, tijekom 15 min (20 mL otapala). Razvijanje ploce
ponavlja se ukupno 3 puta, a izmedu svakog sljedeceg razvijanja ploca se dobro osusi. Nakon zavrsnog
razvijanja, osusena ploca se derivatizira uranjanjem ploce u otopinu za derivatizaciju tijekom 2 sekunde,
ponovno se su$i i zatim zagrijava na grija¢oj plo¢i temperiranoj na 150 °C tijekom 3 minute. Na
ohladenoj derivatiziranoj plo¢i jasno se mogu vidjeti razdvojene, karakteristicno obojene linije
monosaharida. Plo¢a se dokumentira pomocu digitalnog foto-sustava u remisijsko-transmisijskom (RT)

i transmisijskom (T) nacinu snimanja.

Identifikacija i kvantifikacija:

Identifikacija monosaharida vrsi se usporedbom retencijskih faktora (Rf) linija standarada i
linija u uzorcima (omjer udaljenosti pojedine komponente od mjesta nanosa s udaljenos¢u kojeg prijede
fronta otapala pri definiranim kromatografskim uvjetima). Retencijski faktori izraCunavaju se obradom
digitalne fotografije ploce. Za kvantifikaciju se takoder koristi digitalna fotografija ploce (RT), koja se
obraduje pomoéu programa WinCATS i VideoScan (Camag (Svicarska)), pri éemu se bazdarne krivulje
odreduju za svaki standard (i za svaku ploc¢u) na temelju intenziteta obojenja (koji je proporcionalan

koncentraciji standarda).

Uz pretpostavku da ulazna masa dovoljno procis¢ena prethodnim ekstrakcijama te sadrzava
samo netopljivi ostatak u kiselini i polisaharid, teorijski udjel (mg/g s. tv.) polisaharida u suhoj tvari
pocetnih sirovina izracunat je kao razlika ulazne mase u hidrolizu i mase ostatka netopljivog u kiselini.
Izracinati udjel polisaharida (mg/g s. tv.) u suhoj tvari pocetnih sirovina odreden je kao zbroj udjela

pojedina¢nih monomernih jedinica (monosaharida) identificiranih u hidrolizatima pojedinih sirovina.
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Sastav polisaharida prikazan je kao % zastupljenosti (relativni omjer) pojedinacnih monosaharidnih

jedinica u odnosu na sve identificirane monosaharidne jedinice u hidrolizatima pojedinih sirovina.

4.2.9. Odredivanje sastava i udjela bioaktivnih spojeva
4.2.9.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im
reagensom (polifenolni spojevi). Folin-Ciocalteau reagens (smjesa fosfovolframove i fosfomolibden
kiseline) reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau
reagens reducira do plavo obojenih volframovih i molibdenovih oksida. Nakon dva sata reakcije u kojoj
svi polifenolni 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 polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singelton i Rossi, 1965).

Priprema uzoraka:

Ukupni polifenoli izmjereni su u koncentriranim vodenim i etanolnim ekstraktima sekundarnih
sirovina pripremljenih prema opisanim postupcima (4.2.7.1.14.2.7.2.). Prema potrebi, pojedini ekstrakti

(vodeni i etanolni) su razrijedeni.

Postupak rada:

U odmijernu tikvicu od 10 mL otpipetira se 0,1 mL uzorka, 6 mL destilirane vode te 0,5 mL
Folin-Ciocalteau reagensa (razrijedenog s vodom u omjeru 1:2), promijesa i doda 1,5 mL 20 %-tne
otopine natrijeva karbonata (Na,CQOs). 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 ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu.
Slijepa proba priprema se na isti nacin kao i ispitivani uzorci, s razlikom da se umjesto uzorka u

reakcijsku smjesu dodaje jednaki volumen deslitirane vode.

Izrada bazdarnog pravca za odredivanje ukupnih polifenola:

Iz osnovne otopine standarda galne kiseline koncentracije 1000 mg/L, u odmjerne tikvice od 50
mL pripreme se slijedeca razrjedenja: 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 mg/L.

Ponovi se prethodno opisani postupak reakcije s Folin-Ciocalteau reagensom s time da se umjesto

uzorka u reakcijsku smjesu dodaje 0,1 mL pripremljenih razrjedenja galne kiseline.
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Izra¢un rezultata:

Na oshovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija galne
kiseline, konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije (Y-os (AA)) o koncentraciji (X-0s (mg/L)),
odnosno bazdarni pravac (11) prema ¢ijoj jednadzbi se izracunava koncentracija ukupnih polifenola u
uzorcima za izmjerene vrijednosti apsorbancija prema formuli (12), a rezultati se izrazavaju kao
ekvivalenti galne kiseline (EGK).

y = 0,0011x + 0,0079, R? = 0,9988 (11)
x = Y=00079) (12)
0,0011
gdje su: X — poznata koncentracija otopine galne kiseline (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm umanjene za vrijednost slijepe probe
(AA)

Mjerenja ukupnih polifenola provedena su u duplikatu, a udjeli su izra¢unati obzirom na pocetnu
masu uzorka, koristenog za ekstrakcije i volumena dobivenih ekstrakata. Rezultati su izrazeni kao
maseni udjel (mg EKG/g s. tv) u suhoj tvari pocetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft

Office Excel 2013.

4.2.9.2. Odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i flavonoida

Princip metode:

Flavonoidi se iz uzorka taloze pomoc¢u formaldehida koji reagira s C-6 ili C-8 na 5,7-dihidroksi
flavonoidu stvaraju¢i metilol derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na
C-6ili C-8 polozaju itd. Kondenzirane molekule nastale ovom reakcijom uklone se filtriranjem, a ostatak

neflavonoidnih polifenola odreduje se prema metodi za ukupne polifenole (Ough i Amerine, 1988).
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Priprema uzoraka:

Ukupni flavonoidi se taloze iz koncentriranih vodenih i etanolnih ekstrakata sekundarnih
sirovina pripremljenih prema opisanim postupcima (4.2.7.1. i 4.2.7.2.). Nakon talozenja i filtracije,

prema potrebi, pojedini ekstrakti (vodeni i etanolni) su razrijedeni.

Postupak rada:

U Eppendorf kivete od 2 mL otpipetira se 1 mL uzorka, 0,5 ml otopine kloridne kiseline (1:4
v/v) 10,5 mL formaldehida te se otopina ostavi stajati 24 sata na mra¢nom i hladnom mjestu, nakon ¢ega
se profiltrira kroz celuloza-acetat mikrofiltere (0,45 pm). Tako pripremljen novi uzorak analizira se
prema opisanom postupku za odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteu-ovim reagensom

(4.2.8.1.), pri ¢emu u reakciji sudjeluju ostali polifenolni spojevi (neflavonoidi), osim flavonoida.

IzraCunavanje rezultata:

Koncentracija ukupnih neflavonoida izra¢unava se prema istom bazdarnom pravcu kao i za
ukupne polifenole (10), dok se koncentracija ukupnih flavonoida izra¢unava iz razlike koncentracije
ukupnih polifenola i ukupnih neflavonoida (13) te je rezultat izrazen na ekvivalente galne kiseline
(EGK).

ukupni flavonoidi = ukupni fenoli — ukupni neflavonoidi (13)

Mjerenja ukupnih neflavonoida provedena su u duplikatu, a udjeli su izra¢unati obzirom na
pocetnu masu uzorka koristenog za ekstrakcije i volumena dobivenih ekstrakata. Rezultati su izrazeni
kao maseni udjel (mg EGK/L) u suhoj tvari pocetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s

pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft

Office Excel 2013.
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4.29.3. Odredivanje pojedinacnih polifenola i metilksantina primjenom tekucéinske
kromatografije visoke uc¢inkonitosti (HPLC)

Razvijena je metoda koja je pomoclu gradijentne eluacije otapala omogucila dobru separaciju i
kvantifikaciju polifenolnih spojeva i metilksantina prisutnih u ispitivanim uzorcima (Belscak-Cvitanovi¢
isur.2011).

Priprema uzoraka

Profil polifenola i metilksantina odreden je u koncentriranim vodenim i etanolnim ekstraktima
sekundarnih sirovina pripremljenih prema opisanim postupcima (4.2.7.1.14.2.7.2.). Prije analize, uzorci

su profiltrirani kroz celuloza-acetat mikrofiltere (0,45 pum).

Postupak rada

Analiza bioaktivnih spojeva provedena je kromatografijom obrnutih faza na InertSustain C-18
(250 x 4,6 mm, 5 um) koloni (nepolarna stacionarna faza), na temelju razli¢itosti u polarnosti pojedinih
komponenata, eluacijom polarnim otapalima. U svrhu postizanja zadovoljavajuc¢eg razdvajanja analita,
optimirani su kromatografski parametri koji su definirani kao jedinstvena metoda prema kojoj su
analizirani svi uzorci. Mobilnu fazu ¢inile su dvije komponente; A - 2% -tna otopina mravlje kiseline u
vodi (v/v) i B — 2 %-tna otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v). Optimalno razdavajanje
komponenata postignuto je uspostavljanjem linearnog gradijenta sastava mobilne faze u vremenu prema
slijede¢em: 90 % A, 10 % B u 0-toj minuti; 60 % A, 40 % B u 25. minuti; 30 % A, 70 % B u 45. minuti,
pri protoku od 1 mL/min. Temperatura kolone je 25 °C, dok je volumen injektiranih uzoraka iznosi 20
pL. Vrijeme potrebno za analizu jednog uzorka, tj. trajanje metode, bilo je podeseno na ukupno 45 min,
od Cega se zadnjih 5 min se odnosilo na stabilizaciju sustava u smislu uspostavljanja pocetnog sastava
mobilne faze. Detekcija bioaktivnih spojeva provedena je snimanjem eluata na valnoj duljini 278 nm
(UV podrucje) pomocu PDA detektora, pri ¢emu su dobiveni karakteristi¢ni kromatogrami vodenih i

etanolnih ekstrakata sekundarnih biljnih sirovina.

Identifikacija i kvantifikacija detektiranih 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 (Rt) 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 (tablica 4) pojedinih standarda. Poseban
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software Chem32 Chromatography Workstation omogucava prikupljanje i obradu podataka dobivenih

HPLC analizom.

Tablica 4. Bazdarni pravci identificiranih bioaktivnih spojeva u vodenim i etanolnim ekstraktima

sekundarnih sirovina

Elaginska kiselina

y =11,311x - 8,02; R?=0,9999

Ferulinska kiselina

y =60,496x + 11,83; R? =1

Galna kiselina

y = 56,244x - 31,86; R? = 0,9999

Kafein

y = 60,160x + 82,54; R? = 0,9998

Kava kiselina

y=129,030x + 81,68; R* = 0,9999

Klorogenska kiselina

y=24,414x + 33,45; R? = 0,9992

Kvercetin

y =44,013x + 18,62; R = 0,9998

Luteolin

y =39,577x + 198,40; R*=0,9941

p-kumarinska kiselina

y =121,28x + 24,90; R? = 0,9999

Protokatehinska kiselina y = 34,738x - 22,37; R*=0,9997

Teobromin y =46,967x + 39,20; R =0,9999

Vanilinska kiselina y =73,661x + 5,53; R = 0,9999

Koriste¢i odgovaraju¢e bazdarne pravce, iz vrijednosti dobivenih povrsina (nakon integracije)
identificiranih pikova u kromatogramima vodenih i etanolnih ekstrakata, izracunate su odgovarajuce
koncentracije prema op¢oj formuli (10). HPLC analize provedene su u duplikatu, a udjeli pojedinac¢nih
polifenola i metilksantina izraCunati obzirom na pocetnu masu uzorka koriStenog za ekstrakcije i
volumena dobivenih ekstrakata. Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (ng/g s. tv.) u suhoj tvari
pocetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada
kromatograma (identifikacija i integracija) napravljena je pomoc¢u programa ChemStation (Agilent
Technologies, SAD), dok je obrada rezultata napravljena pomoc¢u programa Microsoft Office Excel
2013.
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4.2.10. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet odreden je u koncentriranim vodenim i etanolnim ekstraktima sekundarnih

sirovina pripremljenih prema opisanom postupku (4.2.7.1. 1 4.2.7.2.). Prema potrebi, neki od ekstrakata

su prethodno razrijedeni.

4,2.10.1. ABTS metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na oksido-redukcijskoj reakciji ,,gasenja“ 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 (slika 10). Pra¢enjem

promjene apsorbancije ABTS radikala na 734 nm, odreduje se antioksidacijski kapacitet ispitivanog

uzorka u odnosu na 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilnu kiselinu (Trolox - analog

vitamina E, topljiv u vodi), pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).

HO,S s S SO4H
>= N—N =<
N N
| |

CH,CH; CH,CHy

ABTS

+ K2S;04

LDl T s 3T
N—N +antioksidans A
N N
N N ~ - K;SOs X N /
I I i CaHs

CH,CH3 CH,CHy CyHg

ABTS? (bezbojan)
ABTS * (plavo obojen)

Slika 10. Mehanizam oksidacije ABTS radikala i reakcija s antioksidansom (Re i sur. 1999).
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Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka (ekstrakata) pripremi se otopina ABTS+
radikala, oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa s 140 mM kalijevim peroksodisulfatom,
do konaéne koncentracije otopine kalijevog peroksodisulfata od 2,45 mM. Budu¢i da ABTS i kalijev
peroksodisulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu 2:1 ne¢e do¢i 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 %-tnim) do kona¢ne koncentracije ABTS+
radikala od 1%, tako da apsorbancija te otopine pri 734 nm iznosi 0,70 £ 0,02. Alikvot od 20 puL uzorka
pomijesa se s 2 mL otopine ABTS+ radikala u kiveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon to¢no
6 minuta. Prije mjerenja uzoraka, potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako

da se umjesto uzorka 20 puLL vode pomijes$a s istom koli¢inom reagensa (2 mL otopine ABTS+ radikala).

Izrada bazdarnog pravca:

Iz osnovne otopine standarda Trolox-a koncentracije 1 mM, u odmjerne tikvice od 50 mL
pripreme se slijedec¢a razrjedenja: 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM i 0,8 mM. Ponovi se prethodno opisani
postupak reakcije s ABTS radikalom, s time da se umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje 20 pL.

pripremljenih razrjedenja standarda Trolox-a.

Izrazavanje rezultata:

Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija Trolox-a,
konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije (Y-os (AA)) o koncentraciji (X-0s (mM/L)), odnosno
bazdarni pravac. Promjena apsorbancije ABTS radikala nakon reakcije s uzorkom racuna se
oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe. Koriste¢i bazdarni pravac (14), ista se
prera¢una na koncentraciju Trolox-a kojom se postize isti reakcijiski u¢inak (obezbojenje otopine

radikala pri istim uvjetima).

y = 0,2915x + 0,0055, R? = 0,9993 (14)

Analiza antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom provedena je u duplikatu, a konacni rezultat je
izraCunat obzirom na poc¢etnu masu uzorka koristenog za ekstrakciju i volumen dobivenih ekstrakata.
Rezultati su izrazeni su kao maseni udjel (umol ET/g s. tv.) ekvivalenata Trolox-a (ET) u suhoj tvari
pocetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada

rezultata napravljena je pomoc¢u programa Microsoft Office Excel 2013.
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4.2.10.2. DPPH metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na redukciji 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala u metanolnoj
otopini. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra
(515 nm), dok u prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji ,,gasi* slobodne radikale) dolazi
do stabilizacije DPPH radilaka sparivanjem elektrona te do promjene ljubicaste boje (oksidirani oblik
radikala) otopine u Zutu (reducirani oblik radikala), §to se mjeri promjenom apsorbancije reakcijske
smjese u definiranom vremenu u odnosu na isti uc¢inak koji se postize s poznatim reducensom (Trolox)

(Brand-Williams i sur., 1995) (slika 11).

pe o)
- N RH - N
_ 9 0 / 9 \O
O=N . |\ O=N
N—N - — QNH——N
v DL D
Ny R ~N,
o o) (@] o

Slika 11. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom (Brand-Williams i sur.,1995)

Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U
opticku kivetu za spektrofotometrijsko mjerenje otpipetira se 100 pL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL
0,094 mM otopine DPPH i promijesa. Reakcija se odvija 30 minuta (vrijeme potrebno da se ravnotezno
stanje) u mraku nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 515 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba,

umjesto uzorka, sadrzava jednaki volumen metanola.

Izrada bazdarnog pravca:

Iz osnovne otopine standarda Trolox-a koncentracije 1 mM, u odmjerne tikvice od 50 mL
pripreme se slijedeca razrjedenja: 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM i 0,75 mM. Ponovi se prethodno opisani
postupak reakcije s DPPH radikalom, s time da se umjesto uzorka u reakcijsku smjesu dodaje 100 uLL

pripremljenih razrjedenja standarda Trolox-a.
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IzraZavanje rezultata:

Na osnhovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija Trolox-a,
konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije (Y-os (AA)) o koncentraciji (X-0s (mM/L)), odnosno
bazdarni pravac. Promjena apsorbancije DPPH radikala nakon reakcije s uzorkom racuna se
oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe. Koristec¢i bazdarni pravac (15), ista se
prera¢una na koncentraciju Trolox-a kojom se postize isti reakcijski uc¢inak (obezbojenje otopine

radikala pri istim uvjetima).

y = 0,6115x — 0,0097, R? = 0,9997 (15)

Analiza antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom provedena je u duplikatu, kona¢ni rezultat
je izraunat obzirom na pocetnu masu uzorka koristenog za ekstrakcije i volumen dobivenih ekstrakata.
Rezultati su izrazeni kao maseni udjel (umol ET/g s. tv.) ekvivalenata Trolox-a (ET) u suhoj tvari
pocetnog uzorka te prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Obrada

rezultata napravljena je pomocu programa Microsoft Office Excel 2013.

4.3. Statisticka obrada podataka

Multivarijantna statisticka analiza- Metoda analize glavnih komponenti (engl. principal
component analysis- PCA) koriStena je kako bi se vizualizirao odnos izmedu sastava analiziranih
polifenolnih komponenti, antioksidacijske aktivnosti i ispitivanih uzoraka. Ova metoda temelji se na
korelaciji izmedu varijabli te grupira uzorke u glavne komponente (engl. principal components PCs).
Metoda daje opis odnosa izmedu varijabli te omoguéuje vizualizaciju njihovog odnosa, tj. dali su one
sli¢ne ili razlicite. Objekti koji su sli¢ni jedan drugome grupirat ¢e se zajedno, dok ¢e oni razli€iti biti
udaljeniji. PCA je primijenjena na set podatka nakon standardizacije (rezultat za svaki uzorak je oduzet
od srednje vrijednosti te podijeljen sa standardnom devijacijom) da bi sva mjerenja sveli na medusobno
usporedive vrijednosti. Zbog velikog broja ispitivanih parametara bioaktivnog sastava za provodenje
analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis), kao zavisne varijable izabrani su sljedeci
parametri: udjel suhe tvari, udjel masti, udjel proteina, udjel mineralnog ostatka, udjel ugljikohidratne
frakcije, udjel ukkupnih slobodnih ughljikohidrata, udjel glukoze, udjel fruktoze, udjel saharoze, ukupni
polifenoli, ukupni flavonoidi, ukupni neflavonoidi, ABTS, DPPH i HPLC.
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#8), 5. REZULTATI



5.1. Fizikalno-kemijski parametri sekundarnih biljnih sirovina

Tablica 5. Udjel (%) sekundarnih biljnih sirovina nastalih primarnom obradom namirnica i udjel (% +
SD) suhe tvari u istima

Pulpa Seéerne repe PSR 25 91,70+0,05
Ljuska oraha LjO 46 91,67+0,07
Kakaova ljuska KLj 10 91,11+0,01
Ljuska crvenog luka LjCL 21 89,26+0,05
Kora krumpira KK 22 90,68+0,01
Mahuna graska MG 52 89,11+0,30

Tablica 6. Parametri raspodjele veli¢ine ¢estica (um) sekundarnih biljnih sirovina

PSR 124,395 70,157 392,436 798,297
LjO 77,811 35,568 278,149 786,557
KLj 103,875 53,541 333,679 676,436
LjCL 148,491 85,504 343,329 683,139
KK 96,949 305,567 367,378 770,684
MG 128,265 83,459 344,289 820,075

55



5.2. Kemijski sastav sekundarnih biljnih sirovina

5.2.1. Udjeli osnovnih nutrijenata
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Slika 12. Udjel (mg/g s. tv.) masti u sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 13. Udjel (mg/g s. tv.) proteina u sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 14. Udjel (mg/g s. tv.) mineralnog ostatka (pepela) u sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 15. Udjel (mg/g s. tv.) ukupne sirove ugljikohidratne frakcije u sekundarnim biljnim sirovinama

mg/g s. tv.
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5.2.2.2. Sastav i udjeli slobodnih ugljikohidrata

Tablica 7. Udjeli (mg/g s. tv.) slobodnih ugljikohidrata nakon uzastopne vodene i etanolne ekstrakcije
sekundarnih biljnih sirovina (Soxhlet ekstrakcija)

PSR Ljo KLj LjCL KK MG

HO | 3,10£0,05 | 0,00£0,00 | 2,2540,15 | 16,83£0,32 | 3,48+0,13 | 28,13+141

Glukoza EtOH | 1,49£0,04 | 0,00£0,00 | 0,0040,00 = 10,40+0,18 | 1,67+0,06 | 5,11+0,13
(mg/g s. tv.)

ukupno | 4,59+£0,09 | 0,00£0,00 | 2,25+0,12 | 27,2240,51 | 5,15+0,19 | 33,24+1,54

HO | 4,0120,19 | 11,96+0,40 | 1,83+0,08 | 30,5140,65 | 3,70+0,07 | 19,38+0,36

Fruktoza EtOH | 1,48+0,03 | 0,00£0,00 | 0,00£0,00 | 20,18+0,20 | 3,04+0,05 | 3,21+0,13
(mo/g s. tv.)

ukupno | 5494022 | 11,49+£0,40 | 1,83+0,08 | 50,68+0,84 | 6,47+0,12 | 22,60+0,49

HO | 32,6743,67 | 1,5120,08 | 1,6840,40 | 7,52+0,01 | 35,08+0,47 | 23,75%1,60

Sanargza EtOH | 19,82+0,98 | 0,00:0,00 | 0,0040,00 | 6,82+0,57 | 33,82+2.82 | 6,75+0,10
(mg/g s. tv.)

ukupno | 52,49¢4.61 | 1,51£0,08 | 1,68+40,40 | 14,34+0,58 | 68,9139 | 30,50+1,70

UKUPNO (mo/gs. tv.) | 62,5744,91 | 13,47+0,48 | 5,76+0,61 | 92,2541,93 | 80,80+3,60 | 86,34+3,73
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5.2.2.3. Sastav i udjel polisaharida - kiselinska hidroliza
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Slika 22. Udjel (mg/g s. tv.) u kiselini netopljivog ostatka sekundarnih biljnih sirovina

LjCL KK MG
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@ Galaktoza 51 4,2 1.4 3,9 1,3 4.6
@ Galaktuonska kiselina 12,0 2,1 15,4 20,2 2,0 8,5

Slika 23. Sastav i udjeli (%) monomernih ugljikohidratnih jedinica u neutralnim hidrolizatima
sekundarnih biljnih sirovina
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5.3. Sastav i udjeli polifenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet sekundarnih

biljnih sirovina

Tablica 8. Udjeli (mg EGK/g s. tv.) ukupnih polifenola (UP), flavonoida (UF) i neflavonoida (UNF) te
antioksidacijski kapacitet (umol ET/g s. tv.), odreden DPPH i ABTS metodom, nakon uzastopne

ekstrakcije vodom i etanolom sekundarnih biljnih sirovina (Soxhlet ekstrakcja)

PSR Ljo KLj LjCL KK MG
up H.O 2,16+0,02 | 6,36+0,39 | 5,20+0,03 | 17,50+1,09 | 2,76+0,21 | 7,65+0,57
(mg EGK/g s. tv.)
EtOH 0,91+0,01 | 3,02+0,06 | 4,15+0,09 | 49,34+4,21 | 3,24+0,09 | 3,17+0,13
UE H.O 1,39+0,03 | 3,77+0,07 | 3,00+£0,02 | 11,79£1,08 | 0,99+0,07 | 2,72+0,15
(mg EGK/g s. tv.)
EtOH | 0,32+0,00 | 1,25+0,06 | 2,07+0,09 | 33,39+3,68 | 0,73£0,09 | 1,79+0,11
UNE H.O 0,77+0,04 | 2,59+0,32 2,20+0,00 5,71+0,00 1,774£0,14 | 4,93+0,42
(mg EGK/g s. tv.)
EtOH | 0,59+0,01 | 1,78+0,09 | 2,09+0,00 | 15,95+0,53 | 2,51£0,36 | 1,92+0,11
H.O 6,80+0,12 | 41,79+1,04 | 51,33+0,24 | 98,30+0,75 | 18,48+1,70 | 47,42+4,47
ABTS
(umol ET /g s. tv.)
EtOH 4,79+0,08 | 41,82+2,60 | 57,61+0,35 | 238,34+5,68 | 17,50+0,44 | 15,10+1,45
DPPH H.O 2,82+0,05 | 30,85+1,55 | 31,19+42,99 | 43,52+3,13 | 8,91+£0,94 | 18,86+1,82
(umol ET /g s. tv.)
EtOH 2,34+0,10 | 45,2143,78 | 36,90+0,06 | 126,69+6,10 | 8,97+0,21 | 4,87+0,41
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Tablica 9. Sastav i udjeli (ng/g s. tv.) fenolnih kiselina, flavonoida i metilksantina u sekundarnim biljnim sirovinama (Soxhlet ekstrakcija)

PSR Ljo KLj LjCL KK MG

Fenolne Kiseline (ng/gs. tv.)
Kava kiselina n.d. 21,88+0,30 2,28+0,07 n.d. 94,81+4,74 n.d.
Klorogenska kiselina n.d. n.d. 93,56+0,13 n.d. 872,64+3,17 n.d.
Ferulinska kiselina 3,81+0,05 n.d. n.d. n.d. 83,37+3,10 n.d.
p-kumarinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. 3,95+0,07 8,9240,41
Y derivata hidroksicimetne kiseline n.d. 19,31+2,04 n.d. n.d. 932,87+15,85 n.d.
Elaginska kiselina n.d. 563,57+24,94 n.d. n.d. n.d. n.d.
Galna kiselina 23,63+0,24 100,38+1,55 374,33+1,93 n.d. n.d. n.d.
Protokatehinska kiselina n.d. 122,21+13,06 257,42+5,93 3772,14+£79,97 58,31+5,46 64,44+0,76
Vanilinska kiselina 1,92+0,08 n.d. n.d. 27,16+0,29 7,60+0,32 2,64+0,07
> derivata hidroksibenzojeve kiseline n.d. 113,34+1,81 n.d. 98,85+4,66 n.d. 13,77+0,42
Flavonoidi (pg/gs. tv.)
Kvercetin n.d. n.d. n.d. 552,73+17,11 n.d. 8,44+0,11
>'derivata kvercetina n.d. 19,68+2,08 n.d. 8117,06+465,64 172,02+1,46 124,42+7,34
>'derivata luteolina n.d. n.d. n.d. 219,43+11,46 n.d. n.d.
Metilksantini (pg/gs. tv.)
Kafein n.d. n.d. 821,31+11,51 n.d. n.d. n.d.
Teobromin n.d. n.d. 6979,60+108,21 n.d. n.d. n.d.

UKUPNO (pg/g s. tv.) 29,36+0,37 960,37+45,78 8528,50£127,78 12787,37+£579,13 2225,57+34,17 222,63+9,11

*n.d. — nije detektirano
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Slika 25. Usporedba udjela (mg EGK/g s. tv.) ukupnih polifenola u razli¢ito pripremljenim
sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 26. Usporedba udjela (mg EGK/g s. tv.) ukupnih flavonoida u razli¢ito pripremljenim
sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 27. Usporedba udjela (mg EGK/g s. tv.) ukupnih neflavonoida u razli¢ito pripremljenim
sekundarnim biljnim sirovinama
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Slika 28. Usporedba antioksidacijskog kapaciteta (umol ET/g s. tv.) razli¢ito pripremljenih
sekundarnih biljnih sirovina, odredenog ABTS metodom

67



210

180 T

[N
(o)
o

[EN
N
o

[{e}
o

umol ET/g s. tv.

HH
H

(o2}
o

30

i

) — [ [

PSR Ljo KLj LjcL

KK

@ Konvencionalna ekstrakcija H20 @ Soxhlet ekstrakcija H20+EtOH

H

MG

Slika 29. Usporedba antioksidacijskog kapaciteta (umol ET/g s. tv.) razli¢ito pripremljenih
sekundarnih biljnih sirovina, odredenog DPPH metodom
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Tablica 10. Sastav i udjeli (ug/g s. tv.) fenolnih kiselina, flavonoida i metilksantina u sekundarnim biljnim sirovinama (konvencionalna ekstrakcija)

PSR Ljo KLj LjCL KK MG
Fenolne Kiseline (pg/gs. tv.)
Kava kiselina n.d. n.d. 1,36+0,00 n.d. 28,44+0,61 n.d.
Klorogenska kiselina n.d. n.d. 94,07+5,87 287,94+21,23 154,95+9,93 n.d.
Ferulinska kiselina 1,66+0,11 26,35+2,12 n.d. n.d. 5,86+0,27 n.d.
p-kumarinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. 2,65+0,10 7,03+0,76
>'derivata hidroksicimetne kiseline n.d. 80,6346,11 n.d. n.d. 46,76+0,52 n.d.
Elaginska kiselina n.d. 106,23+9,80 n.d. n.d. n.d. n.d.
Galna kiselina 18,01+1,23 44,92+4,14 224,31+20,19 n.d. n.d. n.d.
Protokatehinska kiselina n.d. 78,13+5,89 142,38+5,66 3086,22+122,57 n.d. n.d.
Vanilinska kiselina 6,4340,64 n.d. n.d. 76,84+7,86 n.d. n.d.
> derivata hidroksibenzojeve kiseline n.d. 31,82+2.91 n.d. n.d. 18,32+1,93 95,62+1,26
Flavonoidi (pg/gs. tv.)
Kvercetin n.d. n.d. n.d. 2409,48+148,91 n.d. n.d.
Y'derivata kvercetina n.d. 49,96+3,94 n.d. 2995,51+£189,55 n.d. 143,70+8,94
Y'derivata luteolina n.d. n.d. n.d. 1022,91+83,24 n.d. n.d.
Metilksantini (ng/g s. tv.)
Kafein n.d. n.d. 454,61+5,01 n.d. n.d. n.d.
Teobromin n.d. n.d. 4998,59+382,15 n.d. n.d. n.d.

UKUPNO (pg/gs. tv.) 26,10+1,98 418,04+34,91 5915,32+418,88 9878,90+573,36 256,98+13,36 246,35+10,96

*n.d. — nije detektiran
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5.4. Pregled sastava suhe tvari ispitivanih sekundarnih biljnih sirovina

) Pulpa Secerne repe >

Mi Ini
Proteini Ugljikohidrati o:;z::;l
o, [V
9,2% 85,0 % 4,7%

Bioaktivni
spojevi
0,5%

/

T 1
86,3 % ukupnih prehrambenih vlakana

Slika 30. Sastav suhe tvari pulpe Secerne repe
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Slika 31. Sastav suhe tvari ljuske oraha
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Slika 32. Sastav suhe tvari kakaove ljuske
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Slika 33. Sastav suhe tvari ljuske crvenog luka
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Slika 34. Sastav suhe tvari kore krumpira
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Slika 35. Sastav suhe tvari mahune graska

71



5.5. Statisti¢ka obrada rezultata

Tablica 11. Korelacije rezultata odredenih u (Soxhlet ekstrakcija) sekundarnim biljnim sirovinama

upP 1
UF 0,9982 1
UNF 0,9903 | 0,9802 1
ABTS | 09773 | 0,9770 | 0,9642 1
DPPH | 0,9115 | 0,9164 | 0,8874 | 0,9690 1

Tablica 12. Korelacije rezultata odredenih u (konvencionalna ekstrakcija) sekundarnim biljnim
sirovinama

upP 1
UF 0,9997 1

UNF 0,9996 | 0,9985 1

ABTS | 0,9902 | 0,9895 | 0,9903 1

DPPH | 0,9917 | 0,9931 | 0,9892 | 0,9928 1




Tablica 13. Rezultati analize glavnih komponenti sa svojstvenim vrijednostima i iznosima varijanci za

prve 4 glavne komponente (faktora)

Svojstvene vrijednosti 7,9135 3,4494 2,7634 0,8143 0,05932
% Ukupne varijance 52,75701 22,99587 18,42281 5,42879 0,39546
Udjel suhe tvari 0,741682 0,067101 -0,560437 0,319964 -0,170113
Udjel masti -0,194975 -0,897469 -0,392981 -0,039896 -0,022547
Udjel proteina 0,078558 -0,924275 0,357218 -0,104490 -0,031955
Udjel mineralnog ostatka -0,636189 -0,680721 0,241015 0,271509 0,008791
Udjel ugljikohidratne frakcije 0,185293 0,937976 -0,291588 -0,020641 0,020441
Udjel uk. slobodnih ugh. -0,439919 0,297825 0,829283 0,170202 -0,033050
Udjel glukoze -0,670866 0,042457 0,592435 -0,436875 -0,079355
Udjel fruktoze -0,928619 0,326245 0,122730 -0,115940 -0,052219
Udjel saharoze 0,352412 0,171658 0,748697 0,533759 0,029888
up -0,974108 0,171087 -0,085940 0,109203 -0,050314
UF -0,963233 0,175299 -0,119810 0,139501 -0,087393
UNF -0,985893 0,158912 -0,005935 0,037190 0,036665
ABTS -0,965052 0,055390 -0,248654 0,061123 0,006433
DPPH -0,876717 0,109268 -0,464066 0,018093 0,061186
HPLC -0,837525 -0,339555 -0,333047 0,265115 0,045257
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Faktor 2: 23,00%

-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6
Faktor 1: 52,76%

Slika 36. Graficki prikaz odnosa faktora 1 (PCA1) i faktora 2 (PCA2) za ispitivane sirovine s obzirom

na udjel parametara bioaktivnog potencijala
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&8 6 RASPRAVA




U ovom radu koriSteno je Sest sekundarnih biljnih sirovina: pulpa $eéerne repe, ljuska oraha,
kakova ljuska, ljuska crvenog luka, kora krumpira i mahuna graska. Sirovinama je nakon pocetne
pripreme odreden kemijski sastav u svrhu njihove detaljne karakterizacije, pri cemu je poseban naglasak
stavljen na karakterizaciju ugljikohidrata. Osim udjela osnovnih nutrijenata, sekundarnim sirovinama je
istrazen 1 bioaktivni potencijal analizama udjela polifenola te odredivanjem antioksidacijskog
kapaciteta. Detaljna karakterizacija ovih sirovina omogucit ¢e njihovo bolje upoznavanje kao

visokovrijednih materijala s velikim potencijalom za ponovno iskoristavanje.

6.1. Fizikalno-kemijski parametri sekundarnih biljnih sirovina

6.1.1. Udjel sekundarnih biljnih sirovina

Sekundarne biljne sirovine dobivene su primanom obradom, odnosno uklanjanjem nejestivih
dijelova cijelih plodova ili kao nusproizvod iz tehnoloskih procesa proizvodnje Secera i Cokolade. Osim
uzoraka koji su dopremljeni u gotovom obliku, tj. kao sekundarne sirovine (kakova ljuska- ljuska
kakaovog zrna i pulpa Secerne repe- osuseni i briketirani rezanci nakon ekstrakcije saharoze), ostali su
pripremljeni ¢iS¢enjem, pri ¢emu je odredena koli¢ina otpada kojinastaje, odnosno udjel sekundarne
sirovine u odnosu na cijeli plod (primarnu sirovinu). Rezultati udjela sekundarnih sirovina prikazani su
u tablici 5, pri éemu su za pulpu Secerne repe i kakovu ljuskuprikazani literaturni podaci. 1z rezultata je
vidljivo da se najmanja koli¢ina otpada (10 %) izdvaja prZzenjem kakaovog zrna, u obliku kakaove
ljuske, a najveci ¢is¢enjem plodova graska, gdje odvojene prazne mahune Cine vise od polovice ukupne
mase ploda (52 %). Takoder, vrlo velika koli¢ina otpada dobivena je odvajanjem jezgri oraha od ¢vrste
ljuske. Udjel ljusaka, odnono kora, koje nastaju ¢iS¢enjem glavica crvenog luka i gomolja krumpira

kreée se oko 20%.

6.1.2. Udjel suhe tvari

Sekundarne sirovine koje po svojoj prirodi nisu suhe (ljuska oraha) ili nisu dopremljene u suhom
obliku (kakova ljuska, pulpa Secerne repe), osusene su radi mikrobioloSke stabilizacije, buduci da se
radi o sirovinama visokog udjela organske tvari, a takoder i radi lakseg rukovanja uzorkom prilikom
homogenizacije i analiza. OsuSenim uzorcima odreden je udjel suhe tvari, a rezultati su prikazani tablici
5. Iz rezultata je vidljivo da su sve sirovine osuSene do udjela vlage od najvise 10 % Sto je dovoljno za

njihovo ¢uvanje na suhom mjestu bez opasnosti od promjene kemijskog sastava ili kvarenja.
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6.1.3. Raspodjela velicine Cestica

Osusene sekundarne biljne sirovine usitnjene sumljevenjem te im je ujednacena veli¢ina Cestica
prosijavanjem kroz sito veli¢ine pora 450 um. Sirovine su usitnjene u svrhu §to bolje homogenizacije te
minimiziranja utjecaja parametra veliine Cestica prilikom analiza. Takoder, usitnjavanjem cestica
postize se vecéa aktivna povrsina za izmjenu tvari, Sto je neophodno za efikasne ekstrakcijske postupke.
Raspodjela veli¢ine Cestica odredena je pomocu Mastersizer 2000 analizatora, a dobiveni parametri
(tablica 6) uklju¢uju: Sauterov promjer D [3,2], koji predstavlja specifiécnu dodirnu povrsinu,
odnosnoukupnu dodirnu povrSinu svih Cestica podijeljenu s masom uzorka; d(0,1), koji predstavlja
promjer ¢estice od kojeg 10% svih Cestica uzorka ima manji promjer; d(0,5), koji predstavlja promjer
Cestice od kojeg 50 % svih Cestica uzorka ima veci promjer i 50% svih Cestica uzorka ima manji promjer,
te d(0,9), koji predstavlja promjer Cestice od kojeg 90 % svih Cestica uzorka ima manji promjer. Iz
tablice 6 vidljivojeda je postignuta relativno uniformna raspodjela veli¢ine ¢estica uzoraka prema svim

parametrima, ¢ime je potvrdena jednolika usitnjenost svih sirovina.

6.2. Kemijski sastav sekundarnih biljnih sirovina

6.2.1. Udjeli osnovnih nutrijenata
6.2.1.1. Udjel masti

Udjeli masti sekundarnih biljnih sirovina prikazani su na slici 12. 1z rezultata je vidljivo da
analizirane sekundarne biljne sirovine opcenito sadrze vrlo niske udjele masti. Najnizi udjel masti
odreden je u ljusci oraha, gdje iznosi 4,93 mg/g s. tv., a slijede kora krumpira s 4,98 mg/g s. tv., pulpa
Secerne repe s 5,50 mg/g s. tv., mahuna graska s 7,54 mg/g s. tv., ljuska crvenog luka s 9,99 mg/g s. tv.
te kakaova ljuska s najve¢im udjelom masti, 24,46 mg/g s. tv. Referentni literaturni podaci pokazuju
vrijednosti od 1 mg/g za koru krumpira (Singh i Saldana, 2011), 1-2 mg/g sirovine (Sun i Hughes, 1998;
Wang i sur., 2002) za pulpu Secerne repe, 13 mg/g s. tv. sirovine za mahunu graska (Meteos-Aparicio i
sur., 2010), 5,22 mg/g sirovine za ljusku crvenog luka (Ko i sur., 2011) te 22,7 mg/g sirovine za kakaovu

ljusku (Yapo i sur., 2013), $to je u skladu s rezultatima dobivenima u ovom radu prema redu veli¢ine.

6.2.1.2. Udjel proteina

Udjel proteina u sekundarnim biljnim sirovinama odreden je metodom po Kjeldahl-u, a rezultati

su prikazani na slici 13. 1z rezultata je vidljivo da neke sekundarne biljne sirovine sadrze relativno visok
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udjel proteina, kao $to su kakaova ljuska (181,50+1,03 mg/g s. tv.), i mahuna graska (146,61+0,70 mg/g
S. tv.). Najmanji udjel proteina medu analiziranim sirovinama sadrzi ljuska oraha (12,88+1,92 mg/g s.
tv.). Udjeli proteina odredeni u ovom radu prema redu veli¢ine su sukladni dostupnim literaturnim
podacima koji iznose: 15 g/100g za kakaovu ljusku (Bonvehi i Coll, 1999), 10,8 g/100g s. tv. za mahunu
graska (Meteos-Aparicio i sur., 2010), 13,9 % za koru krumpira (Mohdaly i sur., 2010), oko 10 % (Sun
i Hughes, 1998; Mohdaly i sur., 2010) za pulpu Secerne repe i 3,98 % za ljusku crvenog luka (Ko i sur.,
2011). S obzirom na nedostatak literaturnih podataka o udjelu proteina u ljusci oraha, rezultati su
usporedeni udjelom proteina u ljusci engleskog ljesnjaka (1,3 g/100g) (Wartelle i Masrhall, 2000).

6.2.1.3. Udjel mineralnog ostatka

Udjel mineralnog ostatka u sekundarnim biljnim sirovinama odreden je gravimetrijski nakon
suhe mineralizacije uzorka do konstantne mase. Rezultati analize prikazani su na slici 14 te je iz njih
vidljivo da udjel pepela uvelike ovisi o vrsti sirovine te za sve analizirane sirovine iznosi manje od 10
%. Najveéi udjel odreden je u ljusci crvenog luka (93,48 mg/g s. tv.), kojeg slijedi kakaova ljuska,
takoder s relativno visokim udjelom, dok je najmanji udjel odreden u ljusci oraha (10 mg/g s. tv.).
Rezultati dobiveni u ovom radu sukladni su referentni literaturnim podacima udjela mineralnog ostatka
u sekundarnim biljnim sirovinama, koji pokazuju vrijednosti od 7,1 % za ljusku crvenog luka (Ko i sur.,
2011), 8 % za kakaovu ljusku (Yapo i sur, 2013), 8,48 % za koru krumpira (Mohdaly i sur., 2010), 6,6
g/100 g za mahunu graSka (Meteos-Aparicio i sur., 2010), 3,7 % za pulpu Secerne repe (Sun i Hughes,
1998) te 1,1 g/100 g za ljusku engleskog ljesnjaka (Wartelle i Marshall, 2000) (s obzirom na nedostatak

literaturnih podataka za ljusku oraha).

6.2.1.4. Udjel sirove ugljikohidratne frakcije

Udjel sirove ugljikohidratne frakcije sekundarnih biljnih sirovina odreden je indirektno, uz
pretpostavku da se organski materijal u biljnim sirovinama sastoji od 4 osnovne skupine: masti, proteina,
ugljikohidrata i mineralnog ostatka. Prema tome, udjeli ugljikohidratne frakcije izraCunati su
oduzimanjem udjela masti, proteina i mineralnog ostatka odredenih u suhoj tvari od 100 %, te su
prikazani na slici 15. Naziv sirova ugljikohidratna frakcija koristi kako bi se istaknuo kompleksni i
prvenstveno neprocisceni sastav ove frakcije, buduéi da je indirektno odredena. Iz rezultata je vidljivo
da je sirova ugljikohidratna frakcija u analiziranim sirovinama udjelom najdominantnija, s prosjekom
udjela od 82,9 % suhe tvari sirovina, $to nije iznenadujuce obzirom na biljno podrijetlo istih. Najveci

udjel sirove ugljikohidratne frakcije sadrzi ljuska oraha (972,01 mg/g s. tv.), zatim pulpa Seéerne repe
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(856,34 mg/g s. tv.), ljuska crvenog luka (827,34mg/g s. tv.), kora krumpira (828,01 mg/g s. tv.), mahuna
graSka (782,89 mg/g s. tv.) te kakaova ljuska (702,99 mg/g s. tv.). Literaturni podaci za udjel
ugjikohidrata pulpe Secerne repe pokazuju sli¢ne vrijednosti dobivenima u ovom istrazivanju: 78,9 %
(Sun i Hughes, 1998) te 75-80 % (Michel i sur., 2006). Sto se ti¢e ljuske crvenog luka, referentni
literaturni podaci pokazuju puno nize vrijednosti udjela ukupnih ugljikohidrata, 47,6 % (Ko i sur., 2011),
amogucirazlog tome je razlika u sastavu sekundarnih sirovina, budu¢i da je u ovom radu sirovina ljuske
luka sadrzavala i znatan udjel otpadne pulpe te vrine dijelove ploda i korjencice, za razliku od materijala
uradu Ko i sur. (2011), gdje je koristena samo vanjska crvena suha ljuska. Za koru krumpira takoder su
pronadene nize vrijednosti udjela ugljikohidrata, 56,2 % (Mohdaly i sur., 2010), medutim, te vrijednosti
su izraZene na ukupnu masu sirovine i pri tome su rezultati prividno manji u odnosu na rezultate izrazene
na suhu tvar uzorka (kako je prikazano u ovom radu), zbog udjela vode. Podaci za mahunu graska
(Meteos-Aparicio i sur., 2010) pokazuju udjel od 81,3 %, $to je u skladu s rezultatima dobivenima u
ovom radu, dok su referentni literaturni podaci za kakaovu ljusku nesto visi (80 % prema Yapo i sur.

(2013)).

Obzirom da ugljikohidratna frakcija potjece uglavnom iz stani¢nih stijenki biljnih materijala,
gdje se nalazi u vrlo kompleksnim strukturama, provedene su daljnje analize ove frakcije u svrhu
dobivanja detaljnijeg uvida u sastav i prirodu ugljikohidratnih komponenata koje ju sacinjavaju.
Detaljna karakterizacija takoder je vazna i sa potencijalno funkcionalnog aspekta, ¢ime se omogucava
bolje poznavanje ugljikohidratnog sastava sirovine kako bi se lakSe mogli optimirati tehnoloski postupci
pripreme i izdvajanja funkcionalnih ugljikohidratnih jednica, kao $to su oligosaharidi s prebiotickim
svojstvima. Karakterizacija sirove ugljikohidratne frakcije provedena je na temelju enzimske i

kiselinske hidrolize te ekstrakcije sirovina u polarnim otapalima do iscrpljenja.

6.2.2. Sastav sirove ugljikohidratne frakcije sekundarnih biljnih sirovina

Odredivanje udjela i sastava polisaharida u biljnim materijalima prestavlja analiticki izazov
zbog njihove prirode i bioloske uloge, koje uvjetuju kompleksne strukture u stani¢noj stijenci. Analiticki
postupci za odredivanje polisaharida zbog toga zahtijevaju proc¢is¢avanje kompleksnih matriksa (kao §to
je biljni) kako bi se materijal $to bolje pripremio za analize. U ovom radu su u tu svrhu koriStene
uzastopne ekstrakcije petroleterom, vodom i etanolom u aparaturi po Soxhletu, nakon ¢ega je dobivena
sirovafrakcijapolisaharida kojaje zatim koristenaza daljnje analize sastavaistih, dok su se u ekstraktima
(vodenim i etanolnim) izdvojili slobodni ugljikohidrati. Takoder, u ovom radu su polisaharidi odredeni

i kao vlakna, selektivnim izdvajanjem primjenom enzima.
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6.2.2.1. Udjel netopljivih i topljivih vlakana - enzimska hidroliza

Enzimskom hidrolizom sekundarnih biljnih sirovina, ugljikohidratna frakcija karakterizirana je
obzirom na udjel netopljivih i topljivih vlakana. Dobiveni rezultati preracunati su na udjel u sirovoj
ugljikohidratnoj frakciji (slike 16-21), a ukazuju na udjel polisaharida u uzorcima. Iz prikazanih
rezultata moze se vidjeti da je u svim uzorcima dominantan udjel netopljivih vlakana koji je visestruko
veci od udjela topljivih vlakana, karakteristicno za svaku pojedinu sirovinu. Ljuska oraha sadrzi najveci
udjel netopljivih vlakana (93,6 %) $to je u skladu s visokim udjelima lignina, celuloze i hemiceluluoze
(Kar, 2011). Takoder, ova sirovina sadrzi najmanji udjel topljivih vlakana (2,6% ).Najmanji udjel
netopljivih vlakana sadrzi kora krumpira (46,9 %), medutim, ova sirovina sadrzi zna¢ajan udjel topljivih
vlakana (15,9 %). Zbog nedostatka literaturnih podataka, usporedba s referentnim vrijednostima u ovom
slucaju nije moguca. Pulpa Seéerne repe isti¢e se najve¢im udjelom topljivih vlakana od 29,6 %, te s
najmanjim omjerom topljivih i netopljivih vlakana koji iznosi 1,92 u korist netopljivih vlakana. Prema
literaturnim podacima, sadrzaj polisaharida u pulpi Secerne repe je sljedeci: 22-30 % celuloze, 25-30 %
hemiceluloze (uglavnom arabinani i (arabino) galaktani) i 25 % pektina, §to odgovara dobivenim
rezultatima uz pretpostavku da se topljiva vlakna sastoje pretezito od pektina, a netopljiva od celuloze i
hemiceluloze. Kakaova ljuska, osim §to sadrzi visoki udjelnetopljivih vlakana (76,0 %), bogat je izvor
i topljivih vlakana (21,0 %). Udjel netopljivih vlakana ove sirovine 3,62 puta jeveci od topljivih, Sto se
moze usporediti s rezultatima Yapo i sur. (2013), koji su odredili omjer 4,17 u korist netopljivih vliakana.
Rezultati udjela vlakana za mahunu graska pokazuju 65,5 % netopljivih i 4,3 % toljivih vlakana, §to je
u skladu s rezultatima Mateos-Aparicio i sur. (2010), gdje je dobiveni udjel netopljivih vlakana iznosio
54,5 %, a udel topljivih vlakana 4,2 %. Nesto visi udjeli odredeni su za sirovinu kakaove ljuske, 70,1 %

za netopljiva i 7,4 % za topljiva vlakna.

6.2.2.2. Udjel i sastav slobodnih ugljikohidrata - ekstrakcija polarnim otapalima

Sirova polisaharidna frakcija pripremljena je odmaséivanjem sekundarnih biljnih sirovina
petroleterom, nakon cega je uslijedila uzastopna ekstrakcija polarnim otapalima, vodom i etanolom, u
aparaturi po Soxhletu, kako bi se izdvojili slobodni ugljikohidrati (polarni spojevi). Analizom dobivenih
vodenih i etanolonih ekstrakata HPLC tehnikom s RI detekcijom odreden je sastav i udjel istih, a
rezultati su prikazani u tablici 7. Iz rezultata je vidljivo da slobodne ugljikohidrate saCinjavaju 3
komponente: glukoza, fruktoza i saharoza, pri ¢emu njihovi udjeli u suhoj tvari uvelike ovise o vrsti
sirovine. Vodenom ektrakcijom izdvojeno je vise slobodnih ugljikohidrata nego etanolnom, medutim to
ne govori o selektivnosti otapala, ve¢ je razlog tome redoslijed ekstrakcija (ekstrakcije su bile
uzastopne).
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Ukupno najvise ekstraktibilnih ugljikohidrata odredeno je u ljusci crvenog luka (92,25 mg/g s.
tv.), a slijede ih uzorci mahune graska (86,34 mg/g s. tv.), kore krumpira (80,80 mg/g s. tv.), pulpe
Secerne repe (62,57 mg/g s. tv.), ljuske oraha (13,47 mg/g s. tv.) i kakaove ljuske (5,76 mg/g s. tv.) kao
sirovine u kojoj je odreden najmanji udjel slobodnih ugljikohidrata. Ove vrijednosti slijede udjele
slobodnih ugljikohidrata u sirovoj ugljikohidratnoj frakciji, redom: 11,1 % (LjCL), 11 % (MG), 9,8 %
(KK), 7,3 % (PSR), 2,6 % (LjO) i 0,8 % (KLj) (slike 16-21), §to je dobar pokazatelj da se za vecinu
sirovina ove komponente ne mogu zanemariti, odnosno, time se potvrduje opravdanost ekstrakcija u
svrhu procis€avanja sirovina za daljnje analize. Razmatraju¢i pojedinacne komponente slobodnih
ugljikohidrata, iz tablice 7 moZe se vidjeti da mahuna graska sadrzi najvisi udjel glukoze (33,24 mg/g s.
tv.), §to je primjenjivo i za ljuskucrvenog luka (27,22 mg/g s. tv.). Ljuska oraha jedina je sirovina u kojoj
nije detektirana glukoza, dok se u slucaju kakaove ljuske sva glukoza ekstrahirala ve¢ tijekom prve
ekstrakcije (vodene). Najvisi udjel fruktoze odreden je u ljusci crvenog luka (50,68 mg/g s. tv.).
Saharoza je odredena u navisem udjelu u kori krumpira (68,91 mg/g s. tv.), a slijedi ju pulpa Se¢erne
repe s udjelom od 52,49 mg/g s. tv., odnosno otprilike 5 % na suhu tvar osuSenih i briketiranih rezanaca,

Sto predstavlja udjel neekstrahirane saharoze koji zaostaje prilikom proizvodnje konzumnog Secera.

6.2.2.3. Udjel i sastav polisaharida - kiselinska hidroliza

Sirove polisaharidne frakcije sekundarnih biljnih sirovina (dobivene nakon odmaséivanja i
ekstrakcije polarnim otapalima) podvrgnute su postupku hidrolize sa sumpornom kiselinom, prilikom
¢ega dolazi do neselektivnog cijepanja glikozidnih veza unutar polisaharida te oslobadanja i solvatacije
monosaharidnih jedinica koje ih sacinjavaju. Nakon hidrolize, dobiveni monosaharidi se izdvajaju u
topljivom dijelu u obliku filtrata, dok se u kiselini netopljivi ostatak izdvaja kao talog na filteru. Prema
rezultatima prikazanima naslici 22 vidljivo je da postoje velike razlike u udjelima ostatka netopljvog u
kiselini, a najve¢i udjeli odredeni su za uzorke ljuske oraha (348,18+2,85 mg/g s. tv.), kakove ljuske
(259,12+17,42 mg/g s. tv.)i mahune graska (110,01+2,74 mg/g s. tv.), dok su za preostale uzorke udjeli

istih iznosili manje od 5 % suhe tvari pocetne sirovine.

Tankoslojna kromatografija visoke ucinkovitosti (HPTLC) pokazala se kao dobra tehnika za
razdvajanje monosaharidnih komponenata u neutralnim hidrolizatima, pri ¢emu su kromatografski
uvjeti optimirani u svrhu §to boljeg razdvajanja, kojim se omogucuje i to¢nija kvantifikacija. S obzirom
na strukturnu sli¢nost nekih monosaharida, selektivnost je bilo tesko posti¢i, pri ¢emu se postupak
impregnacije silika gel ploce s natrijvim dihidrogenfosfatom, nakon utvrdivanja optimalnog sastava
otapala za razvijanje, pokazao vrlo ucinkovitim u tu svrhu. Rezultati tankoslojne kromatografije

omogucili su uvid u sastav hidroliziranih polisaharida (slika 23) te izratun udjela pojedinih
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identificiranih monosaharida, odnosno odredivanje izraGunatog udjela polisaharida (slika 24). HPTLC
tehnikom uz postkromatografsku derivatizaciju identificirano je ukupno 5 monosaharida i 1 uronska
kiselina: galaktoza, glukoza, manoza, arabinoza i ksiloza te galakturonska kiselina, od ¢ega su
galakturonska kiselina, galaktoza i glukoza zajednicki konstituenti za sve sekundarne sirovine, dok se
manoza, arabinoza i ksiloza pojavljuju samo u nekima (slika 23). Relativni odnosi, odnosno
zastupljenost monosaharidnih jedinica, znacajno variraju u ovisnosti o vrsti sirovine. Obzirom na
kompleksni sastav teSko se temeljem ovih podataka moZze zakljuciti o to¢nim udjelima polisaharida
poput celuloze, hemiceluloze i pektina, medutim, njihova prisutnost moze se procijeniti obzirom na
pojedine monosaharidne frakcije. Analizom sastava monosaharida utvrden je dominantan udjel
glukanske frakcije, zastupljene u prosjeku oko 76 % (s izuzetkom uzorka pulpe Secerne repe- 65 % i
kore krumpira- 95,5 %). Visoki udjel glukanske frakcije (njenog najveceg dijela) moze takoder indicirati
dominantnu prisutnost celuloze, izuzev uzorka kore krumpira, kod kojeg se pretpostavlja da glukanska
frakcija potjeCe pretezno od Skroba, buduéi da kora sadrzava i zna¢ajan udjel pulpe, za koju je poznato
da obiluje ovim polisaharidom. Hemiceluloza i pektin su heteropolimeri za razliku od celuloze i
sadrzavaju nekoliko vrsta monosaharida u medusobno razliCitim omjerima, §to znatno otezava
njihovoodredivanje iz monosaharidnog sastava, medutim, njihova prisutnost mozZe se procijeniti iz
udjela galaktoronske kiseline i ksiloze kao najzastupljenijih komponenata. Na slici 23 moze se vidjeti
da uzorak pulpe Secerne repe, uz glukansku frakciju, obiluje arabinanskom i galakturanskom frakcijom.
Za ljusku oraha utvdeno jeda sadrazava najveci udjel ksilanske frakcije, a slijedi ju uzorak mahune
graska. Osim ve¢ navedene pulpe Secerne repe, sirovine kakaove ljuske, ljuske crvenog luka i mahuna
graSka takoder imaju relativno visoku zastupljenost galakturonske kiseline, s ljuskom crvenog luka kao
najbogatijim izvorom (20,2 %).

Na slici 24 prikazani su teorijski i izraCunati udjeli polisaharida u suhoj tvari pojedinih
sekundarnih biljnih sirovina. Teorijski udjel izracunat je indirektno bilanciranjem raspodjele suhe tvari
prilikom kiselinske hidrolize i prema tome je dobiven kao razlika mase suhe tvari koja ulazi u hidrolizu
i mase ostatka netoljivog u kiselini. Izracunati udjel odreden je kao zbroj kvantificiranih monosaharidnih
komponenata u neutralnim hidrolizatima. Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da je izracunati udjel
polisaharida, osim u slucaju ljuske oraha i kore krumpira, nizi ili priblizno jednak teorijskom. To se
moze objasniti razli¢itom podloZznosti pojedine sirovine hidrolitickim uvjetima, koji su ukljuc¢ivali nisku
pH-vrijednost, poviseni temperaturu (121 °C) i poviseni tlak (>1bar nadtlaka). Uzevsi u obzir da razli¢iti
polisaharidi mogu biti manje ili viSe otporni na navedene hidroliti¢ke uvjete, te obzirom na razli¢it
polisaharidni sastav sirovina ($to je vidljivo iz razli¢itog sastava monosaharida nakon hidrolize), za
uzorke koji pokazuju nizu izraunatu vrijednost polisaharida od teorijske, moze se pretpostaviti da je
tijekom hidrolize pri zadanim uvjetima do$lo do daljnje razgradnje oslobodenih monomera, stose
posljedi¢no manifestira kao kvantitativni gubitak monosaharida. Budu¢i da se prilikom hidrolize dogada

adicija molekule vode na mjesu glikozidne veze, suma oslobodenih glikozilnih ostataka ima vecu masu
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nego odgovarajuéi polisaharid. Prema tome, kada uvjeti hidrolize ne pridonose stvaranju degradativnih
produkata hidrolize monosaharida, njihovom kvantifikacijom na odgovarajuci polisaharid se dobiva
udjel veci od 100%, u ovom radu vidljivou slucaju sirovina ljuske oraha i kore krumpira.Takoder,
usporedbom teorijskog udjela polisaharida (slika 24) i udjela sirove ugljikohidratne frakcije (slika 15),
moze se vidjeti da su vrijednosti za udjel sirovih ugljikohidrata vece, Sto je u skladu s obzirom na
rezultate udjela slobodnih ugljikohidrata, koji su uklonjeni prilikom pripreme uzoraka za kiselinsku

hidrolizu.

6.3. BioloSki aktivni spojevi u sekundarnim biljnim sirovinama

Soxhlet ekstrakcija vodom i etanolom provedena je primarno u svrhu izdvajanja slobodnih
ugljikohidrata, ali s obzirom na neselektivnost koriStenih otapala, izdvojene su i druge polarne
komponente.Kao najzanimljivijamedu njima, je skupina polifenolnih spojeva, sekundarnih biljnih
metabolita za koje je poznata znakovita bioloska aktivnost, u prvom redu kao snaznih antioksidansa.
Zbog toga je u vodenim i etanolnim ekstraktima odreden udjel ukupnih polifenola, flavonoida i
neflavonoida reakcijama s Folin-Ciocalteau reagensom, zatimsastav polifenolnih spojeva HPLC-PDA
metodom te antioksidacijski kapacitet ABTS i DPPH metodama.

S obzirom da se radi o spojevima od velike bioloSke vaznosti, ispitane su i druge ekstrakcijske tehnike
kako bi posluzile za usporedbu ekstrakcijskih u¢inkovitosti i utvrdile smjernice za optimizaciju postupka

ektrakcije polifenolnih spojeva iz sekundarnih biljnih sirovina.

6.3.1. Udjeli ukupnih polifenola, flavonoida i neflavonoida

Udjeli ukupnih polifenola, neflavonoida i flavonoida usekundarnim biljnim sirovinama,

dobivenihSoxhlet ekstrakcijama, prikazani su u tablici 8.

Najveci udjel ukupnih polifenola koji se ekstrahiraju uzastopnim Soxhlet ekstrakcijama vodom
i etanolom odreden je u ljusci crvenog luka (17,5£1,09 mg EGK/g s. tv. u vodenom i 49,34+4,21 mg
EGKI/g s. tv. u etanolnom ekstraktu), $to je ujedno daleko najve¢i udjel u odnosu na druge sirovine.
Najmanji udjel odreden je u pulpi SeCerne repe, a poredak ostalih sirovine prema ukupnom udjelu
ukupnih polifenola prikazan je padaju¢im nizom: MG > LjO > KLj > KK. Obzirom da se prilikom
Soxhlet ekstarkcija biljni material ekstrahirao uzastopno, odnosno ekstrakcija etanolom slijedila je

nakon ekstrakcije vodom iz istog uzorka, u pravilu su dobivene nize vrijednosti udjela ukupnih
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polifenola u etanolnim ekstraktima, s iznimkama ljuske crvenog luka i kore krumpira. Nize vrijednosti
nisu neuobicajene obzirom da je sekundarna ekstarkcija provedna na djelomi¢no iscrpljenim uzorcima,
medutim, vise vrijednosti upuéuju na bolju selektivnost etanola kao otapala za ekstrakciju nekih
polifenolnih spojeva. Literaturni podaci pokazuju razlicite vrijednosti udjela ukupnih polifenola u nekim
sekundarnim biljnim sirovinama. Tako su Martinez i sur. (2012) odredili 206,67 do 227,00 mg EGK/100
g s. tv.u uzorku kakaove ljuske, dok suYapo i sur. (2013) u istoj sirovini odredivali ukupne polifenole u
ekstraktima dobivenima sa cetiri razli¢ita organska otapala (aceton, kloroform, etanol, metanol) i
odredili ukupno 68,93 mg EGK/g s. tv. uzorka. Ukupne polifenole u kori razli¢itih sorti krumpira su
odredivali Al-Weshahy i Rao (2009) pripremom metanolnih ekstrakata te su dobili rezultate u rasponu
od 1,51 do 3,32 mg EGK/g s. tv. uzorka, dok su Mohdaly i sur. (2009) u metanolnim ekstraktima kore
krumpira dobili rezultate udjela od 2,91mg EGK/g s. tv. uzorka te 1,79 mg EGK/g s. tv. uzorka za pulpu
SeCerne repe. Rezultati dobiveni u ovom radu uglavnom su sukladni rezulatatima prethodnih
istrazivanja, a neka neslaganja, kao u primjeru kakaove ljuske, mogu se pripisati razli¢itim
ekstrakcijskim uvjetima te bioloskim karakteristikama sirovine i njezinoj pripremi, $to zasigirno ima

presudnu ulogu u konaénom ekstrakcijskom iskoristenju.

Udjeli ukupnih flavonoida ekstrahiranih vodom i etanolom dobro koreliraju s udjelom ukupnih
polifenola te je prema tome najveca vrijednost odredena u ljusci crvenog luka (11,79+1,08 mg EGK/g
S. tv. za vodeni ekstrakt i 33,39+3,68 mg EGK/g s. tv. za etanolni ekstrakt), $to ujedno ¢ini otprilike
68% ukupnih polifenola. Manja odstupanja u korelaciji s ukupnim polifenolima vidljiva su sluc¢aju
mahuna graska te ljuske oraha i kakaove ljuske, gdje je u zadnjim sirovinama odreden visi udjel ukupnih
flavonoida, Sto govori o vecoj zastupljenosti istih u ukupnim polifenolima.Najmanji udjel ukupnih
flavonoida odreden je u pulpi Se¢erne repe i kori krumpira. Jednako kao i kod ukupnih polifenola, vodeni
ekstakti pokazuju vece vrijednosti udjela flavonoida, osim za ljusku crvenog luka, $to ukazuje na bolju

selektivnost etanola kao ekstrakcijskog otapala za izolaciju flavonoida iz ove sirovine.

Buduc¢i da su ukupni flavonoidi odredeni indirektno iz udjela ukupnih polifenola i ukupnih neflavonoida,
odnos izmedu ove 3 veli¢ine direktno je povezan, a obzirom na utvrdenu dobru korelaciju ukupnih
flavonoida i polifenola, isti trendovi promjene udjela u ovisnosti o vrsti sirovine mogu se primijeniti i

na ukupne neflavonoide (tablica 8).

6.3.2. Antioksidacijski kapacitet

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta,odredenog ABTS i DPPH metodama u vodenim i
etanolnim Soxhlet ekstraktima sekundarnih biljnih sirovina, prikazani su u tablici 8. Iz rezultata je
vidljivo da najveéi antioksidacijski kapacitet, prema ABTS metodi, ima ljuska crvenog luka i to
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238,34+5,68 umol ET/g s. tv. za etanolni ekstrakt i 98,30+0,75 umol ET/g s. tv. za vodeni ekstrakt. Isti
poredak dobiven je i za rezultate odredene DPPH metodom, s vrijednostima 43,52+3,13 umol ET/g s.
tv. za vodeni ekstrakt ljuske crvenog luka i 126,69+6,10 umol ET/g s. tv. za etanolni ekstrakt ljuske
crvenog luka,kao najvecihvrijednosti, te 2,82+0,05 umol ET/g s. tv. za vodeni ekstrakt pulpe Secerne
repe i 2,34+0,10 pumol ET/g s. tv. za etanolni ekstrakt pulpe Se¢erne repe, kao najmanjihvrijednosti.
Opéenito, rezultati antioksidacijskog kapaciteta vrlo dobro koreliraju s udjelima ukupnih flavonoida i
ukupnih polifenola (tablica 11). Iako su vrijednosti dobivene DPPH metodom nesto nize od onih koje
su dobivene ABTS metodom, koriStene metode ,,gasenja“ slobodnih radikala pokazujujednake trendove
promjene antioksidacijskog kapaciteta za razliCite sirovine. Manje nepravilnosti u korelaciji
antioksidacijskog kapaciteta i udjela ukupnih polifenola, mogu se primijetiti za uzorke ljuske oraha i
kakove ljuske, gdje je odreden veci antioksidacijski potencijal etanolnih ekstrakata iako je u istima
odredeno manje ukupnih polifenola. Takva odstupanja prvenstveno su uvjetovana kompleksnoscu
ekstrakata i razli¢itom selektivno$¢éu koristenih reagensa.Prema dostupnim literaturnim podacima
vidljiva je sukladnost rezultata dobivenih u ovom radu s prethodnim istrazivanjima. Yapo i sur. (2013)
odredivali su ukupni antioksidacijski kapacitet ABTS metodom u kakaovoj ljusci i dobili rezultate vrlo
sli¢ne ovom istrazivanju, 51,87 umol ET/g s. tv. uzorka, dok su Martinez i sur. (2012) su u ekstraktima
kakove ljuske odredili antioksidacijski kapacitet DPPH metodom u rasponu od 18,40 do 21,37 pmol
ET/g s. tv. Al-Weshahy i Rao (2009) su u ekstraktima kore razli¢itih sorti krumpira odredili
antioksidacijski kapacitet ABTS metodom u rasponu od 0,28 do 0,55 mmol ET/g s. tv. uzorka.

6.3.3. Sastav i udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva i metilksantina

Rezultati HPLC analize ukupno ekstrahiranih polifenolnih spojeva i metilksantina uzastopnim

ekstrakcijama vodom i etanolom u aparaturi po Soxhletu, prikazani su u tablici 9.

Najmanja raznolikost i udjel polifenolnih spojeva odredena je za uzorak Secerne repe, $to je u
skladu s najnizim udjelima ukupnih polifenola odredenih Folin-Ciocalteau metodom. Od pojedninaénih
spojeva identificirane su jedino fenolne kiseline: ferulinska,galna i vanilinska kiselina, od kojih je navise
zastupljena bila upravo galna kiselina (23,63+£0,24 pg/g s. tv.).Referentni literaturni podaci takoder
pokazuju prisutnost ferulinske (Schieber i sur., 2001) i vanilinske kiseline u ovoj sirovini, s tom razlikom
da je vanilinska kiselina odredena kao dominantna. Sun i Hughes (1998) takoder navode prisutnost p-
kumarinske kiseline i derivata hidroksibenzojevih kiselina, medutim, u ovom radu ti spojevi nisu

detektirani.

U ekstraktima ljuske oraha identificirane su fenolne kiseline i neki flavonoidi (tablica 9). Od

fenolnih kiselina odredene su: kava kiselina, derivati hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina te
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claginska, galna i protokatehinska kiselina.Detektirani flavonoidi izraZeni su kao derivati kvercetina.
Iz navedenih rezultata je vidljiva najveca zastupljenost elaginske kiseline, naspram svih spojeva, koja je
ujedno pronadena samo u ovom uzorku. Prema literaturi (Oliveira i sur., 2008), ljuska oraha obiluje
vanilinskom i ferulinskom kiselinom, koje nisu detektirane u ovom radu, ali su odredene kava, elaginska

i protokatehinska kiselina, sukladno navedenom istrazivanju.

Dominantan polifenolni spoj u kakovoj ljusci je galna kiselina (374,33+1,93 pg/g s. tv.), koja je
ujedno i najbogatiji izvor iste medu analiziranim sirovinama. Osim galne kiseline, kakaova ljuska sadrzi
jos 1 kava, klorogensku i protokatehinsku kiselinu. Uzorak kakaove ljuske jedini sadrzi metilksantine
teobromin i kafein koji su zastupljeni u znac¢ajnom udjelu (6979,60+108,21 pg/g s. tv. teobromina i
821,31+11,51 pg/g s. tv. kafeina). Literaturni podaci navode brojne polifenolne spojeve sadrzane u
kakaovom plodu, medutim,kakaova ljuska posebno nije dovoljno istrazena u tom smislu. Podaci
Vriesmannai sur. (2011) navode prisutnost metilksantina teobromina i kafeina u kakovoj ljusci, a upravo
visoki udjel ovih spojeva moze biti razlog pove¢anog antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na udjel
ukupnih polifenola (tablica 8). Ljuskacrvenog luka obiluje protokatehinskom kiselinom
(3772,14+£79,97ug/g s. tv.) te je najbogatiji izvor flavonoida medu analiziranim sirovinama, 0d kojih
seposebice posebice isti¢e kvarcetin (552,73+17,11 pg/g s. tv.) injegovi derivati (8117,06+:465,64 ug/g
s. tv.), dok su derivati luteolinazastupljeni u manjem udjelu. Dobiveni rezultati sukladni su referentnim
literaturnim podacima (Benitez i sur., 2011; Crozier i sur., 2006) gdje je pronaden veci udjel flavonoida,
od toga najviSe kvercetina. Od ostalih spojeva, odredeni su derivati hidroksibenzojevih kiselina te
vanilinska Kiselina. Rezultati HPLC analize ljuske crvanog luka koreliraju s najvisSim udjelima

flavonoida i ukupnih polifenola odredenih reakcijom s Folin-Ciocalteu reagensom.

Kora krumpira imanajraznolikiji profil fenolnih kiselina naspram ostalih uzoraka. Od toga je
najvise odredeno derivata hidroksicimetnih kiselina (932,87+15,85 pg/g s. tv.) te klorogenske kiseline
(872,64+3,17 pg/g s. tv.), dok su ostale, poput kava kiseline, ferulinske, protokatehinske kiseline, p-
kumarinske i vanilinske kiseline, zastupljene u manjem udjelu. Od flavonoida su odredeni jedino
derivati kvercetina.Druga istrazivanja (Friedman, 1997; Singh i Saldana, 2011) pokazuju takoder
pretezito fenolne kiseline (klorogenska, protokatehinska, kava, galna, kumarinska, ferulinska, vanilinska
i p-hidroksibenzojeva kiselina), od kojih su sve odredene u ovom radu, osim galne i p-hidroksibenzojeve

kiseline.

Mahuna graska ne sadrzi visoke udjele polifenolnih spojeva. Medutim, najvise je odredeno
flavonoida, izrazenih kao derivati kvercetina (124,42+7,34 pg/g s. tv.), a od ostalih spojeva uglavnom
fenolne kiseline kao Sto su protokatehinska, p-kumarinska i vanilinska Kkiselina tederivati

hidroksibenzojevih kiselina.
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6.3.4. Usporedba konvencionalne i Soxhlet ekstrakcije

U svrhu usporedbe rezultata i odredivanja uspjeSnosti Soxhletekstrakcija, provedena je
referentna ekstrakcija vodom (konvencionalna ekstrakcija). Rezultati ukupnih polifenola, flavonoida,
neflavonoida te antioksidacijskog kapacitetarazliito pripremeljenih ekstrakata sekundarnih biljnih

sirovina prikazani su na slikama 25-29.

Iz rezultata je vidljivo da su konvencionalnom ekstrakcijom dobiveni znatno nizi udjeli ukupnih
polifenola, flavonoida i neflavonoida u svim uzorcima, a sukladno tome, u konvencionalnim ekstraktima
odreden jei znatno nizi antioksidacijski kapacitet. lako su vrijednosti nize, zadrzan je relativan odnos
udjela za sve sirovine pa je tako i za konvencionalo pripremljene ekstrakte u ljusci crvenog luka odreden
najvisi udjel ukupnih polifenola, flavonoida i neflavonoida te najjaci antioksidacijski potencijal, dok je
konvencionalo pripremljen ekstrakt pulpe Secerne repe sadrzavao najmanje udjele navedenih spojeva i,
sukladno tome, pokazivao najnizi antioksidacijski kapacitet. Sto se ti¢e ostalih sirovina, jedino
konvencionalno pripremljeni ekstrakti kakaove ljuske pokazuju najsli¢nije vrijednosti Soxhlet
ekstraktima. Rezultati analize pojedinac¢nih polifenolnih spojeva i metilksantina u konvencionalnim
ekstrakatima pokazuju znatno manji ukupni udjel ukupnih bioloski aktivnih spojeva za sve uzorke
(tablica 10), s time da neki pojedinaéni spojevi nisu niti detektirani u ovim ekstraktima. Rezultati HPLC

analiza bili su ocekivani obzirom na pokazatelje iz spektrofotometrijskih analiza.

Dobiveni rezultati indiciraju da vecoj uspjesnosti ekstrakcije, u smislu koli¢ine ekstrahiranih
bioloski aktivnih spojeva, pogoduju kontinuirani uvjeti uz stalnu izmjenu otapala, produljeno trajanje
ekstrakcije te primjena razli¢itih otapala. lako se Soxhlet ekstrakcija pokazala boljom, konvencionalna
ekstrakcijska tehnika, obzirom na svoju jednostavnost, ima veliki potencijal za optimizaciju kojom bi
se moglo dobiti dobro kompromisno rjeSenje izmedu utroSka energije, otapala i vremena uz

zadovoljavajuci ekstrakcijski uéinak.

6.4. Statisticka obrada rezultata

6.4.1. Korelacije rezultata odredenih u vodenim i etanolnim ekstraktima (Soxhlet
ekstrakcija)

Svi rezultati odredivanja ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i ukupnih neflavonoida te
antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom pokazuju visok stupanj korelacije (tablica 11).
Najvisa korelacija vidljiva je izmedu imedu udjela ukupnih polifenola i ukupnih flavonoida (0,9982),

dok je najmanja korelacija odredena za rezultate DPPH analize odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
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i udjela ukupnih neflavonoida (0,8874). Visoki korelacijski koeficijenti odredeni su i za rezultate
dobivene analizom konvencionalno pripremljenih ekstrakata (tablica 12); najvisi za rezultate ukupnih
polifenola i ukupnih flavonoida (0,9997), a najnizi za rezultate DPPH analize odredivanja

antioksidacijskog kapaciteta i udjela ukupnih neflavonoida (0,9892).

6.4.2. Utjecaj odredivanih parametara sastava ispitivanih sirovina na njihov bioaktivni
potencijal odreden primjenom analize glavnih komponenti

Kako bi se omogucio bolji uvid u povezanost pojedinih parametara bioaktivnih svojstava
ispitivanih sirovina analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) koriStena je kao
tehnika za dokazivanje multivarijatne ovisnosti medu varijablama (ispitivani parameteri). Analiza
glavnih komponenti bavi se tumaéenjem strukture matrice varijanci i kovarijanci nekog skupa podataka
(izvornih varijabli) pomo¢u malog broja njihovih linearnih kombinacija. Koristenje ove statistiCke
tehnike omogucéuje redukciju podataka, otkrivanje povezanosti medu podacima i izvodenje jasno
definiranih zakljucaka iz vrlo velikog seta podataka, kao $to je slucaj u ovom istrazivanju. Analiza
glavnih komponenti dijeli set podataka u odredene manje jedinice koje najbolje opisuju njihovu

povezanost te na taj nacin omogucuje interpretaciju rezultata.

Analiza glavnih komponenti ispitivanih sekundarnih sirovina provedena je na temelju udjela
pojedinih sastojaka njihovog bioaktivnog sastava. Veci rezultat analize (veca vrijednost pojedinog
faktora) ukazuje na bolju povezanost s tom komponentom (faktorom). Tablica 13 numericki prikazuje
iznose varijanci koje su opisane svakom od izrac¢unatih glavnih komponenti (faktor 1 - faktor 5). Faktor
1 opisuje 52,76 % ukupne varijance u zadanom setu podataka, faktor 2 opisuje 23,00%, dok su faktori

3, 415 odgovorni za 18,42 %, 5,43 % i 0,39 % varijance u setu podataka, redom.

Slika 36 graficki prikazuje distribuciju podataka za faktore 1 i 2. Analiza glavnih komponenti
pokazala je grupiranje podataka odnosno uzoraka pulpe $eéerne repe (PSR), kore krumpira (KK) i
mahune graska (MG), oznaéenih zelenim ovalnim oblikom. Uzorci ljuske oraha (LjO), kakaove ljuske
(KLj) 1 ljuske crvenog luka (LjCL) pokazali su puno vecu rasprSenost podataka (uzoraka), Sto je
posljedica znacajnijih razlika u vrijednostima ispitivanih parametara bioaktivnog sastava. Kao Sto je
vidljivo na slici 36, udjeli suhe tvari i saharoze s najve¢im vrijednostima za faktor 1 (tablica 13) bili su
najveci za pulpu Secerne repe i ljusku oraha (uzorci s najve¢om pozitivnom vrijednosti faktora 1,
odnosno uzorci smjesteni najviSe desno na osi X). Sukladno s time, uzorci ljuske crvenog luka i mahune
graska, smjeSteni najvi$e lijevo na osi X karakterizirani su najmanjim udjelom suhe tvari. Takoder,
prema rezultatima analize glavnih komponenti, udjel ugljikohidratne frakcije s najve¢om vrijednosti za

faktor 2 (tablica 13) bio je broj¢ano najveéi za ljusku oraha, uzorak smjesten najvise na osi Y, a najmanji
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za kakaovu ljusku, smjeStenu najnize na osi Y. S obzirom da znacajan udjel sastava nutrijenata
ispitivanih sirovina ¢ine i proteini, moZe se uociti da je udjel proteina s najnizom (najnegativnijom)
vrijednosti faktora 2 (tablica 13) najveéi u uzorku smjeStenom najnize na osi Y (kakaova ljuska) te
sukladno tome, najmanji je u uzorku ljuske oraha smjestenom najvise na osi Y. Ovi rezultati potvrduju

rezultate analitickog odredivanja pojedinih bioaktivnih parametara ispitivanih sirovina.

Distribucija uzoraka i njihovo grupiranje prema rezultatima analize glavnih komponenti
pokazuju da bioaktivni parametri sekundarnih sirovina primarno ovise o udjelu zastupljenijih sastojaka

(nutrijenata), posebice udjela ugljikohidratne frakcije i proteina.
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5 7. ZAKLIUCCI




U provedenom istrazivanju odreden je kemijski sastav sekundarnih biljnih sirovina, pri ¢emu su
definirani udjeli osnovnih nutrijenata, a poseban naglasak stavljen na detaljnu karakterizaciju
ugljikohidratne frakcije te na sastav i udjel bioloski aktivnih spojeva, posebice polifenola i

antioksidacijski kapacitet. Na osnovu dobivenih rezultata izvedeni su sljedeci zakljucci:

1. Analizom udjela osnovnih nutrijenata utvrdeni su znacajni udjeli proteina (od 1,3 % suhe tvari
kod ljuske oraha do 18,2 % suhe tvari kod kakaove ljuske) i mineralnog ostatka (od 1 % suhe
tvari kod ljuske oraha do 9,3 % suhe tvari kod ljuske crvenog luka), dok je udjel masti u svim
sirovinama, izuzev kakove ljuske (2,4 %), iznosio manje od 1 % udjela u suhoj tvari. U svim
sirovinama najveéi udjel suhe tvari odnosi se na ugljikohidratnu frakciju (od 70,3 % za kakaovu

ljusku do 97,2 % za ljusku oraha).

2. Karakterizacijom ugljikohidratne frakcije sekundarnih biljnih sirovina enzimskom hidrolizom,
udjel netopljivih vlakana bio je viSestruko viSi u odnosu na udjel topljivih. Najveci udjel
netopljivih vlakana odreden je u ljusci oraha (93,6 % ukupne sirove ugljikohidratne frakcije),
dok se pulpa Seéerne repe pokazala najbogatijim izvorom topljivih vliakana (29,6 % ukupne

sirove ugljikohidratne frakcije).

3. Analiza sastava slobodnih ugljikohidrata pokazala je prisutnost glukoze, fruktoze i saharoze,

kao najzastupljenijih sastojaka u sekundarnim biljnim sirovinama.

4. Najveéi udjel ukupnih slobodnih ugljikohidrata sadrzi ljuska crvenog luka (92,25+1,93 mg/g s.
tv.), a najmanji kakaova ljuska (5,76+0,61 mg/g s. tv.), §to odgovara zastupljenosti istih od 11,1
% i 0,8 % u ugljikohidratnoj frakciji. Sve sirovine, osim ljuske oraha i kakaove ljuske, sadrze
glukozu koja je u najviSem udjelu (33,24+1,54 mg/g s. tv.) odredena u mahuni graska. Fruktoza
i saharoza prisutne su u svim sirovinama, pri ¢emu je najvisi udjel fruktoze odreden u ljusci
crvenog luka (50,68+0,84 mg/g s. tv.), dok je najvisi udjel saharoze odreden u kori krumpira
(68,914+3,29 mg/g s. tv.).

5. Kiselinska hidroliza omogucéila je karakterizaciju ugljikohidrata sekundarnih biljnih sirovina
odredivanjem udjela ostatka netopljivog u Kiselini te udjela i monomernog sastava polisaharida.
Najvisi udjeli ostatka netopljivog u kiselini odredeni su u ljusci oraha (348,18+2,85 mg/g s. tv.)
i kakaovoj ljusci (259,12+17,42 mg/g s. tv.), $to upucuje na visok udjel lignina u ovim
sirovinama i ujedno dobro korelira s najvisim udjelima netopljivih vlakana i relativno niskim
udjelima polisaharida, budu¢i da se prilikom enzimske hidrolize lignin izdvaja u netopljivoj

frakciji.

6. Najvisi teorijski udjel polisaharida odreden je u pulpi Secerne repe, ljusci crvenog luka i kori
krumpira te redom iznosi 811,22+12,03; 725,78+15,37; 734,78+8,03 mg/g s. tv., §to je sukladno
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10.

11.

12.

rezultatima najnizih udjela ostatka netopljivog u kiselini te relativno visokom udjelu ukupnih

vlakana u navedenim sirovinama.

Analizom monomernog sastava polisaharida tankoslojnom kromatografijom visoke
ucinkovitosti, utvrdena je prisutnost glukoze, galaktoze, manoze, arabinoze, ksiloze i
galakturonske kiseline, a udjel istih znacajno se razlikuje obzirom na vrstu sekundarne biljne

sirovine, §to upucuje na njihov razli¢it sastav polisaharida.

Glukanska, galaktanska i galakturonska frakcija odredene su kao stalno prisutni konstituenti u
svim analiziranim uzorcima, dok su arabinanska, mananska i ksilanska frakcija prisutne samo u
nekima. Glukanska frakcija ujedno je i najzastupljenija u svim sirovinama (od 65,0 % kod pulpe
Secerne repe do 95,5 % kod kore krumpira), dok se prisutnost arabinanske frakcije isti¢e u pulpi
Secerne repe (17,3 %), ksilanske u ljusci oraha (20,0 %) te galakturonske frakcije u ljusci
crvenog luka (20,2 %).

Analizom bioloski aktivnih sastojaka najveéi udjel ukupnih polifenola (66,84+5,29 mg EGK/g
s. tv.), ukupnih flavonoida (45,18+4,76 mg EGK/g s. tv.) i ukupnih neflavonoida (21,66+0,54

mg EGK/g s. tv.) odreden je u ljusci crvenog luka.

Analizom pojedina¢nih polifenolnih spojeva utrdeno je da visokom udjelu polifenola ljuske
crvenog luka najvise doprinose Kkvercetin i derivati kvercetina (8669,79 ug/g s. tv.) te
protokatehinska kiselina (3772,14 pg/g s. tv.). Ljuska crvenog luka predstavlja bogati izvor
vanilinske kiseline (27,16 pg/g s. tv.) i derivata luteolina (219,43 ug/g s. tv.), dok ljuska oraha
predstavlja izvor elaginske kiseline (563,57 pg/g s. tv.) i najveéi izvor derivata
hidroksibenzojeve kiseline (113,34 pg/g s. tv.). Kakaova ljuska sadrzi najvisi udjel galne
kiseline (374,33 pg/g s. tv.) i, medu ispitivanim sirovinama, jedina sadrzi metilksantine
teobromin (6979,60 pg/gs. tv.) i kafein (821,31 pg/gss. tv.). U kori krumpira oderedeni su najvisi
udjeli derivata hidroksicimetne kiseline (932,87 pg/g s. tv.), klorogenske kiseline (872,64 ng/g
S. tv.), kava kiseline (94,81 pg/g s. tv.) i ferulinske kiseline (83,37 pg/g s. tv.). Mahuna graska
predstavlja najbolji izvor p-kumarinske kiseline (8,92 ug/g s. tv.).

Statistickom obradom rezulata ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidacijskog kapaciteta
utvrden je visok stupanj korelacije izmedu navedenih parametara tesukladno tome, najveci
antioksidacijski kapacitet, odreden ABTS (336,64+0,59 pmol ET/g s. tv.) i DPPH metodama
(170,21+9,23 umol ET/g s. tv.) karakterizira ljusku crvenog luka.

Usporedbom Soxhlet i konvencionalne ekstrakcije polifenolnih spojeva, utvrdena je veca
ekstrakcijska ucinkovitost Soxhlet ekstrakciju, odnosno pozitivni uc¢inak dulje ekstrakcije u

kombinaciji s razli¢itim otapalima.
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13. Obzirom na visoki udjel sekundarnih biljnih sirovina nastalih primarnom obradom, njihovu
dostupnost i obnovljivu prirodu, ispitivane sekundarne biljne sirovine predstavljaju potencijalno
visokovrijedne izvore funkcionalnih sastojaka, posebice ugljikohidrata i polifenola, otvarajaci

brojne mogucnosti njihove inovativne primjene u razvoju razlicitih prehrambenih proizvoda.
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POTENCIJAL SEKUNDARNIH BILINIH SIROVINA KAO 1ZVORA FUNKCIONALNIH
SASTOJAKA PREHRAMBENIH PROIZVODA

SAZETAK

Sukladno brojnim izazovima prehrambene industrije u trazenju novih izvora funkcionalnih
sastojaka, posljednjih nekoliko godina veliki je interes znanstvenika usmjeren na sekundarne biljne
sirovine (agro-industrijski otpad). Osim raspolozivosti, cijene i obnovljive prirode, biljno podrijetlo
sekundarnih sirovina otvara brojne moguénosti primjene istih zbog zanimljivog kemijskog sastava. Cilj
istrazivanja je odrediti udjel osnovnih nutrijenata, sastav ugljikohidrata i polifenola te antioksidacijski
potencijal Sest sekundarnih biljnih sirovina (pulpe $eéerne repe, ljuske oraha, kakaove ljuske, ljuske
crvenog luka, kore krumpira i mahune graska). Udjel suhe tvari i osnovnih nutrijenata (masti, proteini,
ugljikohidrati i mineralni ostatak) odreden je standardnim analitickim metodama. Analiza ugljikohidrata
je ukljucivala odredivanje topljivih i netopljivih vlakna primjenom enzimsko-gravimetrijske metode,
odredivanje sastava slobodnih ugljikohidrata teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti
(HPLC-RID), odredivanje sastava polisaharida tankoslojnom kromatografijom visoke uc¢inkovitosti
(HPTLC) i gravimetrijsko odredivanje ostatka netopljivog u kiselini. Udjel ukupnih polifenola i
flavonoida odreden je spektrofotometrijski, a polifenolni sastav pojedine sirovine HPLC-PDA
metodom. Antioksidacijski kapacitet takoder je odreden spektrofotometrijski primjenom ABTS radikal-
kationa (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) i DPPH radikala (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil). Rezultati su pokazali dominantni udjel sirove ugljikohidratne frakcije u svim sirovinama,
u rasponu od 70,3 % (kakaova ljuska) do 97 % (ljuska oraha) suhe tvari, a sastav iste ovisi o sirovini. U
ukupnoj ugljikohidratnoj frakciji odredeno je da ljuska oraha sadrzi najveci udjel netopljivih vlakana
(93,6 %), pulpa Secerne repe predstavlja najbolji izvor topljivih viakana (29,6 %), dok ljuska crvenog
luka (11,1 %) i mahuna graska (11,0 %) imaju najvece udjele slobodnih ugljikohidrata. lako monomerni
sastav polisaharida ovisi o vrsti sirovine, u svima je najzastupljenija glukoza, s najviSim udjelom
odredenim u kori krumpira (95,5 %). Najveci bioaktivni potencijal s najve¢im udjelom ukupnih
polifenola (66,84 mg EGK/g s. tv.) i najizrazenijim antioksidacijskim svojstvima, odreden ABTS
(108,9440,59 umol ET/g s. tv.) i DPPH (170,21+£9,23 umol ET/g s. tv.) metodama karakterizira ljusku
crvenog luka. Medu ispitivanim uzorcima, jedini izvor metilksantina jest kakaova ljuska
(6979,60+108,21 ng teobromina/g s. tv.). Ispitivane sekundarne biljne sirovine pokazale su znacajan
potencijal za primjenu istih kao izvora ugljikohidrata i polifenolnih spojeva kao funkcionalnih dodataka
prehrambenim proizvodima.

Kljuéne rije¢i: antioksidacijski kapacitet, polifenoli, prenrambena vlakna, sekundarne biljne sirovine,
ugljikohidrati.
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THE POTENTIAL OF SECONDARY RAW MATERIALS AS A SOURCE OF DIETARY
FUNCTIONAL COMPOUNDS

SUMMARY

In accordance with the numerous challenges of the food industry regarding the search for new sources
of functional ingredients, in the last few years a growing interest of scientists is focused on secondary
plant raw materials (agro-industrial waste). Beside their availability, price and renewable nature, plant
origin of agro-industrial waste opens vast opportunities for further processing because of the
interesting chemical composition. The aim of this work is to evaluate the content of main nutrients,
compositon of carbohydrates and polyphenos and antioxidant potential of six secondary raw materials
(sugar beet pulp, walnut shell, cocoa husk, onion peel, potato peel and pea pod). The content of dry
matter and the main nutrients (fats, proteins, carbohydrates and ash) were determined by the standard
analytical methods. Analysis of carbohydrates included determination of insoluble and soluble fibre
content using enzymatic-gravimetric method, determination of extractable sugars using High
performance liquid chromatography (HPLC-RID), determination of the composition of
polysaccharides using High performance thin layer chromatography (HPTLC) and gravimetric
determination of the residue insoluble in acid. Content of total polyphenols and flavonoids is evaluated
spectrophotometrically, and polyphenolic composition of each plant material using HPLC-PDA
analysis. The antioxidant capacity is also established spectrophotometrically using the ABTS radical-
cation (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonicacid) and DPPH radical (1,1-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). The obtained results revealed the predominant content of crude carbohydrate fraction
in all samples, in the range of 70.3 % (cocoa husk) to 97 % (walnut shell) on dry matter basis, and the
compostion of each depends on the raw material. In the crude carbohydrate fraction, walnut shell
exhibited the highest insoluble fibre content (93.6 %), sugar beet pulp was the richest source of soluble
dietary fibre (29.6 % ), while onion peel (11.1 %) and pea pod (11,0 %) exhibited the highest contents
of extractable free sugars. Although monomeric composition of polysaccharides depends on the type
of raw material, glucose was the most abundant in each material, with the highest proportion
determined in potato peel (95.5 %). Onion peel showed predominantly high bioactive potential with
the highest total polyphenolic content (66.84 mg GAE/g of sample dry matter) and the most
predominant antioxidant potential, determined using ABTS (108.94+0.59 umol TE/g of dry matter)
and DPPH (170.21+9.23 umol TE/g of dry matter) methods. Among the analyzed samples, the only
source of methylxanthines was cocoa husk (6979.60+108.21 mg theobromine/g of sample dry matter).
The evaluated secondary raw materials have shown a significant potential for their use as the sources
of carbohydrate and polyphenolic compounds as functional ingredients in food products.

Keywords: antioxidant capacity, polyphenols, dietary fiber, secondary raw materials, carbohydrates.
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