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Izvod:
1Z

Sporedni proizvodi industrijske prerade voéa, trop borovnice i maline, postupcima
suSenja i mlevenja prevedeni su u oblik pogodan za aplikaciju u prehrambene
proizvode. Ovako dobijeni sastojci imaju visok sadrzaj prehrambenih vlakana,
esencijalnih masnih Kkiselina poput linolne i «a-linolenske, a karakteriSe ih i
izbalansiran odnos PUFA/SFA. Od makronutrijenata, u najvecoj koncentraciji
prisutni su K, Mg i Ca. Imajuéi u vidu da su glavne fitohemikalije bobi¢astog voéa
polifenolna jediinjenja, u proizvedenim funkcionalnim sastojcima odreden je
sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola, antocijana i flavonoida, kao i sastav i
sadrZaj odabranih polifenolnih jedinjenja primenom LC/MS-MS tehnike.

Primena osuSenih i samlevenih tropova kao sastojaka prehrambenih proizvoda
ispitana je u formulaciji bezglutenskog keksa, sa ciljem njegovog funkcionalnog
obogacivanja. Za optimizaciju formulacije keksa koriS¢en je postupak odzivne
povrsine (RSM), a formulacija u kojoj je bezglutenska smesSa zamenjena sa 28,2%
tropa borovnice i 1,8% tropa maline dobijena je kao optimalna, uzimajuéi u obzir
sve zadate Kkriterijume. Dodatkom ova dva funkcionalana sastojka u
gorenavedenom odnosu, postignuto je znacajno poboljSanje nutritivnih svojstava
bezglutenskog keksa, a dobijeni proizvod po kvalitetu moZe da parira
komercijalno dostupnim funkcionalno obogacenim keksovima, namenjenim
zdravoj populaciji.

Rezultati dijetetske interventne studije sprovedene na 20 zdravih, normalno
uhranjenih ispitanika Zenskog pola, ukazuju da se konzumiranjem Kreiranog
bezglutenskog keksa u koli¢ini od 32 g dnevno, postiZe znacajna redukcije LDL
holesterola, i povecanje nivoa adiponektina u krvi, a buduéi da se ovaj adipocitni-
sekretorni protein dovodi u vezu sa antiinflamatornim i antiaterogenim
potencijalom u tretmanu metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2, moZe se
ocekivati protektivno dejstvo kreiranog bezgutenskog keksa.
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Abstract: Blueberry and raspberry pomace, by-products from fruit juice industry, were

AB processed into the new food ingredients by drying and grinding. The obtained
functional ingredients are characterized by high content of dietary fibres and
essential fatty acids (linoleic and a-linolenic acid), as well as by optimal ratio of
PUFA/SFA. The main macronutrients in dried and ground pomace are K, Mg and Ca.
The content of total phenolic compounds, anthocyanins and flavonoids were
determined, as well as composition and content of individual phenolic compounds
using LC/MS-MS in order to evaluate their antioxidant potential.
In the form of dried powder, blueberry and raspberry pomace were used as
ingredients in formulation of gluten-free cookies. Response surface methodology
(RSM) approach was applied to obtain optimal ingredients proportion. Formulation
in which gluten-free flour mixture is substituted with 28.2% of the blueberry and
1.8% of the raspberry pomace was found to be optimal following the used
optimization criteria. Addition of blueberry and raspberry pomace has led to a
remarkable improvement in nutritional properties, and resulted in a product with
similar nutritional profile with commercially available gluten containing cookies.
Dietary intervention study on a group of 20 healthy, normal weight female subjects
was conducted to investigate the health effect of the created gluten-free cookies. The
results showed a significant reduction in levels of LDL cholesterol, and an increase in
plasma concentrations of adiponectin, suggesting a potential positive effect of the
created product on human health.
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LISTA SKRACENICA

ACY
ADF

Al
AP

ASE

BHA
BHT
BMI
BWL
CMC
DAD
DAO
DPPH

EAR

FAMES
FC
FDA
GAE

HPMC
ICs0

KB

LA
LNA

sadrzaj monomernih antocijana

prehrambena vlakna sa antioksidativnim svojstvima (eng. antioxidant
dietary fibre)

adekvatan unos nutrijenata (eng. adequate intake)

izgled keksa

ekstrakcija rastvarac¢ima pod poviSenim pritiskom (eng. accelerated solvent
extraction)

2-terc-butil-4-hidroksianizol

butilovani hidroksitoluen

indeks telesne mase (eng. body mass index)

gubitak mase usled pecenja (eng. baking weight loss)
karboksimetil celuloza

detektor na bazi niza dioda (eng. diode array detector)
diamin oksidaza

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal

procenjena proseCna potreba za nutrijentima (eng. estimated average
requirement)

aroma
metil-estari masnih kiselina (eng. fatty acid methyl esters)
Folin-Ciocalteu reagens

americka agencija za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration)
ekvivalent galne kiseline (eng. gallic acid equivalent)

¢vrstoca keksa

hidroksipropilmetil celuloza

koncentracija ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH-

kontrolni keks

kvalitetni broj

prec¢nik keksa u pravcu normalnom na pravac laminiranja (eng. length)
linolna kiselina, 18:2, n-6

o-linolenska kiselina, 18:3, n-3
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MTF
MUFA
NRC

PUFA

RDA

RSM
SFA
SH

TACY
TB
TIC
™
TPC
UFA

WBC
WHC
WHO
AE

vlaga keksa

tekstura pri Zzvakanju
mononezasi¢ene masne kiseline
National Research Council
miris

polinezasi¢ene masne Kiseline

preporuCena dnevna potreba za nutrijentima (eng. recommended dietary
alowance)

postupak odzivne povrsine (eng. response surface methodology)
zasi¢ene masne kiseline

tekstura pri prvom zagrizu

ukus

sadrZaj ukupnih antocijana

trop borovnice

ukupni jonski hromatogram (eng. total ion chromatogram)

trop maline

sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola (eng. total phenolic content)
nezasi¢ene masne kiseline (ukupne)

precnik keksa u pravcu laminiranja (eng. width)

sposobnost (kapacitet) vezivanja vode (eng. water binding capacity)
sposobnost (kapacitet) zadrzavanja vode (eng. water holding capacity)
svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)

razlika u boji
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1.UVOD

Sve veca ucestalost pojave alergija i intolerancija na hranu opredelila je jedan deo
naucne i stru€ne javnosti ka intenzivnom razvoju proizvoda za potroSae sa ovim
problemima. Celijakija je trajna bolest od koje boluje oko 1% populacije, a manifestuje se
intolerancijom na gluten, proteinsku frakciju prisutnu u Zitaricama kao Sto su pSenica,
raz, jeCam i ovas. Za normalan Zivot obolelih od celijakije neophodno je dosledno
sprovodenje dijete koja podrazumeva potpuno iskljuc¢ivanje gorenavedenih Zitarica iz
ishrane. Rezultati brojnih studija ukazuju da bezglutensku ishranu karakteriSe nizak
unos vitamina, minerala i prehrambenih vlakana (Grehn i sar., 2001; Lohiniemi i sar.,
2000), pa je kreiranje novih proizvoda, kojim bi se ciljano nadoknadio ovaj deficit,
osnovna ideja mnogih savremenih studija (Dapcevi¢ Hadnadev i sar., 2013; Padalino i
sar., 2011; Padalino i sar., 2013; Sabanis i sar., 2008; Sakac i sar., 2011).

U ishrani obolelih od celijakije keks je najzastupljenija komercijalno dostupna
namirnica iz grupe finih pekarskih proizvoda, stoga je njegov kvalitet, kako nutritivni,
tako i senzorski, od velike vaznosti. Odabir nutritivno vrednih komponenata koje ne
sadrZe gluten i njihova primena u formulacijama bezglutenskog keksa, aktuelna je tema
u naucnoj literaturi (de la Barca i sar., 2010; Gambus i sar., 2009; Hadnadev i sar., 2013;
Kaur i sar., 2015; Schoenlechner i sar., 2006). Ipak, broj komercijalno dostupnih
nutritivno obogacenih vrsta bezglutenskog keksa je mali, pa obogacivanje ovih

proizvoda u cilju poboljSanja njihovog nutritivnog profila i fizioloSke funkcionalnosti
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predstavlja jedan od potencijalnih pravaca razvoja ove kategorije finih pekarskih
proizvoda.

Primenom razli¢itih tehnoloskih postupaka prerade voca nastaju velike koli¢ine
otpadnog materijala, koji, osim ekonomskog deficita za samu industriju, predstavlja i
znacajan ekoloSki problem. Imajué¢i u vidu da ovako dobijeni sporedni proizvodi
predstavljaju znacajan izvor bioaktivnih jedinjenja, velika paZnja posveena je
mogucnostima njihovog iskoris¢enja, a jedan od mogudéih pravaca je primena sporednih
proizvoda industrijske prerade voc¢a u proizvodnji funkcionalnih sastojaka namenjenih
prehrambenoj industriji.

Sagledavajuci ekonomsku opravdanost iskoriS¢enja sporednih proizvoda nastalih u
industriji voénog soka, kao i njihov izuzetan nutritivni potencijal, i uzimajuci u obzir
gorenavedene relevantne podatke koji se odnose na bezglutensku ishranu, postavljen je
cilj ove doktorske disertacije - dobijanje funkcionalnog sastojka koriS¢enjem sporednih
proizvoda industrijske prerade voca i njegova primena u kreiranju bezglutenskog keksa
sa dodatom vrednosScu, kojim bi se potencijalno proSirio asortiman bezglutenskih
proizvoda na trzistu Republike Srbije.

Rad na izvodenju ove doktorske disertacije podeljen je u sledece faze:

1) SuSenje i mlevenje tropa borovnice i maline u cilju prevodenja u oblik pogodan

za aplikaciju u bezglutenski keks

2) Karakterizacija osuSenih tropova sa aspekta kvaliteta, bezbednosti i

antioksidativnog potencijala:

= odredivanje osnovnog hemijskog sastava, sadrzaja prehrambenih vlakana,
sastava masnih kiselina i minerala,

» odredivanje sadrzaja antocijana, ukupnih rastvorljivih polifenola i flavonoida,

= LC/MS-MS analiza sadrzaja polifenolnih jedinjenja,

» odredivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakata tropova,

= ekstrakcija polifenolnih jedinjenja (rastvaracima pod poviSenim pritiskom i
konvencionalnim postupkom),

= odredivanje aw vrednosti

3) Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa sa dodatkom osuSenih tropova

borovnice i maline:
= preliminarna senzorska ispitivanja u cilju definisanja maksimalne koli¢ine
dodatka pojedinacnih tropova u bezglutensku smesu,
= ispitivanje uticaja dodatka tropa na reoloSke osobine testa,

= optimizacija uslova pecenja keksa na osnovu tehnoloskih parametara kvaliteta,
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= odabir i primena odgovarajuceg eksperimentalnog plana u cilju optimizacije
odnosa sadrzaja tropa borovnice i maline u keksu,
= provera i validacija dobijenog matematickog modela
4) Karakterizacija kreiranog finalnog proizvoda (bezglutenskog keksa sa dodatkom
osuSenih tropova borovnice i maline):
= odredivanje osnovnog hemijskog sastava, sadrzaja prehrambenih vlakana,
masnih kiselina, minerala i mikrobioloske ispravnosti keksa,
» odredivanje sadrzaja antocijana, ukupnih rastorljivih  polifenola i
antioksidativnog potencijala keksa,
= ispitivanje senzorskih i teksturnih karakteristka keksa
5) Uporedni prikaz nutritivnog profila komercijalno dostupnih bezglutenskih vrsta
keksa, keksova od celih zrna Zitarica sa dodatkom borovnice i/ili maline i optimalnog
keksa kreiranog u ovoj studiji i sagledavanje doprinosa konzumiranja novokreiranog
proizvoda preporucenim dnevnim potrebama za nutrijentima
6) Ispitivanje zdravstvenih efekata kreiranog bezglutenskog keksa u okviru

dijetetske interventne studije.



Doktorska disertacija Bojana Sari¢

2. OPSTI DEO

2.1. PREOSETLJIVOST NA HRANU

Mnogobrojna istrazivanja u danasnje vreme ukazuju na povecanu ucestalost pojave
alergija i intolerancija na hranu. Oko 2% odraslih Sirom sveta ima neki oblik reakcije
preosetljivosti na hranu, koji se manifestuje nepredvidenim klinickim odgovorom
(Cuckovié, 2014). Reakcije preosetljivosti mogu biti imunoloski posredovane i nazivaju
se alergijom, dok se neimunoloski posredovane reakcije preosetljivosti definiSu kao
intolerancija (Brostoff i sar., 1991). Kod alergije na hranu re¢ je o IgE-posredovanom
imunom mehanizmu i karakteriSe je brza uzroc¢no-posledi¢na reakcija. Sastojci hrane
odgovorni za alergijske reakcije najceSc¢e su proteinske prirode. Naj¢esS¢i alergeni hrane,
odgovorni za do 90% svih alergijskih reakcija su proteini kravljeg mleka, jaja, kikirikija,
pSenice, soje, ribe, Skoljki i proteini koStunjavog voca (Sicherer i Sampson, 2006).
Alergijske reakcije variraju izmedu subjekata i zavise od stepena njihove izloZenosti, i
kre¢u se od blagih (osip), do reakcija opasnih po Zivot (anafilakticki Sok). Intolerancija
na hranu odnosi se na bilo koju neZeljenu reakciju, bez obzira na mehanizam. U
poredenju sa alergijema, intoleranciju karakteriSu manje jasne manifestacije, nekada i
veoma teSko wuocljive, pa je ovaj vid reakcija preosetljivosti mnogo teZe
dijagnostifikovati. Postoji viSe vrsta intolerancije na hranu kao S$to su: enzimska,
farmakaloSka i intolerancija neidentifikovanog mehanizma nastanka. Enzimska

intolerancija podrazumeva deficit nekog enzima u probavnom traktu kao S$to je na


http://bib.irb.hr/prikazi-rad?rad=715583
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primer laktaza, enzim odgovoran za razgradnju laktoze na glukozu i galaktozu. Kod
intolerancije na laktozu postoji nekoliko mogu¢ih mehanizama koji uzrokuju simptome
intolerancije, a manifestacije svojstvene za ovaj tip intolerancije uglavnom su
lokalizovane i vezane za probleme u digestivnom traktu. Intenzitet simptoma zavisi od
koli¢ine unete laktoze, stepena nedostatka laktaze, ali i oblika hrane u kojem se laktoza
konzumira (Tonkovi¢ i sar., 2012). Farmakoloska intolerancija na hranu uzrokovana je
vazoaktivnim aminima ili drugim sastojcima hrane koji pokazuju farmakoloSku
aktivnost. U vecini slucajeva ovaj tip intolerancije je zavisan od doze unete u organizam,
a tipic¢an primer je intolerancija na histamin koja nastaje usled smanjene ili nedovoljne
razgradnje histamina posredstvom enzima diamin oksidaze (DAO). Povecan rizik od
histaminom posredovane intolerancije javlja se kod ljudi sa snizenom aktivno$¢éu DAO
i/ili povecanom permeabilno$¢u creva. Kod zdravih osoba, ingestija veéih koli¢ina
histamina ne dovodi do poteSkoc¢a, jer je ovaj enzim u stanju da brzo razgradi histamin

unet putem hrane.

2.2. CELIJAKIJA

Celijakija ili gluten senzitivna enteropatija je doZivotna bolest autoimune etiologije
koju karakteriSe intolerancija organizma na prolaminske frakcije glutena - glijadin iz
pSenice, hordein iz je¢ma i sekalin iz raZi. Uloga avenina, prolamina prisutnog u ovsu, u
razvoju ovog oboljenja jo$S uvek nije u potpunosti razjasnjena. Ranije studije (Baker i
Read, 1976; Dicke i sar., 1953; Moulton, 1959) ukazivale su da prolaminske frakcije ovsa
takode izazivaju gorenavedene simptome, dok neke studije novijeg datuma ukazuju na
mogucnost bezbednog konzumiranja ove Zitarice u umerenim koli¢cinama kod pacijenata
sa intolerancijom na gluten (Picarelli i sar., 2001; Stgrsrud i sar., 2003; Tapsas i sar.,
2014). Buduc¢i da se uzgajanje, skladiStenje i transport ove Zitarice Cesto ukrSta sa
Zitaricama koje sadrZe gluten, postoje veliki rizici od kontaminacije, pa bi, prema novijim
saznanjima, to bio glavni razlog za eliminisanje ovsa iz bezglutenske ishrane (Zannini i
sar., 2012). Prema regulativi evropske komisije (EC No. 41/2009) ovas je uvrsten u listu
namirnica dozvoljenih u ishrani obolelih od celijakije, uz uslov da je sadrZaj glutena u
njemu manji od 20 ppm (mg/kg).

Celijakija se javlja kod osetljivih, genetski predisponiranih osoba, a manifestuje se
razliCitim stepenom morfoloskog i funkcionalnog oStecenja sluznice tankog creva. Uz
promene izgleda sluznice creva, znacajno se smanjuje visina enterocita, koji postaju

kubicasti (normalno su cilindri¢ni) (Slika 1). U klasi¢noj klinickoj slici celijacne bolesti
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dominiraju gastrointestinalni simptomi kao $to su dijareja, digestivne smetnje, bolovi i
abdominalna distenzija. Krajnji ishod u slucaju nelecenja ove bolesti mogu biti potpuna
atrofija crevnih resica i malapsorpcija. Malapsorpcijski sindrom nastaje ukoliko se bolest
ne dijagnostifikuje duze vreme, a dovodi do razlicitih sistemskih komplikacija. Kod dece
se javlja zaostajanje u telesnom rastu i razvoju, nastaje deficit minerala i vitamina, dok
kod odraslih osoba nastaje ¢itav niz matabolickih, endokrinih, misi¢no-koStanih i drugih

problema.

Slika 1. Izgled crevnih resica: a) zdrave osobe (cilindrican oblik); b) osobe sa
neprepoznatom/nelecenom celijakijom (kubicast oblik)

http://www.meridius.rs/o_celijakiji.html

Atipi¢na forma ove bolesti poslednjih godina je u porastu (Celiloglu i sar., 2011).
KarakteriSu je odsustvo ili slab intenzitet gastrointestinalnih simptoma, izrazene
ekstraintestinalne manifestacije kao $to su anemija, osteoporoza, neuroloski problemi i
neplodnost. Celijakija se stoga moZe smatrati ne samo oboljenjem gastrointestinalnog
trakta, ve¢ i ozbiljnom multisistemskom boles¢éu. Celijakija je danas jedna od
najzastupljenijih genetski predisponiranih bolesti ¢ija je ucestalost pojave u svetskoj
populaciji oko 1% (Gujral i sar., 2012). Prevalenca ove bolesti slikovito je opisana tzv.
Iceberg modelom (Slika 2) koji prikazuje kategorizaciju i udeo pojedinih oblika celijakije
(Feighery i sar., 1999).

Ovakva kategorizacija ukazuje na to da je procenat klini¢ki dijagnostifikovanih
pacijenata mali, Sto objaSnjava dugogodiSnje netacne procene o prevalenci ove bolesti.
Prema ovom modelu udeo pacijenata sa tzv. asimptomatskom (tihom) bole$¢u je najvedi.
Kod ove grupe pacijenata postoje seroloSke i patohistoloSke promene tipicne za
celijakiju, ali su simptomi slabo izraZeni, pa se bolest naj¢eSc¢e dijagnostifikuje prilikom
rutinskih sistematskih pregleda (TomasSi¢ i Leroti¢, 2013). Latentna celijakija se
karakteriSe normalnom mukoznom strukturom tankog creva, ali se duZim
konzumiranjem hrane koja sadrzi gluten direktno javlja atrofija crevnih resica
(Kaukinen i sar., 2007).
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Pacijenti sa
asimptomatskom
(tihom) celijakijom

Pacijenti sa latentnom
celijakijom

Slika 2. Iceberg model - prikaz prevalence celijakije (Feighery i sar., 1999)

Celijakija je veoma specificno oboljenje. MoZe se javiti u bilo kojoj Zivotnoj dobi i
ukoliko se ne le¢i mogu nastupiti teSke komplikacije. Izostanak pravovremenog lecenja,
koje podrazumeva striktnu dijetu bez glutena, olakSava pojavu drugih oboljenja kojima
su osobe sa celijakijom genetski sklone: maligna oboljenja digestivnog trakta,
osteoporoza i diabetes melitus (Ciclitira i sar., 2005). Dijagnostifikacija ove bolesti
podrazumeva biopsiju sluznice tankog creva i seroloske testove (Di Sabatino i Roberto,
2009).

Striktno posStovanje principa bezglutenske ishrane dovodi do nestanka simptoma
bolesti - postepenog oporavka sluznica tankog creva i poboljSanja opSteg stanja
organizma. Ova cinjenica dodatno doprinosi znacaju svesti o vaznosti svih Cinioca u
lancu proizvodnje hrane bez glutena, ali i svesti samih pacijenata o rizicima koje nosi
nameran ili nenameran unos glutena. Pravilno deklarisanje ovih proizvoda, njihovo
adekvatno skladistenje, cuvanje i kontrola, od izuzetnog su znacaja za normalan Zivot

osoba sa intolerancijom na gluten.

2.3. BEZGLUTENSKA ISHRANA

Sprovodenje bezglutenske ishrane otezava ¢injenica da se gluten nalazi ,skriven“ u
mnogim prehrambenim proizvodima, poput proizvoda od mesa, mlecnih i konditorskih
proizvoda, ali i u mnogim dijetetskim suplementima i lekovima. Hrana za osobe
intolerantne na gluten stoga mora biti pripremljena sa posebnom paznjom i u skladu sa

dobrom proizvodackom praksom, kako bi se izbegla kontaminacija glutenom. Prema
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Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda (SL. glasnik RS br. 45/10)
oznaku “bez glutena” mogu nositi namirnice koje sadrZze manje od 20 mg/kg glutena,
dok oznaku “veoma nizak sadrZaj glutena” mogu nositi namirnice koje sadrze manje od
100 mg/kg glutena. Pravilno deklarisanje ovih proizvoda od velikog je znacaja i
podrazumeva isticanje oznake “bez glutena” ili “sa veoma niskim sadrZaj glutena” u
neposrednoj blizini naziva namirnice.

Sirovine koje po svom prirodnom sastavu ne sadrZe gluten, takode mogu biti
kontaminirane, a rotacija useva, Zetva, transport, skladiStenje, proces prerade i
proizvodnje, klju¢ne su tacke rizika za kontaminaciju. Upravo zbog ovih faktora rizika,
posebnu paZnju treba obratiti i analizirati na sadrZaj glutena Zitarice koje ga prirodno ne

sadrZe, pseudocerealije i njihove proizvode.
2.3.1. ODREPIVANJE SADRZAJA GLUTENA U NAMIRNICAMA

Prema preporuci americke agencije za hranu i lekove (FDA) i svetske zdravstvene
organizacije (WHO) revidirani Codex Allimentarius (118/1979, amm. 1983, rev. 2008)
apostrofira imunoenzimske (ELISA) metode, koje koriste R5 monoklonalna antitela, kao
najpogodnije za detekciju glutena u namirnicama, s obzirom na njihovu izuzetno visoku
osetljivost i specificnost. Monoklonalna R5 antitela, prvobitno sintetisana za reakciju sa
sekalinom, pokazala su isti stepen reaktivnosti sa gliadinom i hordeinom (Van Eckert i
sar.,, 2010). Reaguju uglavnom sa onim fragmentima prolamina koji su direktno
odgovorni za stimulaciju T-¢elija mukoze tankog creva (Spiric¢ i sar., 2010).

U osnovi ELISA tehnike postoje dve reakcije: imunoloska (reakcija antigena i
antitela) i hemijska (reakcija enzima i supstrata). Imunoloska reakcija nije vidljiva, dok u
hemijskoj reakciji dolazi do bojenja bezbojnog supstrata, ¢ime se omogucava detekcija
ispitivanog analita. Za odredivanje sarZaja glutena u namirnicama najceS¢e se

pa

primanjuje tzv. ,sendvic” tip ELISA tehnike koja se sastoji iz nekoliko faza (Slika 3).

Antitelo ,obelefeno” enzimom

S
A&

Boja

Antigen ispitivanog materijala (gluten)

Poznato specificno antitelo
(vezano za mikro plo¢u/bunaric)

Slika 3. Sematski prikaz ,sendvic“ ELISA tehnike (Purisi¢ i sar., 2003)
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Reakcija pocinje vezivanjem antigena (gluten iz uzorka/standarda) za specificno
antitelo koje se nalazi na povrSini mikro ploCe (bunari¢a). Dodatkom konjugata koga
Cine specificna antitela ,obeleZzena” enzimom, ona se vezuju za ispituju¢i antigen
(gluten). Do pojave boje, koja ukazuje na pozitivan nalaz, dolazi nakon dodatka
supstrata, koji sa enzimom stupa u reakciju. Intenzitet razvijene boje proporcionalan je

kolicini prisutnog antigena u materijalu koji se ispituje (Purisi¢ i sar., 2003).
2.3.2. STRUKTURA GLUTENA I NJEGOVA ULOGA U TESTU

Sadrzaj proteina i njihova struktura najvazniji su faktori koji odreduju, kako kvalitet
brasna, tako i finalnog proizvoda (Unbehend i sar., 2003). Proteini pSenice bili su medu
prvim proucavanim proteinima, a pocetkom 20. veka Osborne je izveo klasifikaciju
zasnovanu na njihovoj rastvorljivosti (Gianibelli i sar.,, 2001). Prema ovoj klasifikaciji
proteini Zitarica se dele na: albumine (rastvorljive u vodi i razblazenim rastvorima soli),
globuline (rastvorljive u razblaZenim rastvorima soli), glijadine (rastvorljive u vodenom
rastvoru etanola) i glutenine (rastvorljive u razblaZenim rastvorima kiselina ili baza). U
proteinskoj frakciji pSeni¢nog brasna dominiraju proteini glutenskog kompleksa
(glijadini i glutenini), koji ¢ine 80% od ukupnih proteina (Shomer i sar., 1998). Ovi
proteini imaju odlucujucu ulogu u proizvodnji i doprinose kvalitetnim atributima
proizvoda iz kategorije pekarskih, finih pekarskih, testenina i srodnih proizvoda.

Tokom meSanja brasna sa vodom, dolazi do hidratacije proteina brasna i formiranja
glutenskog kompleksa - mrezZaste strukture (Slika 4) koja je stabilizovana disulfidnim
vezama, vodoni¢nim vezama i hidrofobnim interakcijama (Chiang i sar., 2006).
Karakteristi¢na glutenska struktura obrazuje se u toku meSenja testa i to u nekoliko faza.
Na pocetku meSenja dugacki polimerni lanci glutenina medusobno su isprepletani i
nasumicno orijentisani. Kako se mesSenje nastavlja, lanci glutenina se orijentiSu u pravcu
sila smicanja i istezanja i formira se struktura glutena, umreZena intermolekulskim
kovalentnim disulfidnim vezama. Pri optimalnom razvoju testa interakcije izmedu
umrezenih polimera su jake i takvo testo ispoljava maksimalni otpor na deformaciju.
MeSenjem testa nakon njegovog optimuma razvoja, dolazi do raskidanja disulfidnih veza
i glutenini postaju depolimerizovani, a testo lepljivo usled prisustva kracih lanaca
(Letang i sar., 1999). Upravo ovi procesi koji se deSavaju tokom procesa meSenja testa,
odgovorni su za njegovu rastegljivost i elastiCnost, sposobnost zadrzavanja gasa i druge

vazne aspekte tehnoloSkog kvaliteta proizvoda.
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o el
Polimeri glutenina Glijadinska
frakcija
Slika 4. Prikaz strukture glutena (Miguel i sar., 2013;
http://dx.doi.org/10.5772/53168)

Obe frakcije glutena od izuzetne su vaznosti za reoloske osobine testa: gluteninska
frakcija doprinosi viskoelasticnim osobinama, dok glijadinska frakcija obezbeduje jacinu
i elasti¢nost testa, ostvarujuci nekovalentne veze, kako medusobno tako i sa polimerima
glutenina (Manu i Rao, 2008; Pérez i sar., 2005; Shewry i Tatham, 1997).

Imajuci u vidu gorenavedene cinjenice jasno je da se “eliminisanjem” glutena iz
proizvoda na bazi Zita, eliminiSe zapravo glavna komponenta odgovorna za njihovu
strukturu, pa sa tehnoloSkog aspekta, kreiranje bezglutenskih proizvoda iz ove
kategorije predstavlja veliki izazov. Odsustvo glutena u proizvodima na bazi Zita
znacajno utiCe na reologiju testa. Bezglutensko testo je manje kohezivno i elasti¢no u
poredenju sa testom koje sadrzi gluten, teSko je za oblikovanje, lepljivo i retko, a u
postupku odleZavanja i narastanja slabije se zadrZava ugljen dioksid, Sto rezultira
manjom zapreminom Kkrajnjeg proizvoda (Matos i Rosell, 2015). Nedostatak glutena
otezava sam tehnoloski postupak proizvodnje, dok gotov proizvod ima niz kvalitetnih
nedostataka kao Sto su mrvljiva struktura, slab intezitet boje i suv/peskovit osecaj u
ustima prilikom konzumiranja (Houben i sar., 2012). Po senzorskim i tehnoloskim
parametrima kvaliteta, bezglutenski proizvodi na bazi Zita znacajno se razlikuju od

sli¢nih proizvoda namenjenih zdravoj populaciji.
2.3.3. SIROVINE ZA PROIZVODN]JU BEZGLUTENSKIH PROIZVODA
2.3.3.1. Bezglutenska brasna i skrobovi

Kao zamena za pSenitno i druga brasna koja sadrZe gluten, u formulacijama
bezglutenskih proizvoda najceSce se koriste brasna bogata skrobom, poput kukuruznog
i pirinanog. Za razliku od pseudocerealija, koje se u bezglutenske proizvode dodaju
iskljucivo u formi brasna, pirinac¢ i kukuruz se primenjuju i u vidu nativnih skrobova i

njihovih modifikata.
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U testu koje sadrZi skrob, od klju¢nog znacaja u procesu pecenja je njegova osobina
da Zelira. Pri termickom tretmanu dolazi do bubrenja granula skroba, povec¢anja njihove
zapremine i promene mehanickih svojstava. Hladenjem ovakvog sistema, usled
povezivanja amiloze i amilopektina vodoni¢nim vezama obrazuje se trodimenzionalna
strukturu i formira se gel (Witczak i sar., 2016). Vrsta skroba, sadrzaj amiloze, veliina i
oblik granula, najznacajniji su faktori koji uti¢u na bubrenje i Zeliranje skroba. Od
nativnih skrobova, najve¢u sposobnost vezivanja vode pokazuje krompirov, dok su
kukuruzni i pirin¢ani znacajno slabiji u pogledu sposobnosti bubrenja (Witczak i sar.,
2016). Nativni skrobovi podloZzni su procesu retrogradacije koja rezultira loSijim
osobinama krajnjeg proizvoda, tako da su sve ceS¢e u upotrebi modifikati skroba,
kreirani tako da koriguju jedan ili vise nedostataka nativnog skroba, a osnovno
poboljSanje odnosi se na njihovu sposobnost formiranja stabilnijih struktura (Singh i
sar., 2007).

Kukuruzno i pirinéano brasno nalaze se u sastavu vecine komercijalnih
bezglutenskih smeSa. Kukuruzno brasno uspeSno se primenjuje u Kkreiranju
bezglutenskih proizvoda, uz obavezan dodatak guma poput ksantana, kako bi se pri
zamesu formirala neophodna mreZasta struktura i dobio zames adekvatne konzistencije
i obradivosti (Zannini i sar., 2012). Zbog svog blagog ukusa, dobre svarljivosti i
neutralne boje, pirin¢ano brasno se takode upotrebljava kao sastojak bezglutenskih
proizvoda (Kadan i sar., 2011). Ipak, proizvodi poput hleba, sa udelom pirincanog
brasna preko 10% nisu zadovoljavaju¢ih teksturnih svojstava, pa se ovaj nivo
supstitucije uzima najc¢es¢e kao gornja granica za dodatak pirin¢anog brasna (Gujral i
Rosell, 2004).

2.3.3.2. Hidrokoloidi

Funkcija koju gluten ima u testu od pSeni¢nog brasna, kod bezglutenskih proizvoda
nadomesStena je adekvantnim supstituentima iz grupe aditiva, kao $to su hidrokoloidi.
Oni predstavljaju heterogenu grupu polimera dugackih lanaca koji imaju svojstvo da u
vodi obrazuju viskozne disperzije i/ili gelove. Po hemijskom sastavu su uglavnom
polisaharidi, a njihov afinitet prema molekulima vode uslovljen je prisustvom velikog
broja hidroksilnih grupa u molekulu. Ova jedinjenja imaju osobinu da zadrZavaju vodu, a
u prehrambene proizvode se dodaju najces¢e kao stabilizatori i uguscivaci. Razlicite
vrste hidrokoloida dodaju se u bezglutenske proizvode u cilju povecanja sposobnosti

retencije gasa, stabilizacije gela koji formira skrob i poboljSanja teksturnih svojstava
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(Gallagher i sar., 2004). Njihova podela izvedena je na osnovu porekla i nacina dobijanja

(Houben i sar., 2012), a prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Klasifikacija hidrokoloida koji se primenjuju u bezglutenskim proizvodima

Grupa hidrokoloida Naziv

Prirodni (biljnog porekla)

Biljni eksudati guma arabika, tragakant

Gume iz semena biljaka guar guma, karuba

Ekstrakti morskih algi
a) crvenih agar, karagenan
b) mrkih alginati

Hidrokoloidi dobijeni ekstrakcijom

iz biljnog materala pektin, §-glukan

Sinteticki

Derivati celuloze HPMC (hidroksipropilmetil
celuloza), CMC (karboksimetil
celuloza), MC (metil celuloza)

Mikrobioloski sintetisani hidrokoloidi ksantan guma

Znacajan napredak u senzorskim i teksturnim svojstvima bezglutenskih hlebova,
postignut je dodatkom hidrokoloida (Biliaderis i sar., 1997; Hiittner i sar., 2010;
Lazaridou i sar., 2007). Danas se oni Cesto nalaze u sastavu komercijalno dostupnih
bezglutenskih smesSa, ¢cime se postiZe znacajno povecanje viskoziteta i stabilizacija testa

usled smanjenja difuzije molekula vode (Houben i sar., 2012).
2.3.3.3. Proteini

Jedan deo naucnih studija, koje se bave kreiranjem i unapredenjem kvaliteta
bezglutenskih proizvoda, fokusiran je na moguc¢nosti primene proteina iz razliitih
izvora (proteini mleka, albumini iz jaja, proteini soje) u funkciji supstituenata glutena.
Srodnost hemijske strukture, sposobnost bubrenja i formiranja mrezastih struktura
slicnih glutenskim, izdvaja proteine mleka i ¢ini ih jednim od najzastupljenijih u
bezglutenskim proizvodima. Razliciti kvalitetni parametri proizvoda mogu se poboljsati
zavisno od vrste dodatih mle¢nih proteina (Houben i sar., 2012). Njihovim dodatkom
smanjuje se lepljivost, kao jedan od najvecih nedostataka bezglutenskog testa, postize se

povecanje zapremine finalnog proizvoda i poboljSava tekstura, ukus i boja proizvoda
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(Cocup i Sanderson, 1987). Takode, u proizvodima poput hleba i peciva proteini mleka
pokazali su pozitivan uticaj na odrZivost proizvoda (Kenny i sar., 2000). Nedostatak
primene mle¢nih proteina u bezglutenskim proizvodima mozZe biti postojanje
intolerancije na laktozu, koje se javlja kao pratece oboljenje kod jednog broja celijatno
obolelih pacijenata (Houben i sar., 2012). U tom smislu, veliki potencijal u formulacijama
bezglutenskih proizvoda pokazali su proteini biljnog porekla, poput proteina soje i

leguminoza (Crockett i sar., 2011; Mifnarro i sar., 2012).
2.3.3.4. Pseudocerealije

Mogucénost upotrebe pseudocrealija u ishrani osoba sa intolerancijom na gluten
potice od ¢injenice da u sastavu njihovih proteina dominiraju globulini i albumini, dok su
prolaminske frakcije zastupljene u izuzetno malom procentu, ili uopste nisu prisutne
(Drzewiecki i sar., 2003; Gorinstein i sar., 2002). NajceSce koriS¢ene biljke iz kategorije
pseudocerealija su amarantus, kinoa i heljda. Njih karakteriSu odredene slicnosti sa
Zitaricama, a razlike poticu od same strukture, s obzirom da su pseudocerealije
dikotiledone biljke.

Upotreba pseudocerealija u ishrani celijacno obolelih smatra se izuzetno korisnom
sa nutritivnog aspekta, bududi da su one bogat izvor deficitarnih nutrijenata. Prisustvo
znacajnog udela esencijalnih aminokiselina ¢ini nutritivni profil proteina
pseudocerealija visokokvalitetnim (Aubrecht i Biacs, 2001; Drzewiecki i sar., 2003).
Tako je, na primer, sadrzaj lizina u proteinima heljde priblizno dvostruko ve¢i nego u
proteinima pSenice (Sedej, 2011). Proteini pseudocerealija odlikuju se znatno veéom
bioraspoloZivo$¢u u odnosu na proteine Zitarica, a odredeni postupci prerade zrna mogu
dodatno poboljsati njihovu svarljivost (Bressani, 1994; Gamel i sar., 2004; Koziol, 1992).
Sa sadrZajem prehrambenih vlakana u zrnu od 29,5%, heljda se izdvaja od ostalih
pseudocerealija, kod kojih se ovaj sadrzaj krece od 14,2% (kinoa) do 20,6%
(amarantus), $to je slican nivo onom koji se javlja kod zitarica (Alverez-Jubete i sar.,
2009a). Izuzetan sastav minerala pseudocerealija, znatno bolji u poredenju sa veinom
Zitarica, kao i Cinjenica da su njihova zrna bogata upravo mineralima deficitarnim u
ishrani celijacno obolelih, joS jedan je od razloga njihove ucestale primene u
formulacijama bezglutenskih proizvoda. Po sadrZaju kalcijuma, magnezijuma i gvozda
izdvaja se amarantus, koji sadrzi u proseku 3-5 puta vecu koli¢inu ovih minerala u
odnosu na pSenicu (Alverez-Jubete i sar, 2009a). Ovakav mineralni sastav
pseudocerealija od velikog je znacaja, posebno ako se uzme u obzir podatak o povecanoj

ucestalosti pojave osteopenije i osteoporoze kod celijacno obolelih pacijenata (Chand i
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Mihas, 2006; Fasano i Catassi, 2001). I u pogledu sastava masnih Kkiselina,
pseudocerealije se izdvajaju u odnosu na vecinu Zitarica. Linolenska kiselina je
najdominantnija i ¢ini viSe od 50% ukupnih masnih kiselina zrna amarantusa i kinoe,
dok je u heljdi prisutna u udelu od oko 35% (Alverez-Jubete i sar., 2009a, Bonafaccia i
sar., 2003). Takode, pseudocerealije odlikuje i prisustvo znacajne koli¢ine a-linolenske
kiseline, koja se u mnogim studijama dovodi u vezu sa smanjenjem rizika od
kardiovaskularnih i autoimunih oboljenja, kancera i osteoporoze (Simopoulos, 2001).
Zahvaljuju¢i prisustvu znacajne koli¢ine polifenolnih jedinjanja (Dini i sar., 2004;
Gallardo i sar., 2006), niskom glikemijskom indeksu (Berti i sar., 2004; Skrabanja i sar.,
2001), kao i svim gorepomenutim nutritivnim karakteristikama, pseudocerealije
spadaju medu funkcionalno najpotentnije sastojke bezglutenskih proizvoda.
Ustanovljeno je da njihov dodatak doprinosi znacajno boljim senzorskim osobinama,
posebno proizvoda na bazi zita. Naime, skrobna brasna uzrokuju peskovit i suv osecaj
pri konzumiranju, dok se dodatak pseudocerealija vezuje za puniji ukus i aromu

proizvoda.
2.3.4. BEZGLUTENSKI PROIZVODI NA BAZI ZITA

Poslednjih decenija u razvijenim zemljama postoji trend Sirenja trziSta
bezglutenskih proizvoda, koji je nastao iz opseznih studija o povecanoj prevalenci ove
bolesti (Gallager i sar., 2004). Vrednost trZiSta bezglutenskih proizvoda u SAD u 2015.
godini procenjen je na oko 1,6 milijardi dolara (Nijeboer i sar., 2013), dok je ova
vrednost na globalnom nivou bila oko 6 milijardi dolara. Od ukupnog trZista ovih
proizvoda, 46% cine pekarski i konditorski proizvodi (Witczak i sar., 2016).

Srbija i zemlje u regionu jo$S uvek nemaju u prodaji dovoljan broj raznovrsnih
proizvoda i sirovina namenjenih osobama sa intolerancijom na gluten, a najveci deo
asortimana cine proizvodi iz uvoza. Proizvodaci bezglutenske hrane u naSoj zemlji
susrecu se sa brojnim problemima koji oteZavaju poStovanje rigoroznih zahteva u
njihovoj proizvodnji, a najveci problem predstavlja nabavka osnovnih sirovina koje nisu
kontaminirane glutenom. Ovo se posebno odnosi na proizvode iz kategorije pekarskih i
finih pekarskih proizvoda, koji su sa velikim udelom zastupljeni u ishrani, a u cijoj
osnovi se nalaze sirovine, koje su, s obzirom na uslove uzgoja, transporta i skladistenja,
veoma podloZne kontaminaciji. Neophodnost postojanja celokupne opreme i prostora
namenski kreiranih za proizvodnju bezglutenskih proizvoda, tehnoloSki aspekt same
proizvodnje, ali i ve¢ pomenuti problemi sa nabavkom sirovina, neki su od razloga za

siromas$an asortiman domacih bezglutenskih proizvoda u Srbiji.
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Uprkos savremenim dostignu¢ima u kreiranju bezglutenskih proizvoda, zamena
glutena u proizvodima na bazi Zita, kao Sto su hleb, peciva, keks i testenina, i dalje
predstavlja veliki tehnoloSki izazov (Gallagher i sar., 2004). Moguc¢nosti unapredenja
kvaliteta i tehnoloskih karakteristika bezglutenskih proizvoda detaljno su ispitivane u
naucnoj literaturi, a najve¢i broj publikacija odnosi se na razli¢ite formulacije
bezglutenskog hleba (Houben i sar., 2012; Matos i Rosell, 2015).

[straZivanja na polju kreiranja razliCitih vrsta bezglutenskog hleba mogu se svrstati
u dve celine - studije bazirane na unapredenju nutritivnog i funkcionalnog profila
(Alverez-Jubete i sar., 2010b; Brites i sar., 2010; Cornejo i sar., 2015; Kim i Yokoyama,
2011; Torbica i sar., 2010; Wronkowska i sar., 2010) i studije zasnovane na poboljSanju
tehnoloskog kvaliteta i otklanjanju kvalitetnih nedostataka hleba, koji su posledica
odsustva glutena (Capriles i sar., 2013; Martinez i sar., 2014). Imaju¢i u vidu ucestalost
konzumiranja hleba i deficite odredenih nutrijenata u ishrani celijacno obolelih, brojnost
studija koje se bave nutritivhim aspektom ovog proizvoda potpuno je u saglasnosti sa
trendovima uvodenja koncepta funkcionalne hrane, kao modela za unapredenje zdravlja
ljudi.

U ishrani obolelih od celijakije najzastupljenija namirnica iz kategorije finih
pekarskih proizvoda je keks, pa je stoga njegov kvalitet, kako nutritivni, tako i senzorski,
od velike vaZnosti. Na trziStu naSe zemlje asortiman bezglutenskih vrsta keksa uglavnom
je baziran na koriS¢enju pirin¢anog i kukuruznog brasna (umesto pSeni¢nog), skrobova
razliCitog porekla, dok je funkcija koju gluten ima u testu od pSeni¢nog brasna, kod ovih
proizvoda nadomestena adekvantnim supstituentima iz grupe aditiva, kao Sto su
hidrokoloidi. Postoje komercijalno dostupne bezglutenske smeSe za keks, koje se,
zajedno sa ostalim komponentama, koriste u njegovoj proizvodnji. IstraZivanja novijeg
datuma o ulozi skrobova i proteina u formulaciji bezglutenskog keksa ukazuju na
potencijalne pravce daljeg razvoja gotovih smeSa za bezglutenski keks. Mancebo i
saradnici (2016) utvrdili su da se dodatkom proteina znacajno menjaju reoloske osobine
testa u pravcu postizanja bolje konzistencije, Sto Cini testo lakSim za oblikovanje i moze
biti od znacaja u industrijskim uslovima proizvodnje.

Kako u savremenom druStvu postoji veliko interesovanje potroSaca za
funkcionalnom hranom, Sirenje asortimana keksa usmereno je ka kreiranju proizvoda sa
funkcionalnim svojstvima, Sto se najceS¢e postiZe primenom brasna od celih zrna
Zitarica. Kada su u pitanju proizvodi namenjeni osobama sa intolerancijom na gluten,
odabir nutritivno vrednih komponenata koje ne sadrZe gluten i njihova primena u

formulacijama bezglutenskog keksa, sa ciljem poboljSanja funkcionalnih svojstava,
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aktuelna je tema u naucnoj literaturi. Najveci broj istrazivanja zasniva se na primeni
brasna amarantusa (de la Barcai sar., 2010; Gambus i sar., 2009; Schoenlechner i sar.,
2006) i heljde (Gambusi sar., 2009; Hadnadev i sar., 2013; Kaur i sar., 2015) samih ili u
kombinaciji sa pirin¢anim, kukuruznim i drugim bezglutenskim vrstama brasna. Ipak,
broj komercijalno dostupnih nutritivno obogacenih vrsta bezglutenskog keksa je mali,
pa bi bududi pravci razvoja ove kategorije finih pekarskih proizvoda, trebali da budu

bazirani upravo na njihovom funkcionalnom obogacivanju.
2.3.5. NUTRITIVNI ASPEKT BEZGLUTENSKIH PROIZVODA

Zitarice kao glavni sastojci pekarskih, finih pekarskih proizvoda, testenina i srodnih
proizvoda, u znac¢ajnom udelu ucestvuju u zadovoljenju dnevnih potreba za energijom,
mikronutrijentima i ugljenim hidratima (Whitton i sar.,, 2011). S obzirom na njihovo
odsustvo u bezglutenskim proizvodima i ¢injenicu da bezglutenska brasna i skrobovi
nisu dodatno obogaceni nutrijentima, braSneno-konditorski proizvodi bez glutena
znatno su slabijeg nutritivnog sastava u poredenju sa proizvodima namenjenim zdravoj
populaciji (Gallager, 2008). lako obezbeduju dovoljan unos energije, bezglutenski
brasneno-konditorski proizvodi su deficitarni po pitanju sadrzaja vitamina B grupe,
folata, gvozda i prehrambenih vlakana (Thompson, 1999; Thompson, 2000). Generalno,
celokupnu ishranu celijacno obolelih odlikuje smanjen unos vitamina, prehrambenih
vlakana, kalcijuma, magnezijuma i gvozda (Hallert i sar., 2002; Hopman i sar., 2006;
Thompson i sar., 2005), kao i znatno loSiji balans makronutrijenata u poredenju sa
ishranom zdravih ljudi (Bardella i sar.,, 2000). Od makronutrijenata u bezglutenskoj
ishrani dominiraju masti, dok su ugljeni hidrati zastupljeni u znatno manjem procentu
(Bardellai sar., 2000).

U cilju unapredenja nutritivnog profila i funkcionalnosti, sastojci poput
prehrambenih vlakana, proteina i mikronutrijenata, ve¢ neko vreme se uspeSno
primenjuju u formulacijama razli¢itih bezglutenskih proizvoda. Najveci broj studija
odnosi se na obogacivanje ovih proizvoda prehrambenim vlaknima, a izvori ovih vaznih
nutrijenata su veoma raznoliki i krec¢u se od vlakana iz kukuruza (Sabanis i sar., 2009),
pseudocerealija (Alverez-Jubete i sar., 2009a, 2009b, 2010a), preko bioaktivnih
polisaharida kao $to je inulin (Korus i sar., 2006) i rezistentni skrob (Korus i sar., 2009),
do vlakana iz sporednih proizoda industrijske prerade voc¢a (Korus i sar., 2012; O’Shea i
sar., 2013). Osim poboljSanja nutritivnog profila, dodatkom prehrambenih vlakana
postiZze se poboljSanje teksturnih i senzorskih svojstava, a produZava se i odrzivost

bezglutenskih proizvoda (Phimolsiripol i sar., 2012).
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2.3.6. NOVI PRAVCI U KREIRAN]JU BEZGLUTENSKIH PROIZVODA

Sagledavaju¢i dosadas$nja naucna i tehnoloSka dostignu¢a u oblasti kreiranja

bezglutenskih proizvoda, potencijalni pravci unapredenja ovog trziSta mogli bi se

grupisati u nekoliko celina:

pronalaZenje novih izvora nutritivno vrednih jedinjenja iz prirodnih izvora kao
Sto su sporedni proizvodi prerade voca i povr¢a,

obogacivanje komercijalno dostupnih smesa mikronutrijentima deficitarnim u
ishrani celija¢no obolelih,

obogacivanje proizvoda funkcionalno vrednim jedinjenjima koji doprinose
poboljSanju opSteg zdravstevenog stanja (omega-3 masne Kiseline, probiotici,
fitosteroli),

pronalaZenje kombinacija sastojaka, kojim bi se poboljSala bioraspolozivost i
apsorpcija nutrijenata unetih hranom, sto je od posebnog znacaja imajuci u vidu
da je malapsorpcija jedan od problema osoba sa intolerancijom na gluten,
kreiranje proizvoda sa nizim glikemijskim indeksom kombinovanjem pogodnih
sastojaka i odgovaraju¢ih tehnoloskih postupaka, imaju¢i u vidu poveéanu
ucestalost pojave dijabetesa tipa I kod osoba sa intolerancijom na gluten,
optimizacija sastojaka u komercijalnim smeSama, prvenstveno onih na bazi
skroba, kombinovanjem razliCitih nativnih i modifikovanih skrobova, u cilju

dobijanja Sto boljeg tehnoloskog kvaliteta bezglutenskih proizvoda.

2.4. FUNKCIONALNA HRANA

2.4.1. DEFINICIJAT RAZVO] KONCEPTA FUNKCIONALNE HRANE

Savremena naucna istrazivanja daju brojne dokaze o povezanosti ishrane i zdravlja,

Cime se povecava interesovanje potroSaca za funkcionalnom hranom, koja po definiciji

obuhvata one namirnice za koje je dokazano da povoljno uticu na jednu ili viSe funkcija

organizma, van okvira uobicajenih nutritivnih efekata i na nacin koji je znacajan za opSte

zdravstveno stanje ili za smanjenje rizika od nastanka bolesti. Ova definicija

funkcionalne hrane usvojena je 1998. godine u koordinaciji sa International Life Science

Institute Europe (ILSI Europe). Buduc¢i da se ovaj termin odnosi na jedan sveobuhvatni

koncept, a ne specificno definisanu grupa prehrambenih proizvoda, postoji veci broj

definicija funkcionalne hrane, ali je generalno prihvaceno da se pojam funkcionalna
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hrana odnosi na one namirnice koje imaju pozitivne efekte na zdravlje ljudi. Podela
funkcionalnih proizvoda izvedena je na osnovu dva kriterijuma - aspekta njihovog

delovanja i nacina na koji je postignuta funkcionalnost (Slika 5).

FUNKCIONALNI
PROIZVODI

PODELA NA OSNOVU NACINA NA KOJI JE
POSTIGNUTA FUNKCIONALNOST

(Kotilainen i sar., 2006; Spence, 2006)

PODELA NA OSNOVU NACINA DELOVANJA
(Siro, 2008)

4 ™ 4 ™
PROIZVODI KOJI POBOLJSAVAJU POBOLJSAN ILI UNAPREDEN PROIZVOD
KVALITET ZIVOTA (jaja sa poveéanim sqdriajem omega-3-
(probiotici i prebiotici) masnih kiselina)
\ J . J
'4 ™\ { N

PROIZVODI SPECIJALNO KREIRANI U
CILJU SMANJENJA ZDRAVSTVENIH
RIZIKA

(proizvodi obogaéeni vitaminima,
antioksidantima)

OBOGACEN PROIZVOD

(margarin sa estrima biljnih sterola)

. v . v
e “
PROIZVODI KOJI OLAKSAVAJU ZIVOT IZMENJEN PROIZVOD
(namenjeni za specijalne kategorije potrosaca (dodatak razli¢itih vrsta zamenjivaca
- sa intolerancijom na gluten, laktozu) masnoce u proizvodima prirodno bogatim
mastima)

. J L% J

4 ™

PROIZVOD POVECANE VREDNOSTI

(sokovi oboogaceni vitaminom C, ili brasna
obogaéena gvozdem)

Slika 5. Podela funkcionalnih proizvoda

Pocetak uvodenja koncepta funkcionalne hrane u praksu vezuje se uglavnom za
fortifikaciju proizvoda ili nekih njihovih komponenata vitaminima, mineralima,
mikronutrijentima poput omega-3 masnih kiselina, fitosterola i rastvorljivih vlakana, sa
ciljem unapredenja zdravlja ljudi ili prevencije odredenih bolesti (Sloan, 2000; Sloan
2002). Noviji pravci razvoja funkcionalnih proizvoda podrazumevaju kombinovanje vise
postupaka uvodenja funkcionalnih sastojaka, uz istovremeno eliminisanje i/ili
smanjivanje koli¢ine sastojaka sa negativnim dejstvom, Cime se postizu viSestruki

blagotvorni efekti po zdravlje ljudi (Sloan, 2004).
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S obzirim da su nosioci funkcionalnosti brojni i veoma raznoliki, moguénosti u
osmiSljavanju funkcionalne hrane su velike. Ipak, sa nutritivnog i zdravstvenog aspekta,
najcelishodniji izbor su oni funkcionalni sastojci ili sirovine koji mogu da se upotrebe u
nekoj formulaciji u dovoljno velikom udelu, pri ¢emu se ciljni proizvod ucestalo
konzumira. U tom smislu, proizvodima iz kategorije pekarskih i finih pekarskih
proizvoda, kao i generalno proizvodima na bazi Zita, pripada visoko pozicionirano mesto
kada su u pitanju koliCine i ucestalost konzumiranja, pa se ovi proizvodi smatraju
izuzetno pogodnim za dodavanje funkcionalnih sastojaka.

Osnovni problem implementacije koncepta funkcionalne hrane u praksi jeste taj sto
razvoj ovih proizvoda predstavlja izuzetno sloZen i skup postupak, kome prethode
sveobuhvatna ispitivanja na polju:

= identifikacije funkcionalnih jedinjenja i ispitivanja njihovih fizioloskih efekata

kroz klinicka ispitivanja,

= pronalaZenja adekvatnog matriksa za njihovo inkorpopiranje i

» razvoja funkcionalnog proizvoda sa tehnoloskog aspekta.

U plasiranju nekog proizvoda na trZiSte, glavni cilj jeste njegovo usaglasavanje sa
zahtevima potroSaca, Sto nije uvek lako obezbediti, posebno kada se on razlikuje od
ustaljenih navika potrosaca i njihovih ocekivanja (Van Kleef i sar., 2002). U mnogim
zemljama joS uvek ne postoje zakonske regulative koje pokrivaju i definiSu koncept
funkcionalne hrane, zbog €ega je prili¢no tesko izvrsiti procenu trziSta ovih proizvoda
(Kotilainen i sar., 2006). Dostupni podaci ukazuju da Severna Amerika, Evropa i Japan,
kao tri najdominantnija trziSta ucestvuju sa preko 90% u ukupnoj prodaji funkcionalnih
proizvoda (Benkouider, 2005). U Republici Srbiji, takode, ne postoji posebna zakonska
regulativa i nacionalni konsenzus za ovu grupu namirnica. Neke od njih mogu se svrstati
u dijetetske proizvode prema Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih
proizvoda (Sl. glasnik RS br. 45/10).

2.4.2. FUNKCIONALNA JEDINJENJA

Funkcionalna jedinjenja su potencijalno korisni sastojci hrane, veoma raznoliki po
svojoj strukturi, sa dokazanim pozitivnim zdravstvenim efektima, koji su posledica
njihove bioloske i fizioloSke aktivnosti (Kruger i Mann, 2003). U funkcionalna jedinjenja
ubrajaju se: polifenoli, prehrambena vlakna, karotenoidi, masne kiseline, biljni steroli,

prebiotici i probiotici, fitoestrogeni, proteini soje, vitamini i minerali (IFICF, 2009).

19



Doktorska disertacija Bojana Sari¢

Najveci broj funkcionalnih jedinjenja je biljnog porekla, a ova jedinjenja osnov su
mnogih epidemioloskih, in vivo, in vitro i klinickih studija, koje ukazuju na povezanost
ishrane bogate namirnicama biljnog porekla sa smanjenjem rizika od nastanka
hroni¢nih oboljenja (Hasler, 2002). NajviSe ispitivana funkcionalna jedinjenja su
antioksidanti, koji osim pozitivnih zdravstvenih efekata imaju izuzetan tehnoloski
znacaj, narocito u proizvodima sa visokim sadrzajem masti, s obzirom na sposobnost
sprecavanja ili usporavanja lipidne peroksidacije.

[spitivanja funkcionalnosti neke grupe jedinjenja ili pojedina¢nih predstavnika,
izuzetno su opseZna i sastoje se iz: 1) analiza hemijskog sastava, strukture i toksi¢nosti;
2) ispitivanja na Zivotinjama; 3) klinickih/epidemioloskih ispitivanja i 4) posebnih

ispitivanja (interakcije sa hranom i lekovima) (Stajci¢, 2012).

2.5. BOBICASTO VOCE KAO IZVOR FUNKCIONALNIH JEDINJENJA

Veliki broj savremenih studija istiCe znacaj konzumiranja voca u prevenciji bolesti,
kao Sto su dijabetes, kancer, kardiovaskularna i neurodegenerativna oboljenja. Vo¢ne
vrste iz kategorije bobicastog voc¢a se nalaze medu najzastupljenijim u ljudskoj ishrani
(Bazzano, 2005). Osim u sveZem obliku, bobicasto vocée se u znacajnoj meri konzumira i
kroz proizvode od voca, kao Sto su dzemovi, sokovi, razli¢iti drugi napici, suseno i
kandirano voce (Seeram, 2006). Sve ve¢i trend u svetu ima i primena ekstrakata
bobicastog voca u formulacijama razlic¢itih dijetetskih proizvoda i suplemenata, najcescée
u kombinaciji sa ekstraktima lekovitog bilja.

Vecina bobicastog voca pripada familijama Ericacaeae i Rosaceae. Porodica
vrijesovki, Ericaceae, obuhvata viSe od 1500 vrsta. Uglavnom su to drvenaste biljke, koje
imaju oblik malih grmova, a borovnica (Vaccinium sp.) i brusnica (Vaccinium
macrocarpon) su najpoznatiji predstavnici. Najrasprostranjenije voc¢ne vrste, kako
gajene, tako i divlje jesu biljke iz porodice ruza (Rosaceae), koja broji viSe od 3000 vrsta.
Plodovi ovih biljaka veoma su raznolike grade, oblika i veli¢ine, a mnoge samonikle vrste
su kultivisane i danas se uspesSno uzgajaju, najviSe zbog specificnog ukusa i izuzetnog
nutritivnog sastava. Malina (Rubus idaeus), kupina (Rubus sp.) i jagoda (Fragaria L.)

najvazniji su predstavnici ove porodice biljaka.
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2.5.1. FITOHEMIKALIJE BOBICASTOG VOCA

Fitohemikalije su supstance koje nisu esencijalni nutrijenti, ali se njihovim

svakodnevnim unosom postizu pozitivni efekti po zdravlje ljudi (Liu, 2004). To su

zapravo sekundarni metaboliti biljaka, koji ispoljavaju slede¢a dejstva (Lampe, 1999):

antioksidativnu aktivnost,

modulaciju enzima koji u¢estvuju u detoksifikaciji,

sprecavanje agregacije trombocita,

promene u metabolizmu holesterola,

kontrolu koncentracije steroidnih hormona i endokrinog metabolizma,
redukciju krvnog pritiska,

antibakterijsko i antivirusno dejstvo.

2.5.1.2. Polifenolna jedinjenja

0d fitohemikalija prisutnih u bobi¢astom vocu, najznacajnije mesto zauzimaju

polifenolna jedinjenja, koja predstavljaju veliku i heterogenu grupu bioloski aktivnih

nenutrijenata. Polifenolna jedinjenja pokazuju snazno antioksidativno delovanje,

zasnovano pre svega na njihovoj osobini da deluju kao redukujuéi agensi, ,hvataci”

singletnog kiseonika, da otpustaju vodonik i heliraju metale (Ivanova i sar., 2005). Na

ovaj nacin polifenolna jedinjenja deluju protiv slobodnih radikala i reaktivnih

kiseonic¢nih vrsta, koji u povecanim koncentracijama mogu da dovedu do oStecenja Celija

i tkiva, uzrokujuci brojna oboljenja (Nikoli¢ i sar., 1998).

Polifenolna jedinjenja, iako veoma raznolika po svojoj strukturi, imaju zajednicku

karakteristiku - prisustvo fenolnog jezgra kao osnovnog konstituenta. NajvaZnija

polifenolna jedinjenja bobicastog voca prikazana su na slici 6.
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Klase polifenolnih

jedinjenja
Derivati Derivati
hidroksicimetne hidroksibenzoeve Proantocijanidini Elagitanini
kiseline kiseline
COOCH j\rm

D O, - 5
R OH Lo e
FLAVONOIDI RSO NE.
. l ’
Flavonoli Flavan-3-oli
Antocijani '
2 OH

R¥
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Slika 6. Klase najvaZnijih polifenolnih jedinjenja bobicastog voca
Fenolne Kiseline

Fenolne kiseline se sastoje od fenolnog jezgra i boc¢nog niza koji sadrzi jedan
(derivati benzoeve kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma. Od
fenolnih kiselina u bobi¢astom voéu u najve¢em udelu prisutne su p-kumarinska
(porodica Ericaceae) i elaginska kiselina (porodica Rosaceae) (Hakkinen i sar., 1999;
Hertog i Hollman, 1996). Ipak, ove kiseline se retko nalaze u slobodnom obliku, izuzev u
vakuolama ili u kompleksu sa polisaharidima Celijskog zida. Naj¢eS¢e su prisutne u formi
estara i glikozida.

Elaginska kiselina ¢ini viSe od 50% ukupnih polifenolnih jedinjenja u jagodama i
malinama (Hakkinen i sar., 1999) i jedno je od najviSe proucavanih jedinjenja iz
kategorije fenolnih kiselina. Antikancerogeno dejstvo ovog jedinjenja potvrdeno je
brojnim in vivo i in vitro studijama (Akagi i sar., 1995; Jurani¢ i sar., 2001; Khanduja i
sar., 1999; Thiem i Berge, 2003), a u sinergizmu sa drugim konstituentima bobicastog
voca pojacava se njeno antikancerogeno dejstvo (Bagchi i sar., 2004; Seeram i sar.,
2004). Ovo jedinjenje pokazuje i antimutagena svojstva (Mertens-Talcott i sar., 2003;

Narayanan i sar., 1999), sto se pripisuje osobini da, vezivanjem za DNK i “hvatanjem”
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reaktivnih Kkiseoni¢nih vrsta, sprecava oSte¢enja DNK. U bobicastom vocu iz familije
Ericaceae dominiraju derivati hidroksicimetne kiseline (p-kumarinska i kafena kiselina),
a poseban znacaj ima estar kafene i kvinske kiseline - hlorogenska kiselina, koja je
prisutna u najvecoj koncentraciji u plodu borovnice. Ovo jedinjenje pokazuje inhibitorno
dejstvo u procesu karcinogeneze, posebno u slucaju kancera jetre i debelog creva (Cho i
sar., 2010), deluje u prevenciji antioksidativnog stresa in vivo (Mori i sar., 1986; Tanaka i
sar., 1993; Tsuchiya i sar., 1996), kao i u slucaju kardiovaskularnih oboljenja, snizavajuci

nivo ukupnog holesterola (Nardini i sar., 1995).
Tanini

Tanini biljaka se mogu podeliti u dve glavne grupe: hidrolizujuce tanine (estri galne i
elaginske Kkiseline) i kondenzovane tanine (proantocijanidine), koji predstavljaju
polikondenzovana jedinjenja velikih molekulskih masa. Termin kondenzovani tanini se
u najve¢em broju literaturnih navoda odnosi na oligomerne proantocijanidine (dimere,
trimere, tetramere), iako se mogu naci tanini sa stepenom polikondenzacije 50 i viSe
(Bravo, 1998). Oligomerni proantocijanidini su rastvorljivi u vodenim i organskim
rastvaracima kao S$to su aceton, metanol i etilacetat, dok su oni velikih molekulskih masa
nerastvorljivi. Nerastvorljivi su i oni tanini koji se nalaze u kompleksima sa proteinima
ili polisaharidima u ¢elijskom zidu.

Iz kategorije bobicastog voca, po sadrzaju proantocijanidina sa visokim stepenom
polimerizacije izdvaja se aronija, a u manjim koncentracijama ova jedinjenja se nalaze i u
kupini (Nile i Park, 2014). Hidrolizujuéi tanini prisutni su u znacajnijim koli¢inama u
jagodi, malini i kupini (Shahidi i Naczk, 2004). U voc¢u koje je bogato antocijanima tanini
imaju znacajnu ulogu u njihovoj stabilizaciji, deluju¢i tako Sto formiraju kopolimere.
Takode, tanini su odgovorni za formiranje specificnog oporog ukusa pojedinih vrsta vo¢a

i njihovih proizvoda.
Flavonoidi

Za determinaciju svih biljnih pigmenata koji imaju C6-C3-C6 skelet, u kojima su dva
benzenova prstena povezana preko C-3 jedinice (Slika 7), usvojen je termin “flavonoid”,

koga su 1952. godine predlozili Geisman i Hinseinner.
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Slika 7. Izgled C6-C3-C6 skeleta flavonoida

Raznovrsnost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija njihovih osnovnih struktura
kao Sto su: dodatna hidroksilacija, O-metilacija hidroksilnih grupa, dimerizacija,
glikozilacija hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra
(nastajanje C-glikozida). Pozitivni efekti flavonoida na zdravlje dokumentovani su u
mnogim studijama (Hertog i sar., 1993; Hertog i sar., 1997; Knekt i sar., 1997; le
Marchand i sar., 2000), a doprineli su naglom porastu upotrebe biljnih flavonoida kao

konstituenata funkcionalne hrane.
Flavan-3-oli

Najznacajniji predstavnici ove grupe jedinjenja su katehin i epikatehin. Oni se u
bobic¢astom vo¢u mogu naci kako u svom monomernom obliku, tako i u formi dimera,
trimera i polimera koji se nazivaju procijanidini. Po sadrzaju katehina izdvaja se jagoda
sa 2-9 mg katehina u 100 g sveZeg ploda (Aaby i sar., 2005; Maatta-Riihinen i sar., 2004),
dok je epikatehin prisutan u najvecoj koncentraciji u malini (2-5 mg/100g) i kupini (1-
18 mg/100g) (Arts i sar., 2000; Maatta-Riihinen i sar., 2004). Flavanoli su pretezno
zastupljeni u semenu bobicastog voca. Tako na primer seme kupine sadrZzi 4 puta vecu
koncentraciju epikatehina u poredenju sa celim plodom (Siriwoharn i sar., 2004 a,b).

Aktivnost fitohemikalija in vivo zavisi od njihove apsorpcije, intenziteta i nacina
njihovog metabolisanja u jetri i bubrezima i stepena njihove distribucije u tkivima. U
tom smislu, utvrdeno je da se flavan-3-oli veoma efikasno apsorbuju iz
gastrointestinalnog trakta u cirkulaciju, i to oko 37% od unete doze (Donovan i sar.,
2002), Sto su znacajno vece vrednosti procenta apsorpcije u poredenju sa flavonolima i

antocijanima.
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Flavonoli

Iz ove klase fenolnih jedinjenja u bobiastom vocu najzastupljeniji su kvercetin,
miricetin i kemferol (Hakkinen i sar., 1999). Ova tri jedinjenja se strukturno razlikuju po
broju i poziciji OH grupa u B prstenu. Flavonoli se u biljkama nalaze u formi glikozida, a
SeCerna komponenta (najceSc¢e glukoza i galaktoza) vezana je u C3 poloZaju B prstena.
Borovnica se izdvaja od ostalih vrsta bobiCastog voca po raznolikosti i brojnosti
flavonola. Identifikovano je ak 14 derivata kvercetina, ukljucujuéi i acilovane forme sa
kafenom kiselinom, a takode su prisutni i derivati miricetina i kemferola (Zhao, 2007).
Za razliku od ostalog bobicastog voca, kod koga se flavonoli nalaze u mezokarpu, u
borovnici su oni prvenstveno zastupljeni u pokozici (egzokarpu), a tek u manjim
kolicinama u ostatku ploda.

Flavonoli prisutni u bobi¢astom vocu pokazali su inhibitorno delovanje na
ciklooksigenazu i lipooksigenazu, enzime uklju¢ene u proces otpuStanja arahidonske
kiseline, inicijatora inflamatornog odgovora u organizmu (Nijveldt i sar., 2001). U studiji
koju su sproveli Agullo i sar. (1994) utvrdeno je citotoksi¢no dejstvo kvercetina na Celije
karcinoma creva, kao i njegova sposobnost da indukuje apoptozu i inhibira rast
leukemicnih ¢elija.

Antocijani

U sastavu polifenolnih jedinjenja bobicastog vo¢a dominiraju antocijani, biljni
pigmenti odgovorni za plavu, ljubicastu i crvenu boju razlicitih biljnih vrsta. Antocijani
su podgrupa flavonoida koji nastaju kao metabolicki produkti flavanona. Po strukturi,
antocijani su glikozidi antocijanidina, a njihovu osnovnu strukturu ¢ini 2-
fenilbenzopirilijum ili flavilijum katjon (Bridle i Timberlake, 1997). Prema zastupljenosti
u prirodi, izdvaja se Sest antocijanidina: cijanidin (50%), pelargonidin, peonidin i
delfinidin (12%), petunidin i malvidin (7%) (Castafieda-Ovando i sar., 2009). Razlike u
antocijanima potic¢u od razlike u broju i poziciji hidroksilnih i/ili metil grupa, kao i od
prirode, broja i mesta vezivanja SeCerne komponente prisutne u njihovoj strukturi
(Requeisar., 2014).

Kod vecine bobicastog voca utvrdena je pozitivna korelacija izmedu antioksidativne
aktivnosti i sadrZaja antocijana (Castafieda-Ovando i sar., 2009). Antioksidativno
delovanje antocijana dokazano je u raznim eksperimentalnim sistemima in vitro, Sto
ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu u prevenciji bolesti povezanih sa oksidativnim
stresom (Crozier i sar., 2010). Wang i sar. (1997) su utvrdili vecu antioksidativnu

aktivnost antocijana u poredenju sa antocijanidinima, ukazuju¢i na pozitivan uticaj
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prisustva Secerne komponente na aktivnost. Antocijanidini i antocijani pokazuju vecu
antioksidativnu aktivnost u poredenju sa vitaminima C i E. Ipak, jedan broj studija
ukazuje na to da se antocijani pojavljuju u plazmi i izlu¢uju u urinu u daleko manjim
koli¢inama u odnosu na ostale flavonoide (McGhie i sar., 2003). Termin bioloSka
raspoloZivost odnosi se na in vivo koli¢inu nekog molekula i njegovih metabolita koji se
javljaju u cirkulaciji nakon unosa (Tumbas, 2010). Da bi se u cirkulaciji pojavila slobodna
forma molekula ili nekog njegovog metabolita, neophodno je zasicenje metabolickih
puteva sa ,farmakoloSkim“ dozama (Scalbert i Williamson, 2000). Slaba bioraspoloZivost
antocijana objasSnjava se pre svega njihovom slabom resorpcijom, s obzirom da ne
podlezu hidrolizi pod uticajem f-glukozidaza, pa su kao takvi veliki da bi usli u
cirkulaciju (Nemeth i sar., 2003). Drugi faktor koji doprinosi maloj koncentraciji
antocijana u humanim tec¢nostima je nizak pH, pri kojem se antocijani nalaze u obliku
flavilijum Kkatjona, pa su podloZni strukturnim promenama (Clifford, 2000). Vrednosti
pH koje su svojstvene tkivima i delu gastrointestinalnog trakta (pH oko 6), dodatno
otezavaju identifikaciju i kvantifikaciju prisutnih antocijana, s obzirom na to da se pri
ovim vrednostima oni nalaze u obliku halkona.

Antocijani se, kao sastojci prehrambenih proizvoda, dodaju sa ciljem poboljsanja
razliCitih aspekata senzorskog kvaliteta, koriste kao zamena za sinteticke boje, a ova
jedinjenja su znacajna i po brojnosti boaktivnih svojstava koja poseduju. Podjednako
znaCajan tehnoloSki i nutritivni aspekt primene antocijana doprinsi velikom
interesovanju za: njihovo izolovanje, razvoj analitickih metoda za identifikaciju i
kvantifikaciju, ali i moguc¢nosti aplikacije u hrani i farmaceutskim proizvodima
(Castaneda-Ovando i sar., 2009). Glavna ograni¢enja u primeni antocijana, kao
alternative za vesStacke pigmente, posledica su njihove nestabilnosti prema svetlosti i
toploti i tendencije ka degradativnim reakcijama. Stoga je veliki broj istraZivanja u
dana$nje vreme fokusiran na moguc¢nost hemijske stabilizacije antocijana (Castafieda-
Ovando i sar., 2009). Neka jedinjenja prirodno prisutna u biljnom materijalu, poput
fenolnih kiselina, imaju zastitni i stabilizacioni efekat na antocijane (Eiro i Heinonen,
2002), doprinoseci na taj nacin stabilnosti boje proizvoda. Kafena kiselina odgovorna je
za stabilizaciju boje soka od crvene narandze (Maccarone i sar., 1985), sinapinska
doprinosi stabilnosti boje soka od jagode, dok ferulna i sinapinska imaju ovu ulogu u
soku od maline (Rein i Heinonen, 2004). Ovaj efekat je pripisan kopigmentaciji
antocijana, kojom se stvaraju jedinjenja intenzivnije boje, koja su stabilnija od samih

antocijana.
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2.5.2. NUTRIJENTI BOBICASTOG VOCA

Hrana se sastoji iz niza nutrijenata, koji, osim Sto obezbeduju potrebe organizma za
energijom, ucestvuju u izgradnji tkiva i organa, kao i u razli¢itim metabolickim
procesima. Neke od nutrijenata ljudski organizam nije u stanju da sintetiSe, pa se oni
unose iskljuc¢ivo hranom. Nazivaju se esencijalnim i u ovu kategoriju spadaju: vitamini,
minerali, pojedine aminokiseline i pojedine masne kiseline. Proteini, ugljeni hidrati i
masti su nutrijenti iz kategorije neesencijalnih, s obzirom da je organizam u stanju da ih
sintetiSe. Ipak, oni se najve¢im delom unose hranom, a svojom razgradnjom osiguravaju
energetske potrebe organizma.

Prema potrebama organizma za unosom, nutrijenti se dele na:

* makronutrijente - proteini, aminokiseline, lipidi, masne kiseline, ugljeni hidrati,

= mikronutrijente - minerali i vitamini.

Unosom makronutrijenata osigurava se energija neophodna za obavljanje funkcija
organizma, dok je uloga mikronutrijenata razli¢ita. Uneti u malim koli¢inama putem
hrane, mikronutrijenti deluju kao:

= kofaktori u metabolizmu - za moduliranje aktivnosti enzima (npr. cink i selen su

kofaktori za mnoge enzime),

» koenzimi u metabolizmu - imaju aktivnhu ulogu u sloZenim biohemijskim

reakcijama (npr. folna kiseline ucestvuje u reakcijama u kojima se prenosi metil
grupa; riboflavin i niacin u€estvuju u lan¢anom prenosu elektrona),

= kontrolni faktori u procesima transkripcije koji reguliSu ekspresiju gena.
2.5.2.1. Esencijalne masne Kiseline

Za ljudski organizam esencijalne su polinezasi¢ene masne kiseline, a najvaZniji
predstavnici ove grupe su omega-6 i omega-3 masne kiseline (Plourde i Cunnane, 2007).
Povecan unos polinezasi¢enih masnih kiselina dovodi se u vezu sa pozitivnim
zdravstvenim efektima kao Sto su smanjenje koncentracije holesterola u krvi, ¢ime se
znacajno smanjuje rizik od koronarnih bolesti, sr¢canog i mozdanog udara (Gartside i
sar., 1998; Siscovick i sar., 1995). Poslednjih decenija nedostatak esencijalnih masnih
kiselina u ishrani dovodi se u vezu i sa pojavom razliCitih neuroloSkih poremecaja
(Freeman, 2000). S obzirom na znacaj njihovog unosa, potrebe za esencijalnim masnim
kiselinama definisane su odgovaraju¢im normativima (NRC, 2004).

Seme bobicastih voc¢nih vrsta predstavlja vaZzan izvor esencijalnih masnih kiselina. S
obzirom na znacajan udeo semena (20-26%) u delu biljnog materijala koji se prilikom

proizvodnje soka tretira kao otpad, ovi nusproizvodi mogu se koristiti za dobijanje ulja
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sa visokim udelom polinezasi¢enih masnih kiselina. Po sadrzaju a-linolenske kiseline od
voc¢nih vrsta iz kategorije bobicastog voca izdvajaju se kupina (35,2-35,3%) (Parry i Yu,
2004) i malina (29,1-32,4%) (Oomah i sar., 2000). Ipak, najveci broj studija odnosi se na
sastav ulja iz semena grozda, optimizaciju procesa njegove ekstrakcije i potencijalnu
komercijalnu primenu (dos Santos Freitas i sar., 2013; Duba i Fiori, 2015; Fiori i sar.,
2014; Yu i Ahmedna, 2013).

2.5.2.2. Prehrambena vlakna

Prema definiciji prehrambena vlakna su ostaci jestivih delova biljaka, biljni ekstrakti
ili njihovi sintetski analozi koji ne podlezu dejstvu enzima i ne apsorbuju se u tankom
crevu, a delimicno ili potpuno fermentiSu u debelom crevu (Camire i sar., 2001). U
prehrambena vlakna ubrajaju se: neskrobni polisaharidi, lignin i srodne supstance
(voskovi, kutin, suberin), pojedini oligosaharidi (frukto-oligosaharidi i gluko-
oligosaharidi) i rezistentni skrob (Phillips i Cui, 2011).

Na osnovu hemijske strukture i sposobnosti pojedinih frakcija da se ekstrahuju u
definisanim uslovima (vrednost pH i temperatura primenjenog rastvaraca),
prehrambena vlakna se dele na nerastvorljiva (eng. insoluble dietary fiber - IDF) i
rastvorljiva (eng. soluble dietary fiber - SDF). U nerastvorljiva prehrambena vlakna
ubrajaju se neskrobni polisaharidi (celuloza, hemiceluliza), lignin iz membrana biljnih
Celija i rezistentni skrob (Jalili, 2001). Polisaharidi intracelularnog porekla, poput f3-
glukana, pektina i inulina, kao i razliite vrste guma, nazivaju se rastvorljivim vlaknima.

Prehrambena vlakna se smatraju neizostavnim sastojkom pravilne ishrane, a njihov
povecan unos povezuje se sa smanjenjem rizika od hroni¢nih oboljenja (Liu, 2007) koji
je posledica viSestrukog delovanja vlakana u digestivnom traktu (prebiotski efekat,
stvaranje osjecaja sitosti, sporija drenaza Zeludca) kao i njihovog sistemskog delovanja
(smanjenje nivoa holesterola i Secera u krvi).

U cilju zadovoljenja preporucenog dnevnog unosa od 25 g (NRC, 2004), kojim se
postiZu pozitivni zdravstveni efekti, mnogi prehrambeni proizvodi se dodatno
obogacuju vlaknima. Osim nutritivnog, prehrambena vlakna su znacajna i sa
tehnoloSkog aspekta, pa se u proizvode dodaju sa ciljem: smanjenja kalorijske vrednosti,
zamene dela masti, stabilizacije proizvoda tipa emulzija, povecanja mase proizvoda i
smanjenja upijanja ulja tokom prZenja. Ipak, obogacivanje nekog prehrambenog
proizvoda vlaknima moZe se smatrati opravdanim samo u slucaju ako se njihovim
dodatkom ne narusavaju tekstura, izgled i senzorska svojstva proizvoda. U tom smislu,

najvaznija tehnoloSka karakteristika prehrambenih vlakana jesu hidrataciona svojstva,
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koja odreduju optimalnu koli¢inu u kojoj se vlakna dodaju prilikom formulisanja nekog
prehrambenog proizvoda (Thebaudin, 1997). Hidrataciona svojstva vlakana mogu se
opisati pomocu slede¢ih parametara: sposobnost (kapacitet) zadrzavanja vode (WHC,
eng. water holding capacity), sposobnost (kapacitet) vezivanja vode (WBC, eng. water
binding capacity), bubrenje i rastvorljivost.

Oko 50% od ukupne koli¢ine prehrambenih vlakana dospeva u organizam
konzumiranjem cerealija i pseudocerealija. Ipak, poslednjih godina u fokusu naucnih
istrazivanja su vlakna iz voca, za koja je dokazano da imaju bolja nutritivna svojstva u
poredenju sa vlaknima Zitarica, zahvaljuju¢i ve¢em sadrzaju rastvorljivih, ali i ukupnih
vlakana, nizem sadrzaju fitinske kiseline, ve¢em kapacitetu vezivanja vode i ulja, boljoj
fermentabilnosti u digestivnom traktu i niZoj kalorijskoj vrednosti (Chau i Huang.,
2003). Brojne naucne publikacije ukazuju na jo$ jedno vazno svojstvo vlakana iz voca -
postojanje interakcijskih veza sa drugim konstituentima kao Sto su polifenolna
jedinjenja. Saura-Calixto (1998), analiziraju¢i pomenute interakcije u tropu dobijenom iz
grozda, uvodi koncept prehrambenih vlakana sa antioksidativnim svojstvima (ADF, eng.
antioxidant dietary fibre), koji se odnosi na biljni materijal sa sadrZajem prehrambenih
vlakana ve¢im od 50% (izraZeno na suvu materiju) i visokim sadrzajem prirodnih
antioksidanata koji su vezani za polisaharidne frakcije Celijskog zida (Slika 8). Od
fenolnih jedinjenja, najceS¢e su sa prehrambenim vlaknima iz voca povezani derivati

hidrokiscimetne kiseline, i to u formi tanina, koji hidrolizom daju galnu i elaginsku

. H/O% Elektrostaticke
: OH
: /m‘ sile

(0]

kiselinu (Arranz i sar., 2009).

Lanci pektina

Estarske
veze

Vodonicne veze

Slika 8. Vrste interakcija izmedu polifenolnih jedinjenja i polisaharida ¢elijskog zida
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Ovaj koncept ispitan je na razli¢itim vrstama voca i njihovih sporednih proizvoda
(Chantaro i sar., 2008; Jiménez-Escrig i sar., 2001; Larrauri i sar., 1997b; Quirds-Sauceda
i sar. 2014; Rufino i sar, 2011), a moguc¢nosti primene ovako dobijenih vlakana
ispitivane su u proizvodima na bazi zita (Ajila i sar., 2008; Ajila i sar., 2010; Peng i sar.,
2010; Vergara-Valencia i sar., 2007), mle¢nim (Min i sar., 2012; Tseng i Zhao, 2013) i
proizvodima od mesa (Sanchez-Alonso i sar., 2007; Vuorela i sar., 2005). Dodatkom ADF
u prehrambene proizvode postiZe se dvostruki efekat - povecanje sadrzaja bioaktivnih
jedinjenja i poboljSanje tehnoloskih karakteristika proizvoda (Quirés-Sauceda i sar.,
2014).

Bobicasto voce je bogat izvor prehrambenih vlakana, a njihov sadrzaj u kultivisanim
vrstama se krece od 2% u jagodi, do 6,5% u malini (Zhao, 2007). Od prehrambenih
vlakana bobicastog voca najvazniji su polisaharidi ¢elijskog zida (celuloza, hemiceluloza
i pektini) Ciji se sadrzaj menja tokom zrenja i skladiSenja, uticuc¢i tako na kvalitet ovih
vocénih vrsta (Brady, 1987; Fischer i Bennet, 1991.; Stewart i sar., 2001). [ako je poznato
da se jedan deo polifenolnih jedinjenja bobic¢astog voca nalazi vezan estarskim vezama
za polisaharide celijskog zida, koncept prehrambenih vlakana sa antioksidativnim
svojstvima do sada je ispitan isklju¢ivo na razli¢itim vrstama sporednih proizvoda
prerade grozda. Ostale vrste bobicastog voca i njihovi sporedni proizvodi ispitivani su sa
aspekta ekstrakcije i izolovanja polifenolnih jedinjenja, dok su prehrambena vlakna sa
antioksidativnim svojstvima i moguc¢nosti njihove primene za ve¢inu vo¢nih vrsta iz

porodica Ericacaeae i Rosaceae jo$ uvek neispitani.
2.5.2.3. Vitamini

Bobicasto voce je izuzetan izvor vitamina A, C i E, vitamina iz B grupe poput niacina i
vitamina K, koji su od velikog znacaja za ljudsko zdravlje (Zhao, 2007). Po sadrzaju C
vitamina izdvajaju se crna ribizla (181 mg/100 g) i jagoda (58 mg/100 g) (Pantelidis i
sar., 2007). Ipak, treba napomenuti da sadrzaj varira i zavisi od mnogih faktora,
ukljucujuci podvrstu, klimatske i uslove kultivacije, stepen zrelosti i uslove skladiStenja
(Nile i Park, 2014). Vitamin C je najefikasniji redukujuci hidrosolubilni antioksidant, pa
su za njegov unos vezani svi pozitivni zdravstveni efekti svojstveni antioksidantima, a
tehnoloSki aspekt njegove primene u prehrambenoj industriji vezan je za osobinu da
inhibira neenzimsko tamnjenje (Tumbas, 2010). Smatra se da je dnevna potreba ljudi za
vitaminom C oko 75 mg (NRC, 2004), Sto ukazuje na to da se ¢ak 100% preporucenog
dnevnog unosa ovog vitamina moZe posti¢i kozumiranjem porcije (oko 80 g) sveZe crne

ribizle.
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2.5.2.4. Minerali

Od minerala prisutnih u bobi¢astom vocu najzastupljeniji su makroelementi:
kalijum, kalcijum i magnezijum (www.ars.usda.gov). SadrZaj kalijuma krece se od 77
mg/100 g u borovnici, do 322 mg/100 g u crnoj ribizli, koja se medu bobicastim voem
izdvaja i po sadrZaju kalcijuma (55 mg/100 g). Magnezijum je prisutan u najvecoj

koncentraciji u plodovima maline (22 mg/100 g) (www.ars.usda.gov).

Znacaj makroelemenata za normalno funkcionisanje ljudskog organizma je veoma
velik. Joni kalijuma, magnezijuma i kalcijuma se smatraju prirodnim antihipertenzivnim
komponentama koje ispoljavaju diuretic¢ko i vazodilatorno delovanje, dok kalijum ima i

efekat redukcije senzorne neuron-specificne (SNS) aktivnosti (Houston, 2005).
2.5.2.5. Normativi preporucenih potreba za nutrijentima

Ljudskom organizmu je za normalno funkcionisanje potreban veliki broj razli¢itih
hranljivih materija, a neophodna koli¢ina nutrijenata naziva se nutritivnom potrebom.
Podaci o potrebama organizma za hranljivim materijama su informacije od velikog
znacaja, a koriste se za izradu informacija o nutritivnoj vrednosti proizvoda, koje se
nalaze u sastavu deklaracije, kao i u medicinske svrhe kod planiranja ishrane pacijenata.
Preporucene potrebe, kao kvantitativne procene unosa hranljivih materija, formulisu se
istrazivackog veca Nacionalne akademije nauka SAD (eng. National Research Council of
the Food and Nutrition Board of the National Academy of Sciences) jos 1941. godine.
Normativ pod nazivom Recommended Dietary Allowances (RDAs) uveden je prvobitno sa
ciliem definisanja koli¢ine odredenih nutrijenata koju je neophodno unositi u organizam
da bi se sprecila pojava nutritivne deficijencije.

Umesto jedne kategorije, kao Sto je bio slucaj kod RDAs normativa, uvodenjem nove
vrste normativa poznate kao prehrambeni referentni unosi (eng. dietary reference
intakes - DRIs) definisane su Cetiri kategorije preporuka (Otten i sar., 2006):

1. Procenjena prosecna potreba (eng. estimated average requirement - EAR)
koja predstavlja unos koji zadovoljava procenjenu potrebu za datim nutrijentom
kod 50% pojedinaca koji pripadaju specificnoj populacionoj grupi;

2. Preporucena dnevna potreba (eng. recommended dietary alowance - RDA)
koja predstavlja unos nutrijenta koji zadovoljava 97-98% potreba skoro svih

zdravih pojedinaca odredene starosne grupe i pola. Ovaj podatak namenjen je
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opStoj zdravoj populaciji i ne uzima u obzir pojedince sa specificnim nutritivnim
potrebama;

3. Adekvatan unos (eng. adequate intake - Al) predstavlja vrednost koja se
postavlja u sluCaju kada ne postoji dovoljno naucnih podataka za uspostavljanje
RDA vrednosti. Al vrednost se dobija iz ekperimentalnih podataka;

4. Tolerantni gornji nivo unosa (eng. tolerable upper intake level - UL)
predstavlja maksimalan unos nutrijenta koji najverovatnije ne predstavlja
zdravstveni rizik kod 98% pojedinaca jedne populacione grupe; ima za cilj

sprecavanje unosa preterano velikih doza nutrijenata.

U prilogu 1 i 2 date su procene referentnih unosa za makro- i mikronutrijente

preuzete iz normativa NRC (2004).
2.5.3. BOROVNICA (VACCINIUM MYRTILLUS L., ERICACEAE)

Borovnica je grm, visok do 50 cm, koji gradi
prizemnu floru vlaznih i planinskih predela.
Raste u blizini bukovih i cetinarskih Suma,
cveta od maja do juna, a upotrebljavaju se njeni
plodovi, koji sazrevaju u periodu jun-
septembar. Plod borovnice je okrugla bobica,

veliCine graska, sa mnoStvom semenki. U Srbiji

se godiSnje ubira i otkupljuje preko 1000 tona
ove tzv. Sumske borovnice (Leposavic¢, 2014).

Pored divljih, samoniklih vrsta, u svetu, ali i kod nas, na trziStu se moze naci
visokozbunasta borovnica (Vaccinium corymbosum L.), koja u poslednje vreme beleZi
rast proizvodnje, s obzirom na veliku upotrebnu vrednost ploda i rentabilnost gajenja,
koja je delom i posledica dugackog eksploatacionog perioda njenih zasada (20-30
godina). Sve intenzivniji uzgoj visokoZbunaste borovnice posledica je i interesovanja
potrosaca za ovu voénu vrstu, s obzirom na dokazane zdravstvene dobrobiti njenog
konzumiranja (Brazelton i Strik, 2007). Pored SAD, najveca ekspanzija proizvodnje
belezZi se u zemljama Juzne Amerike.

Potencijal nase zemlje u pogledu proizvodnje i prerade ovog voca joS uvek je
neiskorisé¢en. Trenutno se u Srbiji visokoZbunasta borovnica gaji na povrsini od oko 100
ha, sa tendencijom povecanja, a specificnost agroekoloskih uslova koji omogucéavaju

berbu i plasman proizvoda u periodu jun-jul, kada na evropskom trziStu nema plodova
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iz drugih zemalja, proizvoda¢ima nudi moguénost postizanja boljih cena (Leposavic,
2014). Prinos ploda borovnice je sortna osobina koja u velikoj meri zavisi od
agroekoloskih uslova tokom godine (Oblak i sar., 1984), a godiSnja proizvodnja
visokoZbunaste borovnice u Srbiji krece se oko 14 t/ha (Leposavi¢, 2014).

Za borovnicu je dokazano da poseduje antiaterogeni efekat (Basu i sar., 2010),
antikancerogenu aktivnost (Nichenametla i sar., 2006) i da povoljno deluje kod
kognitivnih problema i oksidativnog stresa (Zafra-Stone i sar., 2007), Sto se dovodi u
vezu sa hjenim izuzetnim nutritivnim profilom (Tabela 2). Paralelno sa poveéanjem
proizvodnje borovnice rasla je i prodaja ovog voca usled teZnje potroSaCa za
unapredenjem zdravlja, a tome su doprineli i jedinstven ukus i njena hranljiva vrednost
(Feng i sar., 1999; Reyes-Diaz i sar., 2011). Potraznja za borovnicom je u velikom
porastu, a kao rezultat toga oCekuje se ekspanzija trziSta sveZe i preradene borovnice

Sirom sveta (Brazelton i Strik, 2007).

Tabela 2. Osnovni hemijski sastav, mineralni i polifenolni profil ploda borovnice

Osnovni hemijski sastav (g/100 g, osim energ.vrednosti-kcal)

L . Ugljeni Prehrambena Energetska
Proteini Masti hidrati vlakna Pepeo vrednost Referenca
0,74 0,33 14,49 2,40 0,08 57 USDA, 2013
Sastav minerala (mg/100 g)
Ca Mg Fe P K Na Zn Mn Referenca
Nile i Park,
15-35 6-10 0,15-0,60 10-15 56-80 0,11-0,22 0,06-0,12 1,20-3,90 2014
Polifenolni profil (mg/g)
Flavonoidi Ukupni fenoli Antocijani Referenca
Nile i Park.,
50 261-585 25-495 2014

2.5.4. MALINA (RUBUS IDAEUS L., ROSACEA)

Malina je zeljasta biljka iz porodice ruZza koja
formira grm visine i do 3,5 m. Dobro se
prilagodava razli¢itim klimatskim i zemljiSnim
uslovima, pa se moZe uspeSno gajiti u brdsko-

planinskim podrucjima. U nasim uslovima gaji se

do 800 m nadmorske visine.
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Malina je desertno voce i moZe se koristiti u sveZzem stanju, ali je veoma cenjena
sirovina za preradu u sokove, sirupe, kompote, slatka, dZemove, vino, kao i dehidrirana
(Kljaji¢, 2011). Posmatrano po kontinentima, najveca proizvodnja maline se ostvaruje u
Evropi (preko 70%), a zatim u Severnoj i JuZznoj Americi. Najveca proizvodnja maline na
evropskom kontinentu ostvaruje se u Srbiji sa 84300 t/god. Nikoli¢ i saradnici (2008)
navode da se u Srbiji na 95% povrSina gaji malina sorte vilamet (Willamette), a
preostalih 5% pripada sortama miker, tjulamin i polana. Nutritivni i polifenolni profil

ploda maline prikazan je u tabeli 3.

Tabela 3. Osnovni hemijski sastav, mineralni i polifenolni profil ploda maline

Osnovni hemijski sastav (g/100 g, osim energ.vrednosti-kcal)

Proteini Masti Eﬂﬁrg Pres{:lgll l;ena Pepeo ngggﬁgﬁa Referenca
1,20 0,65 11,94 6,5 / 52 USDA, 2013
Sastav minerala (mg/100 g)
Ca Mg Fe p K Na Zn Mn Referenca
15-30 1-5 04-0,6 20-22 200-225 05-1,0  0,32-0,61 1,50-2,0 N“; (i) f Zrk'
Polifenolni profil (mg/g)
Flavonoidi Ukupni fenoli Antocijani Referenca
6,0 121 99 N“; 0 f Zrk'

Malina (Rubus idaeus L.) je vo¢na vrsta specificna po svojim biolo$kim osobinama,
ekonomskom znacaju i agroekoloskim zahtevima. Intenziviranje njene proizvodnje,
nastalo kao posledica visoke rodnosti i dugogodiSnjeg izvoza na svetsko trziste, dovelo je
do toga da malina danas predstavlja najrentabilniju vo¢nu vrstu u Srbiji (Kljaji¢, 2011).
Od proizvedenih koli¢ina maline, preko 90% se zamrzava u hladnjaCama i dalje

preraduje.

2.6. SPOREDNI PROIZVODI INDUSTRIJSKE PRERADE VOCA

Intenziviranje poljoprivrede i prerade hrane rezultira brzim porastom volumena
poljoprivredne i industrijske otpadne biomase. Sporedni proizvodi industrijske prerade
voca dospevaju u fokus interesovanja poslednjih godina, s obzirom da je dokazano da

velike kolic¢ine bioaktivnih jedinjenja zaostaju upravo u onom delu biljnog materijala koji
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se, nakon prerade, tretira kao otpad. Dokazana funkcionalna svojstva i bogatstvo
nutrijentima, glavne su odlike sporednih proizvoda industrijske prerade voca, koje
ukazuju na viSestruku dobrobit njihove potencijalne revalorizacije. Danas se u svetu
sporedni proizvodi industrijske prerade voca koriste kao hrana za Zivotinje, za
proizvodnju biogoriva, ili za proizvodnju prirodnih aditiva namenjenih prehrambenoj
industriji.

U ukupnoj proizvodnji preradevina od vo¢a u naSoj zemlji najveci udeo (81,5%)
imaju vo¢ni sokovi (Luka¢ Bulatovi¢, 2010). Imaju¢u u vidu podatak da koli¢ina
sporednih proizvoda koji zaostaju nakon cedenja soka moze da iznosi i do 20% inicijalne
mase voca (Khanal i sar., 2009), kao i da ovi nusproizvodi predstavljaju veliki ekonomski
deficit i ekoloski problem, imperativ je pronaci adekvatne nacine za njihovo iskoriséenje.
Sprovodenje ovakve ideje dodatno potkrepljuje Cinjenica da u vo¢nim tropovima
zaostaju velike koli¢ine visokovrednih bioloski aktivnih jedinjenja.

Koncept ,industrijske simbioze", koji se primenjuje u razvijenim zemljama Evrope
podrazumeva iskoriS¢enje sporednih proizvoda jedne industrijske grane u novim
proizvodnim procesima u drugoj oblasti industrije, i jedan je od najefikasnijih nacina
iskoriS¢enja potencijalno vrednih sporednih proizvoda (Costa i sar., 2010). Valorizacija
tropa, dobijenog u postupku industrijske proizvodnje soka, u pravcu kreiranja
funkcionalnih sastojaka za prehrambenu industriju, mogla bi predstavljati ideju za
buduce strategije u reSavanju velikih koli¢ina otpadne biomase.

Osim ekstrakcije i izolovanja pektina iz jabuc¢nog tropa i kore citrusa, jedan od
znacajnijih pravaca upotrebe sporednih proizvoda iz industrije voca jeste dobijanje
koncentrata vlakana i prevodenje odgovaraju¢im tehnoloSkim postupcima u oblik
pogodan za primenu u prehrambenoj industriji. Prema Larrauri (1999) ovaj postupak
podrazumeva: vlazno mlevenje, ispiranje, susenje i mlevenje do Cestica Zeljene velicine,
kako bi se postigle odgovarajuce hidratacione karakteristike vlakana.

Bobicasto voce poznato je kao izuzetan izvor vlakana, vitamina, minerala, kao i
jedinjenja sa snaznim antioksidativnim delovanjem. Ipak, sporedni proizvodi prerade
ovih vo¢nih vrsta, mnogo su manje iskoriS¢eni u poredenju sa gorepomenutim tropom
jabuke i korom citrusa. Od bobicastog voca, najviSe je ispitivan trop od grozda, dobijen u
postupku proizvodnje vina, dok literaturni podaci o koli¢inama i mogucnosti upotrebe
sporednih proizvoda ostalog bobiCastog voca, joS uvek nisu dostupni. Trop bobicastog
voca sastoji se od semena, pokoZice i pulpe, a do sada je ispitan hemijski sastav
sporednih proizvoda prerade brusnice (Holmes i Rha, 1978; White i sar., 2009) i grozda
(Bravo i Saura-Calixto, 1998; Schieber i sar., 2001; Valiente i sar., 1995). U tropu
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brusnice u najve¢em udelu zastupljeni su polisaharidi celijskog zida (celuloza,
hemiceluloze i pektin), dok je sadrZaj proteina, masti i skroba veoma mali. Bobicasto
voce poput grozda daje tropove sa ve¢im sadrzajem masti i proteina buduci da je udeo
semena u ovom tropu preko 20% (Saura-Calixto, 1998). Stoga, kod ovakve vrste tropa,
vaznu ulogu sa aspekta funkcionalnosti imaju i esencijalne masne kiseline.

Polaze¢i od podatka da su borovnica i malina vo¢ne vrste sa izuzetnim nutritivnim
profilom i visokim sadrZajem bioaktivnih jedinjenja, valorizacija njihovih tropova u
pravcu dobijanja novih funkcionalnih sastojaka i proizvoda sa dodatom vrednoscu, bila
je osnovna ideja ove doktorske disertacije. Izrazita antioksidativna aktivnost tropa
borovnice (Lee i Wrolstad, 2004) objasnjava se Cinjenicom da u njemu zaostaje viSe od
50% procijanidina prisutnih u sveZem vocu (Khanal i sar., 2009). Dosadasnje studije o
potencijalnoj primeni ovog tropa uglavnom se zasnivaju na inkapsulaciji ekstrakata ili
dobijanju ekstrudiranih proizvoda (Khanal i sar., 2009). Trop maline pokazao se kao
izuzetan izvor prehrambenih vlakana (Gérecka i sar., 2010) i polifenola (Bobinaité i sar.,
2013), a dokazan je i snaZnan antioksidativni i antiproliferativni efekat njegovih
ekstrakata (Cetojevié¢-Simin i sar., 2015). Iz kategorije fenolnih kiselina, najzastupljenija
je elaginska kiselina, Ciji su pozitivni aspekti delovanja dokumentovani u brojnim
studijama (Zhao, 2007). Zahvaljuju¢i znac¢ajnom udelu a-linolenske kiseline (54,5%) i
tokoferola u semenu maline (Oomah i sar., 2000), kao i ¢injenici da je seme zastupljeno u
velikom udelu u samom tropu, uloga u prevenciji srcanih oboljenja takode moze biti

jedan od aspekata funkcionalnosti ovog tropa.
2.6.1. EKSTRAKCIJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA

Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja iz sporednih proizvoda industrijske prerade voca
jedan je od nacina njihovog iskoriS¢enja. Najveci prakti¢ni znacaj imaju ekstrakti bogati
polifenolnim jedinjenjima, a njihova dalja primena u najve¢oj meri vezana je za
kozmeticku i farmaceutsku industriju. U prehrambenoj industriji najceS¢e se koriste
ekstrakti antocijana u svojstvu aditiva - boja.

Ekstrakcija polifenola iz tropa bobiCastog voca i potencijalna primena dobijenih
ekstrakata ispitivana je u mnogim studijama (Hang, 1988; King i sar., 2003; Mantell i
sar., 2002; Metivier i sar., 1980). Ipak, proizvodnja ovih ekstrakata u industrijskim
uslovima, koja bi obezbedila znacajno smanjenje koli¢ine sporednih proizvoda, jo$ nije
na visokom nivou. Klasi¢na Cvrsto-tecna ekstrakcija zahteva utroSak velikih koli¢ina
rastvaraca i predstavlja vremenski zahtevan i skup proces (Ivanovic i sar., 2014; Roseiro

i sar., 2013), pa su poslednjih decenija, kao alternativa klasi¢noj ekstrakciji, sve vise u
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upotrebi tzv. green tehnologije, koje podrazumevaju smanjen utroSak rastvaraca i
znatno brzi postupak ekstrakcije.

Ekstrakcija rastvaracima pod poviSenim pritiskom (eng. accelerated solvent
extraction, ASE) jedna je od tehnika sa sve ve¢im potencijalom za izolovanje bioaktivnih
jedinjenja iz prirodnih izvora. Imajuci u vidu potencijalnu primenu ovih ekstrakata, ASE
kao tehnika ekstrakcije, ispunjava neke od najvaznijih zahteva: smanjenje utroska
rastvaraca, mogucnost automatizacije procesa, krace vreme ekstrakcije i dobijanje
gotovog ekstrakta (bez potrebe za filtracijom) (Nieto i sar., 2009). Kao Sto sam naziv
govori, ASE podrazumeva upotrebu rastvarac¢a na poviSenom pritisku (do 200 bar) i
poviSenoj temperaturi (do 200 °C), ¢cime se znacajno povecava efikasnost ekstrakcije u
poredenju sa konvencionalnom ekstrakcijom pri ambijentalnim uslovima. Na povisenoj
temperaturi dolazi do smanjenja viskoziteta rastvaraca, odvija se njegova brza difuzija u
matriks, prenos mase i desorpcija analita su efikasniji, a povecava se i rastvorljivost
analita u samom rastvaracu. PoviSen pritisak doprinosi boljem kontaktu rastvaraca i
matriksa, Sto takode doprinosi vecoj efiksanosti ekstrakcije (Monrad i sar., 2009).

lako se, kao glavni nedostatak ekstrakcije na poviSenoj temperaturi, navodi
smanjenje selektivnosti i moguca degradacije bioaktivnih jedinjenja (Giergielewicz-
Mozajska i sar., 2001), polifenolna jedinjenja iz pojedinih matriksa kao Sto je groZde,
pokazala su se izuzetno stabilnim pri ovakvim uslovima ekstrakcije (Palma i sar., 2001,
2002). Takode, ASE se pokazala kao veoma efiksana tehnika za dobijanje ekstrakata sa
visokim antioksidativnim potencijalom i iz drugih, veoma raznolikih prirodnih izvora
(Cha i sar., 2009; Herrero i sar., 2005; Ibafiez i sar.,, 2006). Ipak, u ovim studijama
istaknut je znacaj optimizacije uslova za svaku vrstu matriksa. Optimizacija najceSce
obuhvata odabir pritiska, temperature i mase uzorka iz kog se vrsi ekstrakcija, pri
kojima se ostvaruje visoka efikasnost ekstrakcije, uz zadovoljenje ostalih uslova
(selektivnost i stabilnost analita), a sam postupak optimizacije naj¢eSce je zasnovan na
nekom multikriterijumskom pristupu.

Postupak ekstrakcije rastvara¢ima pod poviSenim pritiskom deSava se u tzv.
ekstrakcionoj celiji, u koju se prethodno stavlja materijal koji se ekstrahuje i koja se
zagreva do odgovarajue temperature, nakon cCega se u nju uvodi rastvaraC pod
pritiskom (Slika 9). Pri tzv. statickoj ekstrakciji, uzorak i rastvara¢ odredene
temperature i pritsika ostaju u kontaktu u samoj ekstrakcionoj ¢eliji tokom vremena
koje se definiSe u programu samog uredaja, nakon Cega se rastvarac, koji sadrZzi
ekstrahovani materijal, ispumpava u odgovarajuéi prihvatni sud. Osim samih uslova, na

efikasnost ekstrakcije utice i predtretman uzorka. Susenje, homogenizacija (mlevenje) i
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prosejavanje u cilju postizanja ujednacenosti veli¢ine Cestica, neki su od zahtevanih

predtretmana, kako bi se postigla maksimalna efikasnost ekstrakcije.

Pumpa Peé

T
A A Ekstrakciona

! celija )
w = i

_J
Rastvarac Rastvarac Rastvarac Ekstrakt
1 2 3 Azot :
uzorka

Slika 9. Sematski prikaz uredaja za ekstrakciju rastvara¢ima pod povisenim

pritiskom

Primena ASE u ekstrakciji polifenolnih jedinjenja iz sporednih proizvoda
industrijske prerade voca, poslednjih godina sve viSe se izuCava u naucnoj literaturi
(Alonso-Salces i sar., 2001; Ju i Howard, 2003; Pinelo i sar., 2005).

2.7. POSTUPAK ODZIVNE POVRSINE (RSM) U OPTIMIZACIJI FORMULACIJE
PROIZVODA

U mnogim istraZivanjima postupak odzivne povrSine (eng. response surface
methodology — RSM) primenjuje se kao matematicki model u optimizaciji bioprocesnih
tehnologija za postizanje maksimalnih kvalitativnih karakteristika proizvoda (Cajner,
2011). RSM ima vaZnu upotrebu u dizajnu i formulaciji novih proizvoda, kao i
poboljSanju kvaliteta ve¢ postoje¢ih. Primena matematickog modela u optimizaciji
formulacije prehrambenih proizvoda, osim $to omogucava manji broj eksperimenata i
time manji utrosak sirovina za probne formulacije, obezbeduje i moguénost uvodenja
kriterijuma po kojima bi optimizacija bila sprovedena, kao i specificiranje znacajnosti
istih. Ovakav postupak Kkreiranja novog proizvoda donosi dodatan kvalitet samom
procesu, imaju¢i u vidu moguénost istovremenog sagledavanja uticaja pojedinac¢nih
faktora u postupku optimizacije, ali i njihovih medusobnih interakcija. Optimizacija se
zasniva na odabiru optimalnih vrednosti nezavisno promenljivih veli¢ina sa ciljem

postizanja Zeljenog izlaza, odnosno odziva. NajceS¢e postoji veliki broj mogucih
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kombinacija vrednosti nezavisno promenljivih veli¢ina procesa, pa je za optimizaciju
procesa neophodno primeniti neku od multivarijabilnih statisti¢kih tehnika.

Postupak odzivne povrSine prvi su opisali Box i Wilson (1951), a predstavlja
empirijsku statistiCku tehniku koja se koristi za regresionu analizu podataka dobijenih iz
adekvatno planiranih eksperimenata simultanim reSavanjem sistema jednacina (Allen,
2006; Myers i sar., 2016). Svaka od jednaCina naziva se funkcija odziva, a njen
geometrijski prikaz se naziva odzivna povrsina (Brereton, 2007; Montgomery i Runger,
2010). Ovaj postupak koristi se u vecini studija koje obuhvataju optimizaciju, a
primenjuje se za modelovanje i analizu problema u slucajevima kada je ispitivani odziv
pod uticajem nekoliko promenljivih veli¢ina (Myers i Montgomery, 1971).

Hemometrijski pristup optimizaciji, bilo da se radi o procesu, ili optimizaciji nekog
proizvoda, ukljucuje sledece korake (Maskovi¢, 2013):

= definisanje cilja optimizacije,

= odabir faktora koji ¢e biti optimizovani,

= odabir faktorskih nivoa,

= odabir eksperimentalnog plana,

= odabir odgovora koji ¢e biti praceni,

= Kkreiranje matematickog modela,

= definisanje optimalnih uslova.

Ukoliko se kao cilj optimizacije postavi dobijanje proizvoda sa najboljim
karakteristikama, tada se optimizacija ulaznih faktora moZe usmeriti u dva pravca:

1) optimizacija parametara procesa proizvodnje,

2) optimizacija odnosa sastojaka u formulaciji.

Za optimizaciju odnosa sastojaka koji daju optimalna svojstva nekog proizvoda,
najceSce se koristi eksperimentalni plan poznat pod nazivom dizajn smeSe (eng. mixture
design). Ova vrsta eksperimentalnog plana uspesSno je koriS¢ena u optimizacijama
mnogih prehrambenih proizvoda poput majoneza (Nikzade i sar., 2012), mlec¢nih
proizvoda (Zhou i sar., 2007), mesnih proizvoda (Afshari i sar., 2015; Sarteshnizi i sar.,
2015) i proizvoda iz kategorije braSneno-konditorskih (Kayacier i sar., 2014; Loubes i
sar., 2016; Rezende i sar., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove disertacije uraden je u laboratorijama institucija koje su u
sastavu Univerziteta u Novom Sadu. Najveci deo eksperimenata uraden je u Laboratoriji
za tehnologiju, kvalitet i bezbednost hrane i pilot postrojenju za pekarske i fine
pekarske proizvode Naucnog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu.
LC/MS/MS analiza ekstrakata dobijenih iz tropa borovnice i maline izvrSena je u
laboratoriji za instrumentalnu analizu Departmana za hemiju, biohemiju i zaStitu
Zivotne sredine Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, dok je scavenging
aktivnost primenom ESR spektrometrije odredena u laboratorijama Odeljenja za
Organsku hemiju Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu. SuSenje tropa sprovedeno je na
Departmanu za poljoprivrednu tehniku Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu.
Biohemijski parametri krvi za potrebe dijetetske interventne studije odredeni u
medicinskoj laboratoriji ,Eurolab“, Novi Sad i laboratoriji Instituta za medicinska
istraZivanja u Beogradu, a studija je sprovedena u saradnji sa Medicinskim fakultetom u

Novom Sadu.

3.1. MATERIJAL

3.1.1. SIROVINE

Tropovi borovnice i maline dobijeni su kao sporedni proizvodi sa proizvodne linije
sokova iz "BioUna", Novi Sad, Srbija. Za proizvodnju soka od maline koriS¢ena je sorta
maline vilamet, dok se u slucaju borovnice radilo o tzv. Sumskoj borovnici sa podrucja

Stare Planine (Republika Srbija).
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Imajuc¢i u vidu da se na ovoj proizvodnoj liniji cedenje soka odvija bez upotrebe
enzima i tehnoloskih postupaka dodatnog iscrpljivanja sirovine, ovakvim postupkom
cedenja dobija se znacajna koliina tropa. Naime, polaze¢i od 100 kg sveZeg voca,
dobijeno je 36 kg tropa borovnice, odnosno 33 kg tropa maline. Ovi tropovi su dalje
postupcima su$enja i mlevenja prevedeni u oblik pogodan za aplikaciju u bezglutenski
keks. Dobijene mase suvih tropova bile su 7,18 kg za borovnicu i 5,30 kg za malinu.

Za proizvodnju bezglutenskog keksa koriScene su sledece sirovine:

= gotova bezglutenska smeSa koja u svom sastavu sadrZzi kukuruzni skrob,
kukuruzno brasno, krompirov skrob, pirin¢ano brasno, guar gumu, prasak za
pecivo i so (Nutry Allergy Center, Zemun),

* biljna mast (AP 36/38 HF, Puratos, Beograd),

= Secer (Sunoko, Pecinci),

» glukozni sirup (Jabuka, Pancevo),

* jaja u prahu (Swisslion product, Indija),

» osuSen i samleven trop borovnice i maline.

3.1.2. HEMIKALIJE I REAGENSI

Test kitovi za odredivanje ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih
vlakana, sastavljeni od termostabilne a-amilaze, proteaze i amiloglukozidaze, nabavljeni
su iz kompanije Megazyme (Bray, Irska). Standardni rastvori Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn i Mn
koncentracije 1000 pg/ml nabavljeni su iz kompanije AccuStandard (New Haven, SAD).

Najve¢i broj specificnih hemikalija i reagenasa koriS¢enih u eksperimentima
nabavljen je od proizvodaca Sigma-Aldrich Chemicals (Steinheim, Nemacka) i to: Folin-
Ciocalteau's reagens, 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH’), butilovani
hidroksitoluen (BHT), 2-terc-butil-4-hidroksianizol (BHA), 50% Bor(III)-fluorid (u
metanolu), hinska kiselina, katehin, 5-O-kafeoilhinska kiselina (hlorogenska kiselina),
galna kiselina, epikatehin, 2,5-dihidroksibenzoeva kiselina, p-hidroksibenzoeva kiselina,
siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, umbeliferon, skopoletin, viteksin,
sinapinska kiselina, o-kumarinska kiselina, miricetin, kvercitrin, 3,4-dimetoksicimetna
kiselina, bajkalin, daidzein, kvercetin, cimetna Kkiselina, genistein, izoramnetin.
Vanilinska kiselina, ferulna kiselina, naringenin i rutin nabavljeni su od Fluka Chemie
GmbH (Buchs, Svajcarska). Sme$a standarda metil estara masnih kiselina (Supelco 37
FAME mix) je proizvod kompanije Supelco (Bellefonte, SAD). Metanol HPLC Ccistoce

(gradient grade), mravlja kiselina HPLC cisto¢e su pribavljeni iz kompanija Merck
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(Darmstadt, Nemacka). Dimetilformamid (DMF) i dimetilsulfoniloksid (DMSO),
proizvodi su kompanije J. T. Baker (Deventer, Holandija).

Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su
analiticke Cistoce, poreklom od razlic¢itih proizvodaca. Ultracista voda je dobijena u
laboratoriji, koriS¢enjem Elix UV i Simplicity Water Purification Systema (Millipore,

Molsheim, Francuska).

3.2. PROIZVODNJA BEZGLUTENSKOG KEKSA

Sematski prikaz tehnoloskog postupka proizvodnje bezglutenskog keksa sa

dodatkom osuSenog i samlevenog tropa borovnice i maline prikazan je na slici 10.

a)Priprema funkcionalnog sastojka b) Proizvodnja bezglutenskog keksa
Svez trop borovnice i maline Sastojci:

bezglutenska smesa (70%); osusen i samleven trop

v (borovnica+malina=30%);

glukozni sirup (16%]); biljna mast (18%); jaja u prahu (2%);
Secer (35%), voda (36%)

Konvektivno suSenje
temperatura: 45 °C
u trajanju od 18 h - za malinu; ‘
20 h za borovnicu

Priprema i homogenizacija testa
10 min u farinografskoj mesilici sa Z-meSa¢em na 30 °C

\4

Mlevenje l

Odmaranje homogenizovanog testa

y 24 h na 8 °C u inkubatoru sa hladenjem

Prosejavanje l
y Obrada testa na laminatoru
Funkcionalni sastojak postepeno istanjivanje testa do finalne debljine od 6 mm
aw (malina)=0,50
aw (borovnica)=0,49 v

Oblikovanje testa
utiskivanjem kalupa od nerdajuceg celika dimenzija
4cmx3cm

\4

Pecenje
laboratorijska pe¢; 15 min na 170 °C

Slika 10. Sematski prikaz a) faza u tehnolo$kom postupku proizvodnje
funkcionalnih sastojaka iz sveZeg tropa borovnice i maline; b) faza u tehnoloskom

postupku proizvodnje bezglutenkog keksa
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Priprema funkcionalnog sastojka iz sveZeg tropa borovnice i maline obuhvatala je

sledece faze:

1. SuSenje u konvektivnoj susari (AgrosKB, Novi Sad, Srbija) kapaciteta 1000 kg
sveZeg voca na dan pri blagim uslovima suSenja (45 °C), kako bi se sacuvala
bioaktivna jedinjenja u Sto ve€em procentu;

2. Mlevenje osuSenog tropa u mlinu Ceki¢aru (Slika 11a) sledecih karakteristika:
snaga motora - 2,2 kW, kapacitet - 200 kg materijala/h, frekvencija - 50 Hz, broj
obrtaja motora - 2880 o/ min, precnik sita - 31 cm, duZina jednog Ceki¢a - 10
cm, prec¢nik otvora 1 mm;

3. Prosejavanje osuSenog tropa kroz sito precnika otvora 0,8 mm (Endecotts,
London, Velika Britanija) (Slika 11b).

c) i d).

Slika 11. Izgled a) laboratorijskog mlina ¢ekicara; b) sita; osuSenog i samlevenog

tropa borovnice (c) i maline (d)

Proizvodnja bezglutenskog keksa

Polazec¢i od osnovne formulacije bezglutenskog keksa (bezglutenska smesa 100 g,
glukozni sirup 16 g, biljna mast 18 g, jaja u prahu 2 g, Secer 35 g, voda 36 g), deo
bezglutenske smeSe zamenjen je funkcionalnim sastojcima, a maksimalan nivo
supstitucije odreden je u preliminarnim senzorskim ispitivanjima. Razlicite formulacije
bezglutenskog keksa u kojima je 30% bezglutenske smeSe zamenjeno funkcionalnim
sastojcima, pripremljene su variranjem koli¢ine dodatih tropova (Tabela 4), dok su
ostali sastojci (glukozni sirup, jaja u prahu, Secer i voda) dodati u istim koli¢inama.
Kontrolni keks (K) proizveden je po istoj recepturi, bez dodatka tropa borovnice i

maline.
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Tabela 4. Formulacije bezglutenskog keksa sa razli¢itim udelima tropa borovnice i

maline
Oznaka uzorka Udeo TM (%) Udeo TB (%)
1 15 15
2 0 30
3 22,5 7,5
4 30 0
5 30 0
6 15 15
7 0 30
8 7,5 22,5
9 0 30
K 0 0

“TM - trop maline; TB - trop borovnice

Proizvodnja bezglutenskog keksa sprovedena je u nekoliko faza.

1. Priprema testa po trofaznom postupku obuhvatala je:

» sjedinjavanje praskastih sirovina (bezglutenska smesa, Secer, jaja u prahu,

trop borovnice/maline) i njihovo mesSanje u trajanju od 1 minuta,
* dodavanje ukupne koli€ine biljne masti i meSanje u trajanju od 3 minuta i

» sjedinjavanje svih sirovina dodavanjam ukupne koliine vode (zagrejane na

30 °C) u kojoj je rastvoren glukozni sirup.

2. Homogenizacija testa u farinografskoj mesilici zagrejanoj na 30 °C u trajanju od
10 minuta,

3. Odmaranje homogenizovanog testa na 8 °C u inkubatoru sa hladenjem (FOC
225], Velp, Scientifica) u trajanju od 24 Casa,

4. Obrada testa na laminatoru (Mignon, Rimini, Italija) postepenim istanjivanjem
testa propustanjem izmedu dva valjka, Ciji se zazor postepeno smanjuje (14 mm,
10 mm, 6 mm),

5. Oblikovanje testa utiskivanjem odgovarajuceg kalupa,

6. Pecenje oblikovanog testa u etaznoj pec¢i (MIWE Gusto CS, Arnstajn, Nemacka)
na temperaturi 170 °C u trajanju od 15 minuta (MiSan i sar., 2014; Sarié¢ i sar.,
2014a) i

7. Hladenje ispecenog bezglutenskog keksa u uslovima radne prostorije u trajanju
od 1 casa.

Kontrolni keks proizveden je po istom tehnoloSkom postupku.
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3.3. METODE

3.3.1. ODREDIVANJE NUTRITIVNIH KARAKTERISTIKA TROPA BOROVNICE I
MALINE I PROIZVEDENOG BEZGLUTENSKOG KEKSA

3.3.1.1. Odredivanje hemijskog sastava

Osnovni hemijski sastav (sadrzaj sirovih proteina, masti, ukupnih redukujucih
Secera, pepela, vlage) odreden je prema metodama propisanim u Pravilniku o metodima
fizickih i hemijskih analiza za kontrolu kvaliteta Zita, mlinskih i pekarskih proizvoda,
testenina i brzo smrznutih testa (SI. list SFR], 1988) i Pravilniku o metodama uzimanja
uzoraka i vrSenja hemijskih i fizickih analiza radi kontrole kvaliteta proizvoda od voca i
povrcéa ("SL list SFR]", br. 29/83). Sadrzaj sirovih proteina odreden je metodom po
Kjeldahlu, masti po Weibull-Stoldtu, ukupnih redukujucih Secera po Luff-Schoorlu, vlage
i pepela gravimetrijski. Ukupni ugljeni hidrati dobijeni su racunski oduzimanjem
vrednosti sadrZaja sirovih proteina, masti, vlage i pepela od 100 (FSAI, 2010). Sadrzaj
ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana odreden je po
standardnoj AOAC (2000) metodi (Official Method No. 991.43). U osuSenom i
samlevenom tropu borovnice i maline, kao karakteristika prehrambenih vlakana
odreden je kapacitet zadrZavanja vode (WHC) prema slede¢em postupku: u 1 g uzorka,
dodato je 10 ml vode i nakon 30 minuta mesanja na magnetnoj mesalici na 30 °C, uzorak
je centrifugiran 30 minuta na 3000 o/min. Koli¢ina vezane vode izracunata je kao
razlika mase uzorka pre i nakon ovog postupka, a vrednost WHC izraZena je u g vode po

g uzorka.

3.3.1.2. Odredivanje sadrzaja mineralnih materija metodom atomske apsorpcione

spektrometrije (AAS)

Sadrzaj minerala (Na, K, Ca, Mg, Fe i Zn) odreden je pomocu atomskog apsorpcionog
spektrofotometra Varian SpectrAA-10 (Varian Techtron Pty Limited, Mulgvare Victoria,
Australija) uz pozadinsku korekciju (D2-lampa). Priprema uzoraka podrazumevala je

suvo spaljivanje na 550 °C.
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3.3.1.3. Odredivanje sadrZaja masnih Kkiselina metodom gasne hromatografije
(GC-FID)

Ekstrakcija masti za potrebe odredivanja sadrzaja masnih Kkiselina izvrSena je
rastvaracem n-heksanom pod visokim pritiskom pomocéu uredaja Dionex ASE 350

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) primenom sledecih parametara:

= temperatura ekstrakcije: 90 °C,

= vreme statiCke ekstrakcije: 10 minuta,

= jspiranje Celije sa rastvaracem na nivou 30% zapremine,
® trajanje ispiranja: 30 s,

* broj ciklusa: 1.

Odmereni uzorci (oko 1 g) pomesani su sa dijatomejskom zemljom u odnosu 1:1
(w/w) (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) i preneti u Celicne Kkivete za
ekstrakciju zapremine 22 ml, u koje je prethodno postavljen celulozni filter. Rastvarac iz
ekstrakata uklonjen uparavanjem na vakuum uparivacu (Bilichi Labortechnik AG, Flawil,
Svajcarska).

Pripremljeni uzorci podvrgnuti su transesterifikaciji u prisustvu bor(III)-fluorida
(BF3) prema proceduri opisanoj od strane Karlovi¢ i Andri¢ (1996). Kao rastvarac
upotrebljen je n-heptan, a za inertizaciju i oslobadanje metil estara masnih kiselina od
ostataka rastvaraca primenjivano je uparavanje u struji azota. Gasno-hromatografska
analiza metil-estara masnih kiselina (FAMES) je izvrSena na GC uredaju Agilent 7890A
sa plameno jonizujué¢im detektorom (eng. flame ionization detector, FID) i
autoinjektuju¢im sistemom za tecnosti, na kapilarnoj koloni od meSane silike (Supelco
SP-2560 Capillary GC Column 100 m x 0.25 mm, d = 0,20 pum). Kao gas nosac
upotrebljen je helijum cisto¢e 99,9997 vol %, pri protoku od 1,26 ml/min. Uzorci su
ubrizgavani u kolonu u takozvanom split rezmu, ¢iji je odnos iznosio 30:1. Primenjeni
temperaturni reZim prikazan je na slici 12.

Pikovi metil estara masnih kiselina identifikovani su poredenjem retencionih
vremena iz uzoraka sa retencionim vremenima smeSe standarda "Supelco 37
component FAME mix" (Supelco, Bellefonte, SAD) kao i sa internim podacima dobijenim
u prethodnim ispitivanjima masnih kiselina na gasnom hromatografu sa masenim
detektorom. Koli¢ina pojedinih masnih kiselina dobijena je poredenjem povrsine pikova
uzorka sa povrSinama pikova standarda masnih kiselina poznate koncentracije uz
primenu korekcionih faktora (MAFF, 1998). SadrZaj masnih kiselina izraZen je kao

maseni udeo pojedine masne kiseline.
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Rate Value Hald Time: Fun Time
“CAmin T min min
b ntid) S 20 05 05
Ramp 1 25 155 5 1.7
Ramp 2 3 205 g5 23533
Ramp 3 5 230 15 4131
#

Slika 12. Temperaturni reZim rada GC-FID pri analizi sastava masnih kiselina

uzoraka

3.3.2. ODREDIVANJE FUNKCIONALNIH KARAKTERISTIKA TROPA BOROVNICE I
MALINE

3.3.2.1. Odredivanje sadrzaja antocijana (pH diferencijalna i, singl“ pH metoda)

Ekstrakcija uzoraka za potrebe odredivanja sadrzaja monomernih i ukupnih
antocijana sprovedena je prema proceduri opisanoj u radu De Brito i saradnika (2007)
sa modifikacijom koja se odnosila na primenu 1% HCl u metanolu kao ekstragensa i
koriS¢enje molarnog koeficijenta apsorpcije cijanidin-3-glukozida definisanog za ovaj
ekstragens.

SadrZaj monomernih antocijana (ACY) odreden je spektrofotometrijski primenom
pH diferencijalne metode (Fuleki i Francis, 1968), koja se zasniva na osobini monomera
antocijana da se pri pH 1,0 nalaze u obliku oksonijum jona (crveno obojeni), dok su pri
pH 4,5 antocijani u poluketalnom obliku (bezbojni). Spektrofotometrijska merenja
sprovedena su na spektrofotometru Jenway, 6405 UV/Vis (Bibby Scientific Ltd, Stone,
Velika Britanija). Sam postupak sastojao se u sedecem: odmerena zapremina od 0,25 ml
ekstrakta preneta je u dva odmerna suda od 10 ml, koji su zatim dopunjeni puferom pH
1, odnosno pH 4,5. Nakon 15 minuta izmerene su apsorbancije na 515 nm i 700 nm
(zbog korekcije zamucenja). Puferi koriS¢eni u ovoj proceduri pripremljeni su na sledeci
nacin:

= pH 1- mesSanjem 50 ml 0,2 M rastvora HCI sa 97 ml 0,2 M rastvora KCI i

dopunom do 200 ml destilovanom vodom;

= pH 4,5 - rastvaranjem 1,64 g anhidrovanog CH3COONa u 160 ml destilovane

vode i dodatkom 1,15 ml glacijalne CH3COOH;
- podesavanjem pH i dopunom odmernog suda od 200 ml destilovanom

vodom do crte.
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Koncentracija monomernih antocijana (Cmon) u ekstraktima izraCunata je kao

ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli:
Cmon = (AmonxMxFx1000)/ex] (mg/1) (1

gde je:

Amon — apsorbanca razblaZenog ekstrakta, koja je izracunata prema formuli:
Amon = (As15-A700)pH 1-(A515-A700) pH 4,5 (2)

M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)

F = faktor razblaZenja ekstrakta

€ =34300 Lmol-lcm-1 (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida)

1 =1 cm (debljina kivete).

Odredivanje sadrzaja ukupnih antocijana (TACY) zasniva se na cinjenici da je
izmerena apsorbancija rastvora antocijana pri pH 1 proporcionalna sadrzaju ukupnih
antocijana. Princip odredivanja zasnivao se na primeni tzv. ,singl“ metode, ciji je
postupak izvodenja identican onom koji je opisan za odredivanje sadrZaja monomernih
antocijana. Koncentracija ukupnih antocijana (Cuk) u ekstraktima izracunata je kao

ekvivalent cijanidin-3-glukozida prema formuli:
Cuk = (AuxxMxFx1000)/exI (mg/1) (3)
gde je:
Auk = (As15—A700)pH 1 (4)

M = 449,2 g/mol (molekulska masa cijanidin-3-glukozida)
F = faktor razblaZenja ekstrakta
€ = 34300 Imol-1cm-1 (molarni koeficijent apsorpcije cijanidin-3-glukozida)

1 =1 cm (debljina kivete).

3.3.2.2. Priprema ekstrakata za odredivanje ukupnih rastvorljivih polifenola,

flavonoida i antiradikalske aktivnosti na DPPH"

Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja iz osuSenog i samlevenog tropa borovnice i
maline sprovedena je prema postupku definisanom od strane Larrauri i saradnika
(1997a). Ukratko, 0,1 g uzorka ekstrahovan je sa 40 ml smeSe metanol:voda (50:50, v:v)

na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta. Nakon centrifugiranja na 2500 o/min u
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trajanju od 15 minuta na Eppendorf Centrifuge 5804R (Hamburg, Nemacka),
supernatant je prebacen u odmerni sud od 100 ml. Ekstrakcija je ponovljena na isti
nacin sa 40 ml smeSe aceton:voda (70:30, v:v), a dobijeni supernatant spojen je sa

prethodnim i odmerni sud dopunjen do 100 ml destilovanom vodom.
3.3.2.3. Odredivanje sadrZaja ukupnih rastvorljivih polifenola

Sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola (TPC) u ekstraktima odreden je
spektrofotometrijski, primenom metode Singletona i saradnika (1999). Ova metoda
zasnovana je na merenju redukujuceg kapaciteta polifenolnih jedinjenja, cijom
disocijacijom nastaje proton i fenoksidni anjon, koji redukuje Folin-Ciocalteu (FC)
reagens (smeSa Na;WO04, NazMoO4, HCl, H3PO4 i LiSO4) do plavo obojenog kompleksa.

Za potrebe odredivanja ukupnih polifenola pripremljeni su vodeni rastvori Na;CO3
(20% w/w) i FC reagensa (0,67 mol/dm3). Postupak odredivanja zasnivao se na

pripremi sledec¢ih reakcionih smesa:

* radna proba: 0,1 ml ekstrakta dobijenog prema proceduri opisanoj u poglavlju

3.3.2.2.,, 7,9 ml destilovane vode, 0,5 ml FC reagensa i 1,5 ml rastvora Na,COs3;
* slepa proba: 8 ml destilovane vode, 0,5 ml FC reagensai 1,5 ml rastvora NazCOs.

Nakon 2h izmerena je apsorbanca reakcione smese na 750 nm (spektrofotometar
Jenway, 6405 UV /Vis, Bibby Scientific Ltd, Stone, Velika Britanija).

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive konstruisane primenom
serije rastvora galne kiseline (200-800 pg/ml) odredena je masena koncentracija
(mg/ml) polifenolnih jedinjenja u ekstraktima, a zatim je sadrzaj ukupnih rastvorljivih

polifenola u uzorcima izrazen kao ekvivalent galne kiseline (GAE).
3.3.2.4. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u osuSenom i samlevenom tropu borovnice i maline
odreden je metodom po Markhamu (1989). Ova metoda zasnovana je na osobini
flavonoida da sa metalima daju odgovarajuc¢e metalo-komplekse.

Za potrebe odredivanja ukupnih flavonoida pripremljen je rastvor AlClz (13,3 mg
AlCI3 x 6 H20 i 40 mg CH3COOH), kao i standardni rastvor rutina sledecih koncentracija:
0,5,1,0,2,5i15 pg/ml. Postupak odredivanja zasnivao se na pripremi sledecih reakcionih
smesa:

= radna proba: 5 ml ekstrakta dobijeniog po proceduri opisanoj u 3.3.2.2,, 1 ml

destilovane vode i 2,5 ml reagensa AlCl3;
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= slepa proba: 3,5 ml vode i 5 ml ekstrakta (bez dodavanja reagensa AlCl3).

Apsorbanca reakcione smeSe izmerena je na 430 nm (spektrofotometar Jenway,
6405 UV/Vis, Bibby Scientific Ltd, Stone, Velika Britanija). Na osnovu razlike apsorbanci
radne i slepe probe, sa kalibracione krive rutina, odredena je koncentracija flavonoida.

Dobijeni rezultati izraZeni su u mg ekvivelenata rutina (RE) po 100 g uzorka.
3.3.2.5. LC-MS/MS analiza sadrzaja polifenolnih jedinjenja

Priprema uzoraka za kvantifikaciju polifenolnih jedinjenja podrazumevala je
maceraciju 1 g biljnog materijala sa 10 ml 80% (v/v) metanola u vodi uz konstantno
muckanje. Nakon 6h, ekstrakti su profiltrirani kroz filter papir (Whatman No. 1,
Whatman International Ltd., Maidstone, UK) da bi se uklonio biljni materijal. Rastvarac
je uparen do suva na vakuum uparivac¢u (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svajcarska) pri
temperaturi do 45 °C.

Kvantifikacija odabranih polifenolnih jedinjenja u funkcionalinim sastojcima
dobijenim iz tropa borovnice i maline primenom LC-MS/MS tehnike sprovedena je po
metodi koja je validovana i objavljena u radu Orc¢ic¢a i saradnika (2014). Ovom metodom
obuhvaceno je 45 polifenolnih jedinjenja iz sledec¢ih Kklasa: derivati benzoeve i cimetne
kiseline, aglikoni flavonoida, C- i O- glikozidi, kumarini i lignani. KoriS¢en je Agilent
Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf (Agilent Technologies,
Inc. Santa Clara, USA), kuplovan sa G6410A QgqQ MS-MS detektorom sa elektrosprej
jonskim izvorom (ESI). Za hromatografsko razdvajanje koriS¢ena je Zorbax Eclipse
XDB-C18 RR 4,6 mm x 50 mm x 1,8 um (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, USA)
reverzo-fazna kolona pri temperaturi od 45 °C. Mobilna faza sastojala se od 0,05% (v/v)
mravlje kiseline (A) i metanola (B), a protok je iznosio 1ml/min. Primenjen je
gradijentni mod, koji je podrazumevao slede¢i odnos faza: 0 min 30% B, 6 min 70% B, 9
min 100% B, 12 min 100% B, post time od 3 min.

Suvi ostatak dobijen prema gorenavedenoj proceduri, rekonstituisan je u 50% (v/v)
metanolu u vodi do koncentracije 20 mg/ml i neposredno pre analize ekstrakti su
profiltrirani kroz membranske filtere od regenerisane celuloze (dijametar 25 mm,
veli¢ina pora 0,45 pm, Econofilters, Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, USA).
Injektovana zapremina uzoraka bila je 5 pL. Parametri jonskog izvora bili su:

= temperatura gasa za suSenje (N2z): 350 °C,

= protok gasa za suSenje: 9 1/min,

= pritisak gasa nebulajzera: 40 psi,

= napon na kapilari: 4 kV,
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= polaritet: negativan.
Jedinjenja su pra¢ena u dinamickom MRM (eng. multiple reactions monitoring)
modu. Ostali optimizovani parametri (napon fragmentora, napon kolizione ¢elije), za

jedinjenja detektovana u uzorcima, dati su u prilogu 3 i 4.

3.3.2.6. Ekstrakcija polifenolnih jedinjenja tropa borovnice rastvara¢ima pod

poviSenim pritiskom (ASE)

Kao tehnika sa sve ve¢im potencijalom za izolovanje bioaktivnih jedinjenja iz
prirodnih izvora, ekstrakcija rastvaracima pod poviSenim pritiskom primenjena je na
osuSenom i samlevenom tropu borovnice u cilju ispitivanja potencijala za dobijanje
ekstrakata sa moguc¢nos$¢u primene u prehrambenoj i/ili farmaceutskoj industriji.

Odmereni uzorci (oko 0,2 g) pomesSani su sa dijatomejskom zemljom u odnosu 1:1
(w/w) (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) i preneti u Celicne kivete za
ekstrakciju zapremine 22 ml, u koje je prethodno postavljen celulozni filter. Ekstrakcija
polifenolnih jedinjenja izvrSena je rastvarac¢ima pod poviSenim pritiskom pomocu
uredaja Dionex ASE 350 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) primenom
slede¢ih parametara:

= rastvarac: voda,

= temperatura ekstrakcije: 100 °C,

= vreme statiCke ekstrakcije: 10 minuta,

= jspiranje Celije sa rastvarac¢em na nivou 30% zapremine,

= trajanje ispiranja: 30 s,

* broj ciklusa: 1.
3.3.2.7. Odredivanje antiradikalske aktivnosti ekstrakata na DPPH’

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH") je stabilan radikal sa maksimumom
apsorpcije na 517 nm. Antioksidanti, donori vodonika u reakciji sa DPPH radikalima
vrSe njihovu redukciju do Zuto obojenog difenilpikrilhidrazina, $to dovodi do smanjenja
apsorbancije na 517 nm. Antiradikalska aktivnost ekstrakata na DPPH" odredena je
spektrofotometrijski primenom metode Sedej i saradnici (2011).

Ekstrakti pripremljeni prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.3.2.2. razblaZeni su
metanolom, pri ¢emu je dobijena serija razblaZzenja 5-20 puta. Postupak odredivanja

antiradikalske aktivnosti ekstrakata zasnivao se na pripremi sledecih reakcionih smesa:

* radna proba: 0,1 ml ekstrakta, 2,9 ml metanola i 1 ml rastvora DPPH" (90 uM);
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» kontrola: 3 ml metanola i 1 ml rastvora DPPH: (90 uM);

* slepa proba: 0,1 ml ekstrakta, 3 ml metanola.

Reakciona smesa je ostavljena na tamnom mestu, na sobnoj temperaturi, 60 min.
Absorbanca je ocitana na 517 nm (spektrofotometar Jenway, 6405 UV/Vis, Bibby
Scientific Ltd, Velika Britanija). Na osnovu izmerenih apsorbanci uzorka (Au.), kontrole
(Akont) 1 slepe probe (Asp), odredena je antiradikalska aktivnost na DPPH" (AAprpu’)

prema jednacini:
AADPPH'(%)z 100'[100x(AuZ_Asp)/Akont] (5)

Konstruisana je kriva zavisnosti izmedu AAprpy: (%) i koncentracije rastvora
ekstrakta u cilju odredivanja vrednosti ICso (mg/ml), koja predstavlja koncentraciju

ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH".

3.3.2.8. ESR spektralna analiza uticaja ekstrakata tropa borovnice na stvaranje i

transformaciju superoksid anjon radikala

Za potrebe ESR spektralne analize, ekstrakti osuSenog i samlevenog tropa borovnice
pripremljeni su prema proceduri 3.3.2.5. i 3.3.2.6 i upareni do suva na vakuum
uparivacu (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svajcarska) pri temperaturi do 45 °C. Rastvor
koji sadrzi superoksid anjon radikale pripremljen je rastvaranjem KOz/kraunetar (10
mM/20 mM) u bezvodnom dimetilsulfoksidu (DMSO). Reakciona smesa se sastojala od
5 pl ove smeSe, 0,5 ml osusenog DMSO i 5 pl rastvora DMPO u DMSO (2 M) (slepa
proba). Uticaj ekstrakata na formiranje i transformaciju njihovih DMPO-OOH ,spin
adukata“ ispitana je dodavanjem dimetilformamidnih (DMF) rastvora ekstrakata tropa
borovnice, u reakcioni sistem u opsegu koncentracija 1 - 3,5 mg/ml.

Paralelno je ispitan i uticaj sintetickog antioksidanta BHA na transformaciju
superoksid anjon radikala, u opsegu koncentracija 0,1 - 3,0 mg/ml.

Reakcione smeSe su prenete u Bruker ER-160FC kvarcnu kivetu. ESR spektri su
snimani na sobnoj temperaturi na ESR spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten,
Nemacka), pri slede¢im uslovima:

» frekvencija modulacije 100 kHz,

= amplituda modulacije 4,00 G,

= vremenska konstanta 40,96 ms,

= vremenski opseg merenja 327,68 ms,

=  centar polja 3440,00 G,
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= ukupan opseg merenja 100,00 G,

» frekvencija mikrotalasnog podrucja 9,64 GHz,
* jacina struje 1,00 x 104,

* snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW,

= temperatura merenja 23 °C.

Antiradikalska aktivnost (AAoz..) ekstrakata tropa borovnice definisana je

izrazom:

AAoz..= (ho - hx)/h()XlOO (%) (6)
gde je:
h, - visina drugog pika ESR signala slepe probe;

hy - visina drugog pika ESR signala uzorka sa ekstraktom ili sa BHA.

3.3.2.9. ESR spektralna analiza uticaja ekstrakata tropa borovnice na stvaranje i

transformaciju hidroksil radikala

Za potrebe ESR spektralne analize, ekstrakti osusenog i samlevenog tropa borovnice
pripremljeni su prema proceduri 3.3.2.5. i 3.3.2.6 i upareni do suva na vakuum
uparivacu (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svajcarska) pri temperaturi do 45 °C.
Hidroksil radikali dobijeni su u Fentonovoj reakciji i detektovani ,spin trapping”
metodom u sistemu koji se sastojao od: 0,2 ml DMPO (112 mM) kao ,,spin trapa”, 0,2 ml
N,N-dimetilformamida (DMF), 0,2 ml H202 (2 mM) i 2 pl FeCl; (0,3 mM) (slepa proba).
Uticaj ekstrakata tropa borovnice na koncentraciju ,spin adukata“ hidroksil radikala
ispitan je dodavanjem njihovih dimetilformamidnih rastvora ekstrakata tropa
borovnice u reakcioni sistem u opsegu koncentracija 0 - 5 mg/ml.

Paralelno je ispitan i uticaj sintetiCkog antioksidanta BHA na transformaciju
,spin adukata“ hidroksil radikala, u opsegu koncentracija 0,01 - 3,0 mg/ml.

Smesa je preneta u Bruker ER-160 FC kvarcnu kivetu. ESR spektri su snimani na
sobnoj temperaturi na ESR spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten, Nemacka), pri
slede¢im uslovima:

= frekvencija modulacije 100 kHz,

= amplituda modulacije 0,226 G,

=  vyremenska konstanta 80,72 ms,

= vremenski opseg merenja 327,68 ms,

= centar polja 3440,00 G,
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= ukupan opseg merenja 100,00 G,

» frekvencija mikrotalasnog podrucja 9,64 GHz,
» jacina struje 5,00 x 105,

* snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW,

= temperatura merenja 23 °C.

Antiradikalska aktivnost (AA.on) ekstrakata tropa borovnice definisana je

izrazom:

AA.OH = (ho - hx)/hOX1OO (%) (7)

gde je:
h, - visina drugog pika ESR signala slepe probe;

hy - visina drugog pika ESR signala uzorka sa ekstraktom ili sa BHA.

3.3.3. ODREDIVANJE FUNKCIONALNIH KARAKTERISTIKA PROIZVEDENOG
BEZGLUTENSKOG KEKSA

U proizvedenim uzorcima bezglutenskog keksa (formulacije 1-9), kao i u
kontrolnom keksu odreden je: sadrzaj monomernih antocijana prema postupku
definisanom u poglavlju 3.3.2.1., sadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola prema
postupku datom u poglavlju 3.3.2.3. i antiradikalska aktivnost na DPPH" prema
postupku iz poglavlja 3.3.2.7. U poslednjoj proceduri jedina izmena odnosila se na
pripremu serije razblazenja 1-4 puta, u odnosu na tropove kod kojih je pripremljena

serija razblaZenja 5-20 puta.

3.3.4. ODREDIVANJE aw VREDNOSTI TROPA BOROVNICE I MALINE 1
PROIZVEDENOG BEZGLUTENSKOG KEKSA

Glavni uzrocnici kvarenja hrane su mikroorganizmi, a njihov rast i razvoj u
potpunosti zavisi od koli¢ine vode u tecnom stanju. Voda se u namirnicama nalazi u
slobodnom i “vezanom” obliku. Slobodnom vodom naziva se deo ukupne vode koja se
ponasa kao rastvara¢c i koja je time na raspolaganju mikroorganizmima za
hemijske/biohemijske reakcije u njihovim ¢elijama (Durakovi¢ i sar., 2002). Vrednost
aktivnosti vode (aw) nekog proizvoda pokazuje u kojoj meri je voda dostupna

mikroorganizmima za rast i umnoZavanje, odnosno za njihove metabolicke procese.
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aw vrednost tropa borovnice i maline, kao i proizvedenog bezglutenskog keksa
odredena je pomocu aw-metra Testo 650 (Testo AG, Sparta, NJ, SAD), koji se sastoji iz
sonde, merne celije i plasticne merne posude, a merenje se zasniva na ocitavanju

vrednosti na displeju uredaja.
3.3.5. ODREDPIVANJE REOLOSKIH OSOBINA TESTA ZA KEKS

Nakon pripreme i homogenizacije, reoloSko ponasanje testa za keks praceno je uz
pomo¢ reometra HAAKE Mars (Thermo Scientific, Dreieich, Nemacka) na temperaturi
od 23 £ 0,1 °C. U cilju prevencije efekta proklizavanja uzorka koriS¢en je nazubljeni
merni pribor ploca/plo¢a PP35S (prec¢nika 35 mm). Uzorci testa za keks, koji su
prethodno odleZavali 24 h na temperaturi od 8 °C, uzimani su iz centralnog dela testane
mase i komprimovani brzinom od 0,3 mm/min do razmaka izmedu ploc¢a od 2 mm.
Visak uzorka je odstranjen, a na izloZene ivice naneto je parafinsko ulje kako bi se
sprecilo isusSivanje uzorka u toku merenja.

Dinamicka oscilatorna merenja, koja su koriS¢ena za reolosku karakterizaciju testa
za keks, izvodena su 600 s nakon nanosSenja uzorka izmedu plo¢a reometra kako bi
doSlo do relaksacije uzorka, usled stresa unetog spustanjem gornje plocCe. U cilju
odredivanja linearnog viskoelasti¢nog regiona, primenjen je tzv. stress sweep test koji je
podrazumevao ciklicno povecavanje napona pri konstantnoj frekvenciji od 1 Hz. Kao
granica linearnog viskoelasti¢nog regiona uzeta je vrednost pri kojoj se dinamicki
viskoelasticni moduo nije promenio za viSe od 10% od svoje konstantne vrednosti.
KoriS¢enjem konstantne vrednosti napona koja je bila u linearnom viskoelasticnom
regionu (10 Pa), izvrSeno je pracenje promene elasticnog (G’) i viskoznog (G”) modula u
rasponu frekvencija od 0,1 do 10 Hz (tzv. frequency sweep test).

Rezultati frequency sweep testa, tj. zavisnost modula od frekvencije (logaritamski

prikaz) modelovani su jednac¢inom stepenog zakona:
G' =K'f (8)
G =K'f" (9)

gde su K'i K" - koeficijenti koji odgovaraju vrednosti modula G, odnosno G"na 1 Hz

1

(Peressini i sar., 2000), a n" i n” - koeficijenti koji predstavljaju nagib krive

(Sivaramakrishnan i sar., 2004).
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3.3.6. ODREPIVANIJE FIZICKIH OSOBINA BEZGLUTENSKOG KEKSA
3.3.6.1. Odredivanje tehnoloskih parametara kvaliteta bezglutenskog keksa

TehnoloSki parametri kvaliteta odredeni su na uzorcima bezglutenskog keksa
specijalno proizvedenih za potrebe izvodenja ovih merenja, kako bi se zadovoljili
zahtevi dati u metodi AACC 10-50D (1999). Merenja dimenzija sprovedena su na
uzorcima keksa dobijenim primenom okruglog kalupa, a obuhvatala su merenje
precnika keksa u pravcu laminiranja (eng. length - L), normalnom na pravac laminiranja
(eng. width - W) i merenje debljine (eng. thickness — T). Merene su dimenzije Sest
keksova iz svake grupe uzoraka, a iz izmerenih veli€ina izra¢unati su parametri koji
ukazuju na deformacije nastale peCenjem:

* odnos W/T (Sirenje),

= odnos W/L koji je merilo odstupanja od idealno kruznog oblika,

= Kkontrakcija testa u pravcu laminiranja (%L),

= Sirenje u pravcu normalnom na pravac laminiranja (%W).

Poslednja dva parametra izracunata su primenom slede¢ih formula (Pedersen i sar.,
2005):

% L = (Dm-L)/Dm x100 (10)
% W = (W-Din)/Dim x100 (11)

gde je D precnik kalupa (60 mm).
Gubitak mase usled pecenja (eng. baking weight loss - BWL) odreden je merenjem

mase keksa (n=8) pre i nakon pecenja, a izraCunat je po formuli:
BWL(%) = ((mo-m¢))/mo x100 (12)

gde je:
mo - inicijalna masa keksa pre pecenja (g);

m. - masa keksa nakon pecenja (g).
3.3.6.2. Instrumentalno odredivanje teksturnih svojstava

Teksturne karakteristike bezglutenskog keksa odredene su primenom analizatora
teksture TA-XTPlus Texture Analyzer TA.XT2 (Stable Micro Systems, Surrey, Velika
Britanija) koriS¢enjem nastavka 3-Point Bending Rig HDP/3PB (Slika 13a). Uzorci su
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izloZeni sili kompresijske sonde, primenom merne ¢elije od 30 kg, podeSavanjem

slede¢ih parametara:

* brzina sonde pre analize 1,0 mm/s,

* brzina sonde tokom analize 3,0 mm/s,
* brzina sonde nakon analize 10,0 mm/s,
* rastojanje 7,0 mm,

* sila okidanja 50 g.

Primenom racunarskog programa (Exponent Stable Micro Systems, version 6.0),
snimljena je zavisnost sile potrebne za kompresiju uzorka u funkciji od vremena. Za
poredenje teksturnih svojstava razli¢itih formulacija bezglutenskog keksa koriséen je
parametar ¢vrstoca (eng. hardness - H) koja predstavlja visinu pika (Slika 13b) izraZenu
u jedinicama sile (N) ili mase (g) u funkciji od vremena (s). Merenja su sprovedena u 7

ponavljanja, 24h nakon pecenja keksa.

1800
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
goo
600 1
400 7

200 ]

1 2 3 4 Time(s)

Slika 13. Odredivanje teksturnih svojstava bezglutenskog keksa: a) Izgled analizatora
teksture TA-XTPlus Texture Analyzer TA.XT2; b) Izgled krive

3.3.6.3. Instrumentalno odredivanje boje

Boja funkcionalnih sastojaka (osuSenog i samlevenog tropa) i proizvedenog
bezglutenskog keksa odredena je u deset ponavljanja upotrebom kolorimetra Minolta
Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta Sensing Inc., Osaka, Japan) i odgovarajuceg
nastavka (CR-A33b) sa staklenom zaStitom, prilagodenog za merenja ovakve vrste
uzoraka (Slika 14b). Pre merenja izvrSena je kalibracija kolorimetra standardom bele
boje. Rezultati su prezentovani prema CIELab sistemu boja (Slika 14a), gde su
koordinate definisane na sledeci nacin: L* je koordinata svetlo¢e boje (gde 0 oznacava

crno, a 100 belo), a* je udeo crvene/zelene boje (gde a* > 0 oznacava crvenu i a* < 0
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oznacava zelenu boju) i b* je udeo Zute/plave boje (gde b* > 0 oznacava Zutu i b* < 0
oznacava plavu boju).

Imajué¢i u vidu moguce promene boje tokom skladiStenja, parametri boje keksa
mereni su 24h nakon pecenja (L1, a*1 i b*1), kao i nakon Sest meseci skladiStenja u
metaliziranoj polipropilenskoj ambalazi pri ambijentalnim uslovima (L*2, a*2 i b*2). Na
osnovu merenja navedenih parametara izraCunata je ukupna razlika boje (AE) prema

sledec¢oj formuli:

AE = /(L3 — L3)? + (a3 — a3)? + (b5 — bj)? (13)

Na osnovu vrednosti AE, Francis i Clydesdale (1975) kategorizovali su razlike u boji
na sledeci nacin:

» AE <1 - razlika u boji nije uocljiva ljudskim okom,

» 1< AE < 3 -razlika u boji nije znacajna za ljudsko oko,

= AE > 3 -razlika u boji je uocljiva ljudskim okom.

Popov Ralji¢ i sar. (2013) definisali su uzu skalu vrednosti AE, pa su, prema ovim
autorima razlike u boji kategorizovane ne sledec¢i nacin:

= neprimetna (0-0,5),

= slabo primetna (0,5-1,5),

» primetna (1,5-3,0),

* jace primetna (3,0-6,0),

= veoma primetna (6,0-12,0) i

= ocigledno odstupanje u boji (> 12,0).

Slika 14. a) Prikaz CIELab sistema boja; b) Merenje boje bezglutenskog keksa

pomocu kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400
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3.3.7. SENZORSKA OCENA BEZGLUTENSKOG KEKSA UZ PRIMENU PANELA
UTRENIRANIH OCENJIVACA

Senzorska ocena uzoraka bezglutenskog keksa sprovedena je u Laboratoriji za
senzorske i tehnic¢ke analize Laboratorije za tehnologiju, kvalitet i bezbednost hrane,
koja je opremljena u skladu sa vaZe¢im standardom (ISO 8589:2007) i koja je pod
konstantnim i kontrolisanim uslovima temperature, vlage, buke i mirisa, kako bi uticaj
psiholoskih ¢inilaca na sposobnosti rada ocenjivaca bio minimalan.

U cilju dobijanja senzorskog profila novokreiranih uzoraka bezglutenskog keksa,
sprovedena je objektivna senzorska ocena uz primenu panela utreniranih ocenjivaca.
Buduc¢i da u senzorskoj oceni panel predstavlja ,merni instrument”, odabir potencijalnih
ocenjivaca napravljen je nakon obuke i testiranja kandidata prema vaZeCim
standardima za odabir, obuku i proveru cula ¢lanova panela (ISO 6658:2005, SRPS EN
ISO 8586:2015, SRPS ISO 3972:2011, ISO 5496:2006, SRPS ISO 11037:2013, SRPS ISO
11036:2002, ISO 8587:2006). Panel ocenjivaca sastojao se od sedam clanova starosne
kategorije izmedu 35 i 50 godina. Ocenjivacima su uzorci dostavljani u zasebne kabine
(Slika 15d), u kojima se pored uzoraka nalazio i pribor za ocenjivanje (ocenjivacki list,
pribor za pisanje, tacna, ubrus) i ¢asa sa destilovanom vodom za ispiranje usta izmedu
dva uzastopna uzorka. Uzorci su dostavljani svim ocenjiva¢ima u isto vreme i bili su
oznaceni nasumicno odabranim trocifrenim Siframa, Sto je sa jedne strane obezbedilo
identifikaciju i sledljivost rezultata ocenjivanja, a sa druge strane omogucilo da se
izbegne potencijalna pristrasnost pri oceni. Ocenjivacima su tokom sesija prezentovani
ocenjivacki listovi dati u prilogu 5. koji su sadrzali i detaljno definisan postupak
senzorske ocene.

Senzorska ocena sprovedena je uz primenu metode bodovanja. Odabir svojstava za
senzorsko profilisanje novokreiranih uzoraka bezglutenskog keksa prethodno je
utvrden od strane vode panela, u skladu sa odgovaraju¢im standardom (SRPS EN ISO
13299:2012) i literaturnim podacima. Kako bi senzorska ocena bila sprovedena na isti
nacin od strane svih €lanova panela, organizovan je odgovarajuci broj sesija (3 x 1,5 h)
na kojima su prezentovani nivoi kvaliteta za svako pojedinacno svojstvo (izgled celog
keksa, izgled na prelomu, tekstura pri prvom zagrizu, tekstura pri zZvakanju, miris, ukus,
aroma) i pojedinactnu vrednost boda, uz prezentovanje odgovarajucih referentnih
uzoraka (Slika 15 a,b).

Za izraZavanje intenziteta odabranih svojstava, koriS¢ena je skala sa rasponom 1-5.
S obzirom da od odabranih svojstava ne doprinose sva u istoj meri krajnjoj oceni

proizvoda, utvrdeni su i koeficijenti vaznosti (KV) za svako pojedinacno svojstvo (1 za
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izgled celog keksa; 1 za izgled na prelomu; 1,5 za teksturu pri prvom zagrizu; 2 za
teksturu pri Zvakanju; 1,5 za miris; 1,5 za ukus i 2,5 za aromu). Srednje vrednosti ocene
svakog svojstva, pomnoZene sa koeficijentom vaZnosti, sluzile su za dobijanje krajnje

ocene keksa, koja je izrazena kao kvalitetni broj (KB) i izracunata je po sledecoj formuli:

Y X XKV

KB 10

(14)

gde je:

Xi - srednja vrednost ocene senzorskog svojstva od strane panela; i=1-7,

KV - koeficijent vaznosti za svako ispitivano svojstvo.

Senzorska ocena ponovljena je 2 puta u razmaku od jednog dana, a rezultat je
izraZen kao srednja vrednost KB iz dve sesije + standardna devijacija.

Na osnovu vrednosti KB i prethodno utvrdenih kriterijuma, keksovi su podeljeni u
Cetiri kvalitetne kategorije: KB < 2,5 nezadovoljavajuc¢ kvalitet; KB od 2,5 do 3,5 - dobar
kvalitet; KB od 3,5 do 4,5 - vrlo dobar kvalitet; KB 4,5 do 5,0 - odli¢an kvalitet.

Slika 15. Senzorska ocena bezglutenskog keksa: a) referentni uzorci i pribor za
ocenjivanje; b) Sifrirani uzorci; c) panel utreniranih ocenjivaca u radu; d) izgled kabina

u kojima je sprovedena senzorska ocena
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3.3.8. MIKROBIOLOSKA ISPRAVNOST BEZGLUTENSKOG KEKSA
3.3.8.1. Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Ukupan broj mikroorganizama je odreden prema standardnoj metodi SRPS EN ISO
4833-1:2014. Metoda se zasniva na zasejavanju pripremljenih razredenja uzoraka u
sterilne Petri ploCe, nalivanju agara za ukupan broj bakterija i inkubiranju na 30 + 1 °C,
tokom 72 h.

Nakon zavrSetka inkubiranja selektuju su ploce koje sadrze manje od 300 kolonija i

na osnovu broja izraslih kolonija izracunava se broj mikroorganizama u 1 g uzorka.
3.3.8.2. Izolovanje i odredivanje broja kserofilnih plesni

Odredivanje broja kserofilnih plesni (koje rastu pri aw < 0,70) je izvrSeno primenom
podloge - Sladni ekstrakt kvasac ekstrakt 50% glukoza agar (MY50G) (Pitt i Hocking,
2009; Samson i sar., 2004). 0,1 ml pripremljenih razredenja uzoraka u 0,1% sterilnom
rastvoru peptonske vode je zasejan na povrSinu MY50G agara. Zasejane podloge su

inkubirane na 25 °C, tokom 7 dana.

Nakon zavrSetka inkubiranja selektovane su ploce koje sadrZze manje od 150
kolonija plesni i na osnovu broja izraslih kolonija plesni izracunat je broj kserofilnih

plesni u 1 g uzorka.
3.3.8.3. I1zolovanje i odredivanje broja osmofilnih kvasaca

Odredivanje broja osmofilnih kvasaca je izvrSeno primenom podloge - MY40 Agar
(Osmophilic Agar) (Himedia, Mumbai, Indija). 0,1 ml pripremljenih razredenja uzoraka
u 0,1% sterilnom rastvoru peptonske vode zasejan je na povrSinu MY40 agara. Zasejane

podloge su inkubirane na 25 °C tokom 3 dana.

Nakon zavrSetka inkubiranja selektovane su ploce koje sadrze manje od 150
kolonija kvasaca i na osnovu broja izraslih kolonija izracunat je broj osmofilnih kvasaca

u 1 g uzorka.
3.3.9. DIJETETSKA INTERVENTNA STUDIJA

[spitivanje efekta kreiranog bezglutenskog keksa sprovedeno je u okviru dijetetske
interventne studije na grupi od 20 zdravih, normalno uhranjenih ispitanika Zenskog
pola, starosne dobi od 30-50 godina (41,35 + 8,58 god). Rezim ishrane se tokom trajanja

studije (4 nedelje) nije menjao, osim Sto su ispitanice u ishranu uvrstile i kreirani keks.
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Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom i odobrena je od strane
Etickog odbora Klinickog centra Vojvodine, Novi Sad, Srbija (broj odobrenja 00-
01/825/ 2011).

Antropometrijska merenja (visina, tezina) sluzila su za odredivanje indeksa telesne
mase (BMI) pre i nakon studije. Biohemijski parametri krvi: ukupni, LDL- i HDL-
hlesterol, trigliceridi, glukoza, AST, ALT, urea, kreatinin i adiponektin odredeni u
medicinskoj laboratoriji ,Eurolab“, Novi Sad i laboratoriji Instituta za medicinska

istrazivanja u Beogradu.
3.3.10. EKSPERIMENTALNI PLAN I STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi eksperimenti u okviru disertacije izvedeni su u dovoljnom broju ponavljanja (tri
i viSe), a rezultati su izraZeni kao aritmetitka sredina * standardna devijacija.
Utvrdivanje statisticke znacajnosti razlika izmedu aritmetickih sredina sprovedeno je
primenom analize varijanse (ANOVA) i Tukey HSD (Honest Significant Difference) testa
sa pragom znacajnosti 0,05. Podaci su obradeni primenom softverskih paketa Microsoft
Excel 2007 for Windows i StatSoft Statistica (data analysis software system), version 9.0
(StatSoft Inc., Oklahoma, SAD).

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis - PCA) sprovedena
je na pojedinim podacima u cilju vizuelizacije korelativnih odnosa izmedu odabranih
promenljivih i ispitivanih uzoraka, primenom softvera StatSoft Statistica i softvera
XLSTAT (Addinsoft, 2013. NY, SAD).

Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa sprovedena je primenom Simplex
lattice dizajna smeSe kao eksperimentalnog plana, a optimalan odnos funkcionalnih
sastojaka - tropa borovnice i maline utvrden je primenom funkcije poZeljnosti (eng.
desirability function) u softverskom paketu DESIGN-EXPERT 7.0 (Stat-Ease,
Minneapolis, Inc., USA).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. NUTRITIVNI PROFIL OSUSENOG I SAMLEVENOG TROPA
BOROVNICE I MALINE

Uporedo sa porastom interesovanja ljudi za pravilnu ishranu i prevenciju razli¢itih
bolesti, raste i trend obogac¢ivanja prehrambenih proizvoda funkcionalnim sastojcima,
koji kroz razlicite fizioloSke funkcije u ljudskom organizmu, unapreduju zdravstveni
aspekt ishrane. Sporedni proizvodi industrijske prerade voca i povrca, kao jeftini izvori
visokovrednih bioloski aktivnih jedinjenja i njihova revalorizacija u pravcu dobijanja
funkcionalnih sastojaka, jedne su od savremenih tema u naucnoj literaturi. Poseban
akcenat stavlja se na iskoris¢enje ovih sporednih proizvoda za dobijanje funkcionalnih
sastojaka bogatih prehrambenim vlaknima.

SuSenjem i mlevenjem industrijskog tropa borovnice i maline, dobijeni su
funkcionalni sastojci sa veoma visokim sadrZajem prehrambenih vlakana, a rezultati
osnovnog hemijskog sastava sumirani su u tabeli 5. Poredenjem nutritivnog profila ova
dva funkcionalna sastojka moZe se zakljuciti da je sadrZaj vecine nutrijenata u njima
slican, s tom razlikom Sto je trop borovnice bogatiji prehrambenim vlaknima, dok je u
tropu maline znacajno veci sadrZaj masti (za oko 60%), Sto je posledica visokog udela
semena (57 do 76%) u ovom tropu (Buckley, 1985).
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Tabela 5. Hemijski sastav (g/100 g) i energetska vrednost (kcal/100 g) osuSenog i

samlevenog tropa borovnice i maline

Parametar TB ™
Sirovi proteini 9,77 £ 0,04 9,76 £ 0,03
Masti 6,59 + 0,01 10,57 £ 0,21
Zasi¢ene masne Kkiseline 0,67 £0,08 0,87 £ 0,06
Ukupni ugljeni hidrati 75,31+ 0,06 71,30+ 0,17
Seceri 19,41 £0,07 18,60 £ 0,72
Prehrambena vlakna 52,50+1,03 49,10 + 1,25
Vlaga 6,92 + 0,05 6,55+ 0,02
Pepeo 1,40 £ 0,01 1,47 + 0,04
Energetska vrednost 294,70 + 1,89 321,00+ 1,65

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina * standardna devijacija
TB - trop borovnice; TM - trop maline

U cilju potencijalne primene u ishrani Zivotinja, McDougall i Beames (1994) su
ispitivali nutritivni profil tropa maline, a dobijeni rezultati (11,1% masti, 10,0% proteina
i 59,5% prehrambenih vlakana, izraZzeno na suvu materiju) veoma su bliski vrednostima
dobijenim u okviru ove teze. Koriste¢i trop maline za obogacivanje prehrambenih
proizvoda, Gérecka i saradnici (2010) ustanovili su znacajno veéi sadrzaj prehrambenih
vlakana u odnosu na vrednost dobijenu u okviru ove teze (77,5 + 0,2% s.m. u poredenju
sa 52,50 * 1,34% s.m.), Sto moZe biti posledica razli¢itog nacina dobijanja tropa i/ili
sortnih razlika same maline. Ipak, u sastavu prehrambenih vlakana nema znacajnijih
razlika, s obzirom da je udeo nerastvorljivih (IDF) u ukupnim (TDF) prehrambenim
vlaknima iznosio 96% (Tabela 6), dok je u radu Gorecka i saradnika (2010) ova vrednost
iznosila 97%.

U dostupnoj naucnoj literaturi funkcionalna svojstva tropa borovnice ispitivana su
sa aspekta njegove antioksidativne aktivnosti (Gao i Er-Feng, 2010; Khanal i sar., 2010),
dok podaci o sadrzaju prehrambenih vlakana i nutritivnom profilu ovog tropa nisu do
sada objavljeni. OsuSen i samleven trop borovnice sadrzi za oko 7,5% viSe prehrambenih
vlakana u odnosu na trop maline, a IDF ¢ine 97% od ukupnih prehrambenih vlakana.

Ipak, u ovom tropu utvrdena je znacajno veca vrednost kapaciteta zadrzavanja vode -
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WHC (za oko 46%), u poredenju sa osusenim i samlevenim tropom maline (Tabela 6).
Hidrataciona svojstva prehrambenih vlakana zavise od hemijske strukture, broja
hidroksilnih grupa, veli¢ine i poroznosti Cestica, ali pre svega od izvora iz kog su
izolovana (Elleuch i sar.,, 2011). Primenjujudi isti postupak mlevenja na koncentrate sa
priblizno istim sadrzajem vlakana dobijene iz razli¢itih biljnih materijala, Rabetafika i
saradnici (2014) utvrdili su znacajnu razliku u njihovim hidratacionim svojstvima. U
tom smislu, razli¢it kapacitet zadrzavanja vode ispitivanih funkcionalnih sastojaka
dobijenih iz tropa borovnice i maline, najverovatnije je posledica razlika u hemijskoj
strukturi polisaharidnih komponenti prehrambenih vlakana, tj. u broju hidroksilnih
grupa koje mogu da formiraju vodoni¢ne veze sa molekulima vode. Analizirajuci
koncentrate vlakana dobijenih postupcima suSenja i mlevenja kore citrusa i tropa
jabuke, Figuerola i saradnici (2004) dobili su vrednosti WHC u opsegu od 1,62 do 2,20
g/g. Kako su postupak dobijanja i veli¢ina cestica u ovim koncentratima bili veoma sli¢ni
postupku dobijanja, odnosno granulaciji osuSenog i samlevenog tropa borovnice i
maline, moguce je bilo uporediti njihova hidrataciona svojstva. Trop borovnice pokazao
je bolja hidrataciona svojstva u poredenju sa vlaknima iz Kore citrusa i tropa jabuke, $to
je od velikog znacaja sa tehnoloskog aspekta i €ini ovaj funkcionalni sastojak pogodnim

za aplikaciju u mnoge prehrambene proizvode.

Tabela 6. Sadrzaj ukupnih (TDF), rastvorljivih (SDF) i nerastvorljivih (IDF)
prehrambenih vlakana i kapacitet zadrzavanja vode (WHC) osuSenog i samlevenog tropa

borovnice i maline

Parametar TB ™

TDF (g/100 g s.m.) 56,41+ 1,11 52,51 +1,34
SDF (g/100 g s.m) 1,70+ 0,43 2,12+0,37
IDF (g/100 g s.m) 54,72 + 0,43 50,41+ 1,42
WHC (g/g) 3,07 £ 0,06 2,10 £ 0,07

TB - trop borovnice; TM - trop maline

Komercijalno dostupne funkcionalne sastojke bogate vlaknima dobijene iz voca
karakteriSu: sadrZaj prehrambenih vlakana >50%, sadrzaj vlage <9%, sadrZaj masti
<10% i niska energetska vrednost (<300 kcal/100g) (Larrauri, 1999). U tom smisluy,
osuSen i samleven trop borovnice u potpunosti zadovoljava navedene kriterijume, dok

se suSenjem i mlevenjem tropa maline dobija proizvod koji od navedenih kriterijuma
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odstupa po sadrZaju masti (10,57 * 0,21%) i energetskoj vrednosti (321,0 * 1,65
kcal/100 g). Ipak, analiza sastava masnih kiselina ovog funkcionalnog sastojka (Tabela
7) pokazala je visok procenat polinezasi¢enih masnih kiselina (77,9% u ukupnim
mastima), koje se, imaju¢i u vidu dokazane pozitivne zdravstvene efekte, takode

ubrajaju u grupu funkcionalnih jedinjenja.

Tabela 7. Sadrzaj masnih kiselina (g/100 g) osuSenog i samlevenog tropa borovnice i

maline

Masna Kiselina TB ™
C12:0 0,01 0,00 0,01 0,00
C14:0 0,01 0,00 0,01 0,00
C16:0 0,48 + 0,01 0,39 + 0,04
Cl6:1 0,01 0,00 0,02 +0,00
C18:0 0,11 £ 0,02 0,14 £ 0,02
C18:1t - -
C18:1c 1,55+ 0,01 1,43 +£0,10
C18:2t - -
C18:2c (LA) 2,41 +£0,01 5,40+ 0,73
C20:0 0,04 +0,01 0,06 0,00
C18:3n3 (LNA) 1,90 + 0,05 2,63+0,35
C20:1 0,01+0,00 0,02 +0,01
C21:0 - 0,25+0,03
C22:0 0,02 +0,00 0,02 +0,00
C20:5n3 0,05+0,01 0,20+0,01
MUFA 1,57 + 0,09 1,47 £ 0,02
PUFA 4,35+ 0,06 8,23 0,09
UFA (MUFA+PUFA) 5,92 + 0,07 9,70 £ 0,04
SFA 0,67 £0,08 0,87 £0,06
PUFA/SFA 6,49 £ 0,12 9,46 + 0,15

TB - trop borovnice; TM - trop maline; MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA - polinezasi¢ene
masne kiseline; UFA - nezasi¢ene masne Kiseline (ukupne); SFA - zasi¢ene masne kiseline

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina * standardna devijacija

Poznato je, naime da masne kiseline poput linolne i a-linolenske uticu na porast
nivoa HDL-holesterola u krvi (Kesavulu i sar., 2002), pa su mnoge studije koncipirane
upravo u pravcu funkcionalnog obogacivanja prehrambenih proizvoda ovim
jedinjenjima (Gambus i sar., 2009; Gouveia i sar., 2008). Visok udeo ukupnih nezasi¢enih

masnih kiselina (UFA) u osuSenom i samlevenom tropu maline (91,8% u ukupnim
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mastima) u saglasnosti je sa rezultatima publikovanim u radu Parry i saradnika (2005),
koji su, ispitujuci sastav ulja iz semena maline, ustanovili da ¢ak 98% ovog ulja Cine
nezasi¢ene masne kiseline. Najzastupljenija masna kiselina u sastavu ovog ulja bila je
linolna sa 53,0 + 1,90%, Sto je takode u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u okviru
ove teze, gde je ovaj udeo iznosio 51,1 + 6,91%. [zuzetnost sastava masnih kiselina ovog
funkcionalnog sastojka ogleda se i u odnosu PUFA/SFA koji je daleko iznad
preporucenog odnosa (minimum 0,4), koji je u okviru preporuka o ,balansiranoj ishrani”
definisala Svetska zdravstvena organizacija (WHO/FAO) (HMSO, 1994; Wood i sar.,
2008).

U sastavu masnih kiselina osuSenog i samlevenog tropa borovnice u najveem
procentu zastupljene su linolna, a-linolenska i oleinska kiselina, sa udelima u ukupnim
mastima od 36,6%, 28,8% i 23,5%, respektivno. Rezultati studije u kojoj je ispitano ulje
iz semena borovnice (Parry i sar., 2005) ukazuju na slican profil i sadrzaj masnih
kiselina, sa udelima linolne, a-linolenske i oleinske kiseline od 43,5%, 25,1% i 22,9%,
respektivno.

Sagledavajué¢i potencijal primene osuSenih i samlevenih tropova kao izvora
esencijalnih masnih Kkiselina moZze se zakljuciti da, iako u sastavu masnih kiselina oba
tropa dominiraju linolna i a-linolenska kiselina koje pripadaju ovoj grupi, malina ima
veci potencijal kao funkcionalni sastojak prehrambenih proizvoda, s obzirom na znatno
veci udeo masti u tropu, kao i veéi sadrzaj ovih masnih kiselina.

U mineralnom sastavu oba funkcionalna sastojka dominiraju makroelementi K i Mg,
a najveca razlika javlja se u sadrZaju Ca, koga u osuSenom i samlevenom tropu borovnice
ima oko 5,5 puta viSe (Tabela 8). Distribucija minerala u razli¢itim delovima ploda
bobicastog voca analizirana je od strane Possner i Kliewera (1985) na primeru crnog
grozda i utvrdeno je da se Ca u najvecoj koncentraciji nalazi u pokoZici. Cedenjem soka
borovnice, trop koji zaostaje kao sporedni proizvod sastoji se u najveem procentu
upravo od pokozice, a njegovim suSenjem postize se viSestruko koncentrisanje
kalcijuma. Time se mogu objasniti znacajne razlike u sadrZaju ovog makroelementa u
dva ispitivana funkcionalna sastojka, iako je, prema literaturnim podacima, sadrzaj

kalcijuma u polaznim vo¢nim vrstama veoma sli¢an (Nile i Park, 2014).
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Tabela 8. Mineralni sastav osuSenog i samlevenog tropa borovnice i maline

Sadrzaj minerala (mg/kg)

Na K Ca Mg Fe Zn
B 145,54 4060,25 2170,08 1214,06 50,20 20,62
(2,31) (9,00) (19,71) (32,62) (0,71) (0,82)
™ 151,02 5193,18 395,43 1133,07 46,11 30,31
(12,50) (20,92) (7,91) (67,01) (1,81) (0,78)

TB - trop borovnice; TM - trop maline

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

4.2. FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE OSUSENOG I SAMLEVENOG
TROPA BOROVNICE I MALINE

Polaze¢i od cinjenice da od fitohemikalija bobicastog vo¢a najznacajnije mesto
zauzimaju polifenolna jedinjenja i uzimaju¢i u obzir podatke koji ukazuju na izuzetan
antioksidativni potencijal tropa borovnice (Khanal i sar., 2009) i maline (Bobinaité i sar.,
2013; Cetojevié-Simin isar., 2015; Tumbas Saponjac i sar., 2014), ove dve vrste tropa su,
nakon susenja i mlevenja, ispitane sa aspekta sastava i sadrzaja polifenolnih jedinjenja, a

odredena je i njihova antiradikalska aktivnost na DPPH'.

4.2.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREPIVANJE SADRZAJA ANTOCIJANA, UKUPNIH
RASTVORLJIVIH POLIFENOLA I FLAVONOIDA

Rezultati odredivanja sadrzaja antocijana (ukupnih i monomernih), ukupnih
rastvorljivih polifenola i flavonoida u osuSenom i samlevenom tropu borovnice i maline
prikazani su na slici 16. Po svim navedenim parametrima, trop borovnice pokazao je
ve(i antioksidativni potencijal. SadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola (TPC) bio je oko
3 puta vedi, sadrzaj ukupnih flavonoida (TFC) oko 1,7 puta veci, dok je najveca razlika
utvrdena u pogledu sadrzaja ukupnih antocijana, koji su u tropu borovnice bili prisutni u

oko 4,5 puta vecoj koli¢ini u odnosu na trop maline.
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Slika 16. Rezultati spektrofotometrijskih odredivanja sadrzaja polifenolnih jedinjenja
(mg/100 g s.m.) u osuSenom i samlevenom tropu borovnice (TB) i maline (TM)

TFC - sadrzaj ukupnih flavonoida; TACY - sadrzaj ukupnih antocijana; ACY - sadrzaj monomernih

antocijana; TPC - sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola

U osuSenom i samlevenom tropu borovnice od ukupnih rastvorljivih polifenola
flavonoidi su Cinili 79,9%, a ukupni antocijani 43,2%. Imajuci u vidu da polifenolni profil
borovnice veoma zavisi od klimatskoh i drugih uslova, rezultati dobijeni u okviru ove
teze uporedeni su sa rezultatima ispitivanja sprovedenim na osuSenom plodu borovnice,
sakupljene takode na teritoriji Republike Srbije. U polifenolnom profilu suvih ekstrakata
ispitanih od strane Tumbas (2010) ustanovljeno je da antocijani ¢ine 28,7% ukupnih
rastvorljivih polifenola osuSenog ploda, dok je udeo flavonoida bio pribliZzan vrednosti
dobijenoj u okviru ove teze i iznosio je 82,2%. Veci udeo antocijana u ukupnim
polifenolima u osuSenom i samlevenom tropu u poredenju sa osuSenim polodom
borovnice, moZe se objasniti Cinjenicom da je u postupku cedenja soka, iz ploda
odstranjen najveci deo mezokarpa, te da trop u najvecem udelu sadrzi pokoZicu u kojoj
se nalazi viSe od 80% antocijana iz ploda (Lee i Wrolstad, 2004). U studiji Aaby i
saradnika (2013), sprovedenoj na sporednim proizvodima dobijenim iz industrije soka,
u tropu borovnice utvrdeno je da 31,7% ukupnih polifenolnih jedinjenja Cine
monomerni antocijani, Sto je vrednost veoma bliska vrednosti dobijenoj u okviru ove
teze (34,2%). Ipak, apsolutne vrednosti TPC i ACY nije bilo moguce uporediti, s obzirom
da su u gorenavedenoj studiji rezultati izraZeni na masu sveZeg tropa i da ne postoji
podatak o sadrzaju vlage.

U ukupnim rastvorljivim polifenolima osuSenog i samlevenog tropa maline u

najvecem udelu (53,6%) zastupljeni su flavonoidi, a slican rezultat dobijen je u radu
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Cetojevié-Simin i saradnika (2015), gde je ustanovljeno da u ekstraktima tropa maline
sorte vilamet flavonoidi ¢ine 50,3% ukupnih polifenolnih jedinjenja. Udeo antocijana u
ukupnim rastvorljivim polifenolima iznosio je 19,7%, Sto je znatno veca vrednost u
poredenju sa rezultatom gorenavedene studije. lako se radilo o istoj sorti maline, razlicit
udeo antocijana verovatno je posledica klimatskih i drugih uslova tokom uzgoja maline,
s obzirom da su ispitujuci veci broj sorti, Mazur i saradnici (2014) utvrdili znacajne
medusezonske varijacije u sadrZaju antocijana istih sorti.

Imajuéi u vidu trend proizvodnje funkcionalnih sastojaka dobijenih iz sporednih
proizvoda prerade voca, antioksidativni potencijal osuSenog i samlevenog tropa
borovnice i maline uporeden je sa slicnim funkcionalnim sastojcima dobijenim iz drugih
vocénih vrsta. U radu Garcia i saradnika (2009) ispitan je polifenilni profil tropa jabuke
razlic¢itih sorti, a vrednosti TPC iznosile su do 1500 mg GAE/100 g s.m. Ispitujudi tropove
razlicitih sorti grozda, nastale u postupku proizvodnje vina, Deng i saradnici (2011) su
ustanovili visok antiokisdativni potencijal ovih sporednih proizvoda (vrednosti TPC od
2140 do 2670 mg GAE/100 g s.m.). U gorenavedenim studijama kao jedan od
potencijalnih pravaca primene, navodi se iskoriS¢enje ovih sporednih proizvoda u
razliitim formulacijama prehrambenih proizvoda. Vrednost TPC u osuSenom i
samlevenom tropu borovnice iznosila je 3828,12 + 416,07 mg GAE/100 g s.m., pa se,
imaju¢i u vidu ovako visok sadrzaj polifenolnih jedinjenja, moZe ocekivati da bi se
dodatkom ovog tropa u prehrambene proizvode, postiglo znacajno unapredenje
funkcionalnosti proizvoda sa aspekta antioksidativnog potencijala. Trop maline, iako
ima niZi sadrzaj TPC u poredenju sa tropom borovnice, takode predstavlja znacajan
izvor polifenolnih jedinjenja. Dodatna vrednost ovih funkcionalnih sastojaka ogleda se u
Cinjenici da je sadrzaj prehrambenih vlakana u njima veéi od 50% (na s.m.), pa se mogu
ocekivati pozitivni zdravstveni efekti svojstveni za tzv. antioxidant dietary fiber (ADF).
Pretpostavlja se, naime da polifenolna jedinjenja vezana za polisaharidne strukture
vlakana zajedno sa njima, u neizmenjenom obliku, dospevaju do kolona, gde pod
dejstvom bakterijske mikroflore dolazi do fermentacije vlakana i oslobadenja jedinjenja
sa antioksidativnim delovanjem (Quirds-Sauceda i sar., 2014). Ovakav mehanizam
delovanja ADF potvrden je u epidemioloSkim studijama, koje ukazuju na postojanje
znacajne veze izmedu povecanog unosa ADF i smanjenja rizika od nastanka kancera

debelog creva (Quirds-Sauceda i sar., 2014; Tang i sar., 2011).
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4.2.2. LC-MS/MS ANALIZA SADRZAJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA

Imaju¢i u vidu veliku raznovrsnost polifenolnih jedinjenja i ¢injenicu da njihova
aktivnost in vivo zavisi od hemijske strukture, u analizi antioksidativnog potencijala
nekog biljnog materijala sa ciljem utvrdivanja potencijalnih zdravstvenih efekata, sve
veCu primenu imaju hromatografske metode, kojima se utvrduje sastav pojedinacnih
polifenolnih jedinjenja. Poznato je, takode, da spektrofotometrijske metode pokazuju
nejednaku selektivnost prema jedinjenjima iz klase polifenola, Sto dodatno potvrduje
znacaj detaljne analize ovih jedinjenja u cilju utvrdivanja antioksidativnog potencijala
nekog biljnog materijala.

Kvantitativnom LC-MS/MS analizom sastava polifenolnih jedinjenja u osuSenom i
samlevenom tropu borovnice utvrdeno je prisustvo 10 jedinjenja u koncentracijama

iznad granice kvantifikacije metode (Tabela 9, Slika 17).

Tabela 9. Rezultati kvantitativnog sastava polifenolnih jedinjenja u osuSenom i

samlevenom tropu borovnice

Pik Jedinjenje (n:]iln) (fl(;;i%l:)t;a:i;:)
1 hinska kiselina 0,59 2136,91 + 108,61
2 galna kiselina 0,70 27,93 +1,69
3 protokatehinska kiselina 0,91 17,50 + 1,23
4 hlorogenska kiselina 0,94 61,12 £ 4,32
5 kafena kiselina 1,31 3,40+ 0,31
6 p-kumarinska kiselina 1,85 4,70+ 0,48
7 hiperozid 2,33 32,12+ 2,22
8 kvercitrin 2,95 9,53 +0,98
9 kvercetin 3,90 57,40 £ 2,01
10 izoramnetin 5,02 18,31 + 1,08

1" - hinska (C6-C1) kiselina, jedinjenje odredeno u okviru metode Orci¢ i saradnika (2014), koje ne sadrzi

fenolno jezgro i ne pripada klasi polifenola

Hinska kiselina se svrstava u grupu organskih kiselina, a u plodu borovnice prisutna
je u znacajnoj koli¢ini 16 - 24 g/100 g (Kalt i sar., 1996). Cinjenica da je koncentracija
ove kiseline u osuSenom i samlevenom tropu manja, ukazuje na znacajnu distribuciju

ovog jedinjenja u sok. Od polifenola odredenih ovom metodom, najveci procenat
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(50,6%) ¢cinili su flavonoli i flavonol-glikozidi (hiperozid, kvercitrin, kvercetin i
izoramnetin), a najzastupljenija jedinjenja iz ove klase bili su kvercetin i hiperozid, ¢iji je
sadrzaj iznosio 57,40 * 2,01 i 32,12 = 2,22 mg/100 g s.m., respektivno. Udeo derivata
hidroksicimetne kiseline u ukupnim fenolnim jedinjenjima odredenim ovom metodom
iznosio je 29,9%, a hlorogenska kiselina prisutna u koli¢ini od 61,12 * 4,32 mg/100 g
s.m. bila je najdominantnije jedinjenje iz ove klase. Od derivata hidroksicimetne kiseline

detektovane su galna i protokatehinska kiselina.
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Slika 17. Ekstrahovani MRM hromatogrami polifenolnih jedinjenja tropa borovnice

Pregledom dostupne literature koja se odnosi na sadrZaj fenolnih kiselina i
flavonoida Sumske borovnice, utvrdeno je da jedan deo studija oznacava derivate
hidrokiscimetne kiseline kao glavna polifenolna jedinjenja, sa udelom i do 64%
(Hakkinen i sar., 1999, Lee i Wrolstad, 2004). Sa druge strane, ispitujuci svezu, odnosno
susenu $umsku borovnicu, Maitti-Riihinen i saradnici (2004) i Tumbas Saponjac i
saradnici (2015), utvrdili su ve¢i udeo flavonola (oko 63%) u odnosu na fenolne kiseline.

Rezultati dobijeni u okviru ove teze ukazuju da su u ispitivanom tropu borovnice
flavonoli i flavonol-glikozidi zastupljeni u ve¢em procentu u odnosu na fenolne kiseline,
iako je, posmatraju¢i udeo pojedinacnih jedinjenja, hlorogenska Kkiselina
najdominantnije jedinjenje sa 26,3%. U mnogim in vivo studijama utvrdeno je
antihiperlipidemicno delovanje hlorogenske kiseline (Karthikesan i sar., 2010; Ong i sar.,
2013), a ovo jedinjenje se, u brojnim studijama sprovedenim na pacovima, dovodi u vezu
sa smanjenjem gojaznosti i poboljSanjem lipidnog statusa (Cho i sar., 2010; de Sotillo i
sar., 2002). Po udelu u ukupnim ispitivanim polifenolinim jedinjenjima, izdvaja se i
kvercetin (24,8%), Cije je citotoksi¢no dejstvo na Celije karcinoma creva, kao i njegova

sposobnost da indukuje apoptozu i inhibira rast leukemicnih ¢elija dokazano u studiji
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Agulloi saradnika (1994). Na osnovu gorenavedenih podataka, moZe se zakljuciti da u
tropu borovnice analiziranom u ovoj tezi postoji obilje bioloski aktivnih jedinjenja, koja
samostalno ili u sinergizmu mogu pozitivno uticati na zdravlje ljudi, pa se ovako dobijen
sastojak namenjen primeni u prehrambenoj industriji moZe okarakterisati kao
visokovredan funkcionalni sastojak.

Kvantitativnom LC-MS/MS analizom sadrzaja polifenolnih jedinjenja u tropu maline
utvrdeno je prisustvo 15 jedinjenja u koncentracijama iznad granice kvantifikacije
primenjene metode, a najdominantnije jedinjenje bio je epikatehin sa sadrZajem 31,39 *
1,89 mg/100 g s.m. (Tabela 10, Slika 18).

Tabela 10. Rezultati kvantitativnog sastava polifenolnih jedinjenja u osuSenom i

samlevenom tropu maline

Pk Jedinjenje (min)  neenradia
1" hinska kiselina 0,67 19,25+ 1,13
2 galna kiselina 0,75 0,11 +0,03
3 katehin 0,9 1,25+0,89
4 protokatehinska kiselina 0,97 0,45 + 0,05
5 hlorogenska kiselina 1 0,07+000
6 epikatehin 1,19 31,39+1,89
7 p-OH-benzoeva kiselina 1,32 1,23 + 0,05
8 kafena kiselina 1,39 0,37+ 001
9 p-kumarinska kiselina 1,96 0,45 +0,02
10 sinapinska kiselina 2,16 0,17 £ 0,00
11 ferulna kiselina 2,19 0,42 +0,01
12 hiperozid 2,44 0,58 +0,03
13 izokvercetin (kvercetin-3-0-glukozid) 2,51 0,72+ 0,04
14 kvercitrin 3,02 0,84 +£ 0,07
15 kvercetin 4,01 0,79+003

1" - hinska (C6-C1) kiselina, jedinjenje odredeno u okviru metode Or¢i¢ i saradnika (2014), koje ne sadrzi

fenolno jezgro i ne pripada klasi polifenola
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Slika 18. Ekstrahovani MRM hromatogrami polifenolnih jedinjenja tropa maline

Prema vecini literaturnih podataka, jedno od najznacajnijih jedinjenja iz Kklase
polifenola u plodu maline jeste elaginska kiselina. S obzirom da primenjena metoda nije
obuhvatala elaginsku kiselinu, kvantifikacija ovog jedinjenja nije izvrSena. Ipak, na DAD
hromatogramu (Prilog 4) je na osnovu izgleda spektra identifikovan pik koji pripada
ovom jedinjenju (tr = 2,64 min). Generalno, kvantifikacija svih polifenolnih jedinjenja u
nekom biljnom materijalu gotovo da nije moguca, pogotovu ako se radi o sirovinama
poput bobiCastog voca, sa izuzetno visokim sadrZajem raznorodnih polifenolnih
jedinjenja. Tako se vecina studija bavi kvantifikacijom pojedine grupe ili ¢ak podgrupe
polifenolnih jedinjenja, a neka od njih ¢ak nije moguce u potpunosti pouzdano

kvantifikovati, s obzirom na nedostupnost standarda.
4.2.3. ANTIRADIKALSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA NA DPPH’

Stabilan DPPH" cesto se koristi kao supstrat u model sistemima za procenu
antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata, a nivo dekoloracije rastvora DPPH" ukazuje
na antiradikalski potencijal prisutnih polifenolnih jedinjenja (Liu i sar. 2004). Manje
vrednosti ICso ukazuju na bolju antiradikalsku aktivnost ekstrakta na DPPH".

Niska ICso vrednost (0,68 + 0,06 mg/ml), veoma slicna ICso vrednosti referentne
supstance BHT-a (0,50 * 0,01 mg/ml), svedoci o visokom antioksidativnom potencijalu
sastojka dobijenog iz tropa borovnice. ICso vrednost ekstrakta tropa maline iznosila je
0,98 * 0,01 mg/ml, Sto ukazuje na slabiju antiradikalsku aktivnost ovog tropa prema

DPPH’, u poredenju sa tropom borovnice.
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4.3. EKSTRAKCIJA POLIFENOLNIH JEDINJENJA OSUSENOG 1
SAMLEVENOG TROPA BOROVNICE RASTVARACIMA POD POVISENIM
PRITISKOM

S obzirom na znacajno veci antioksidativni potencijal u odnosu na trop maline,
osuSen i samleven trop borovnice odabran je za ispitivanje mogucnosti proizvodnje
ekstrakata bogatih polifenolnim jedinjenjima, koji bi potencijalno mogli naci primenu u
prehrambenoj i/ili farmaceurskoj industriji. Imaju¢i u vidu prednosti ekstrakcije
rastvaraima pod poviSenim pritiskom (ASE) u odnosu na klasi¢nu c¢vrsto-te¢nu
ekstrakciju, i veliki potencijal primene ove tehnike u industrijskim uslovima, izvedena je
uporedna analiza antioksidativnog potencijala ekstrakata dobijenih od iste koli¢ine
polaznog materijala primenom ASE uz koriS¢enje vode kao ekstragensa (postupak
opisan u poglavlju 3.3.2.6.) i ekstrakata dobijenih postupkom c¢vrsto-tecne ekstrakcije
primenom 80% metanola kao ekstragensa (poglavlje 3.3.2.5.) uz modifikaciju zapremine
ekstragensa na 22ml.

U ispitivanim ekstraktima odredena je antiradikalska aktivnost na DPPH" primenom
spektrofotometrijske metode opisane u poglavlju 3.3.2.7. i ESR spektralna analiza uticaja
ekstrakata na stvaranje i transformaciju hidroksil i superoksid anjon radikala (poglavlja
3.3.2.8. 1 3.3.2.9.). Na osnovu ICsp vrednosti datih u tabeli 11, evidentno je da su oba
ekstrakta pokazala vecu aktivnost prema svim ispitivanim radikalima u poredenju sa

sinteti¢kim antioksidantom BHA.

Tabela 11. Antiradikalska aktivnost ekstrakata tropa borovnice

IC50 (mg/ml)
DPPH’ *OH 0z
TB1 0,22 +0,01 0,01 0,00 1,59+ 0,13
TB:> 0,40 + 0,12 0,10 £ 0,01 1,74 + 0,05
BHA 0,65 + 0,04 1,51+ 0,06 2,68+0,13

TB; - ekstrakt dobijen konvencionalnim postupkom ekstrakcije; TB — ekstrakt dobijen primenom
ASE postupka ekstrakcije
Manju ICso vrednost, odnosno vecu antiradikalsku aktivnost pokazao je ekstrakt TB1
dobijen postupkom klasi¢ne ekstrakcije ¢vrsto-tecno (Slika 19), Sto je u saglasnosti sa
studijama u kojima je sprovedena komparativna analiza ova dva nacina ekstrakcije na

drugim biljnim sirovinama.
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Slika 19. Antiradikalska aktivnost ekstrakata TB1 i TB2 tropa borovnice na

superoksid anjon (a) i hidroksil radikal (b) u definisanom koncentracionom opsegu

Ispitujuci ekstrakciju antocijana i flavan-3-ola iz sporednih proizvoda prerade
grozda, Monrad i saradnici (2014) su utvrdili da se primenom vode kao ekstragensa, pod
uslovima poviSenog pritiska i temperature, postigla za oko 60% slabija ekstrakcija
monomernih antocijana iz polaznog materijala u poredenju sa konvencionalnim
postupkom ekstrakcije. Ipak, autori navode moguénost primene ovih vodenih ekstrakata
u svojstvu aditiva za prehrambenu industriju. Garcia-Marino i saradnici (2006), poredeci
metanolne ekstrakte sporednih proizvoda vinske industrije sa vodenim ekstraktima
dobijenim primenom ASE tehnike, utvrdili su slicnu efikasnost ekstrakcije kada su u
pitanju proantocijanidini i znacajno bolju ekstrakciju nekih fenolnih kiselina poput galne
primenom ASE tehnike. Za postizanje vece efiksanosti ekstrakcije polifenolnih jedinjenja
rastvara¢ima pod poviSenim pritiskom, za svaki ispitivani biljni materijal bilo bi
neophodno sprovesti optimizaciju parametara, za Sta se u najveCem broju studija

primenjuje postupak odzivne povrsSine.
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Rezultati dobijeni u okviru ovog rada ukazuju na znacajan antioksidativni potencijal
vodenog ekstrakta dobijenog iz tropa borovnice (ve¢i u odnosu na BHA) i predstavljaju
polaznu osnovu za dalja ispitivanja sa ciljem utvrdivanja optimalnih uslova ASE.
Proizvodnja ovih ekstrakata u industrijskim uslovima, koja bi obezbedila znacajno
smanjenje koli¢ine sporednih proizvoda i dobijanje proizvoda sa potencijalom primene
u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, moguca je, uz prethodnu maksimizaciju
prinosa i antioksidativnog potencijala kroz postupak optimizacije. Ekstrakcija vodom
pod poviSenim pritiskom, kao ekoloSki podoban, green postupak ekstrakcije, osim
prednosti u pogledu bezbednosti po zdravlje ljudi, predstavlja i tehniku, koja potpunom

automatizacijom procesa, omogucava i znatno manji utroSak vremena i resursa.

4.4. ODABIR OPTIMALNIH USLOVA PECENJA BEZGLUTENSKOG
KEKSA SA DODATKOM TROPA

Sa tehnoloSkog aspekta, formulacija novog proizvoda predstavlja veoma zahtevan
proces koji podrazumeva optimizaciju same recepture i tehnoloskih parametara
proizvodnje. Odsustvo glutena, kao glavne strukturne komponente, dodatno otezava
postizanje odgovaraju¢ih kvalitetnih karakteristika bezglutenskih proizvoda, pa je
optimizacija svakog koraka i svih parametara procesa proizvodnje od izuzetne vaznosti.

Odabir uslova pecenja jedan je od vaZnih aspekata proizvodnje bezglutenskog keksa,
imaju¢i u vidu sloZenost fizicko-hemijskih i koloidnih promena koje se, tokom ovog
procesa, deSavaju na testu. Fenomeni prenosa mase i toplote zavise pre svega od
temperature i vremena pecenja (Sablani i sar., 1998), a variranjem ovih parametara
procesa, znacajno se menjaju tekstura i boja finalnog proizvoda, a samim tim i njegov
kvalitet.

Na osnovu eksperimenata sprovedenih na kontrolnoj formulaciji (K) u okviru kojih
je utvrdeno da za ovu vrstu keksa pecenje treba sprovesti u opsegu temperature od 160-
170 °C (Sari¢ i sar., 2014b), i imajué¢i u vidu moguée promene u ovom tehnolo$kom
postupku uslovljene dodatkom tropa, za optimizaciju uslova peenja bezglutenskog
keksa sa dodatim tropom, odabrane su dve temperature u okviru kojih je varirana
duZina trajanja procesa pecenja. Eksperiment je sproveden na formulaciji keksa u kojoj
je 30% bezglutenske smeSe zamenjeno tropom borovnice, a odabir optimalnih uslova
pecenja izvrSen je na osnovu fizickih karakteristika (boje i senzorske ocene), parametara

tehnoloskog kvaliteta, vlage i aw vrednosti proizvoda (Tabela 12).
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Tabela 12. Uticaj temperature i vremena pecenja na parametre tehnoloskog kvaliteta,

boju, vlagu i aw vrednost keksa sa dodatim tropom

Oznaka Temperatura Vreme W BWL

keksa (°C) (min) /T W/L (%) aw M (%) AE

6,382 1,02 10,324 0,61e  10,01e 5,57b

! 0 10 003 (000) (036) (0,00 (0,04 (0,03)
2 170 13 638 104 1441c 0432 668 641
(0,03) (0,01) (0,22) (0,00) (0,01) (0,01)

3 170 15 6412 104> 1543 0432 6,642 6,49
(0,03) (0,00) (0,20) (0,00) (0,04) (0,04)

4 170 16 639 105 1590c  036c 576 6,67
(0,02) (0,01) (0,03) (0,00) (0,02) (0,05)
5 160 16 671 106 15610 041 6154 649
(0,04) (0,01) (0,31) (0,00) (0,02) (0,01)
C C c b b d

6 160 17 6,84c  1,07¢  16,21c 032> 512> 6,88

(0,07) (0,01) (0,10) (0,00) (0,01) (0,06)

W/T - Sirenje; W/L - ekscentri¢nost; BWL - gubitak mase tokom pecenja; aw - aktivnost vode; M - sadrzaj
vlage; AE - razlika u boji gornje i donje povrsine keksa

Vrednosti u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

Tokom procesa pecenja oblikovano testo menja svoj spoljasnji izgled i dimenzije.
Visina testa (T) se povecava u odnosu na visinu pre pecenja, a od dimenzija finalnog
proizvoda, kao najvazniji parametri za procenu adekvatnosti uslova pecenja, izdvojeni
su Sirenje (W/T) i ekscentri¢nost (W/L). PeCenjem na temperaturi od 170 °C, bez obzira
na trajanje ovog procesa, nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima W/T,
dok je sniZenje temperature pecenja na 160 °C uticalo na znacajno vece Sirenje testa.
Vecte vrednosti ovog parametra pri nizim temperaturama pecenja, dobijene su i u
drugim studijama (Suas, 2008). U cilju odredivanja tehnoloskih parametara kvaliteta
sprovedena su merenja na keksovima okruglog oblika, a ekscentri¢nost (W/L), koja
predstavlja odstupanje oblika finalnog proizvoda od idealnog kruznog, odabrana je kao
vazan Kriterijum u proceni adekvatnosti uslova pecenja. Analizom dobijenih rezultata
moZe se zakljuciti da temperatura pecenja od 160 °C doprinosi dobijanju keksa vece
ekscentricnosti.

Osim dimenzija i oblika keksa, pri analizi tehnoloskih karakteristika, znacajan

parametar je i gubitak mase tokom pecCenja (BWL). lako znaCajan sa aspekta prinosa
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proizvoda (manja vrednost ovog parametra ukazuje na ve¢u masu dobijenog proizvoda),
ovaj parametar ne moZe biti uzet kao jedini kriterijum u odabiru uslova pecenja, ve¢ se
ekonomski aspekt proizvodnje mora uskladiti sa parametrima kvaliteta i bezbednosti
proizvoda. U tom smislu, u uzorcima keksa dobijenim pecenjem pri razli¢itim uslovima
(Tabela 12) odredene su vlaga (M) i aktivnost vode (aw). Od ispitivanih uzoraka, svi osim
uzorka broj 1, imali su prihvatljive vrednosti vlage (<7%) i aw (<0,60).

Parametri boje keksa (L* a*i b*) odredeni su instrumentalno, primenom postupka
opisanog u poglavlju 3.3.6.3. Kako bi se odredila uniformnost boje keksa pri razli¢itim
uslovima pecenja, izmerene su vrednosti navedenih parametra gornje i donje povrsSine, a
vrednost AE odredena je prema formuli 9. Vece vrednosti AE ukazuju na vece razlike u
boji, a dobijeni rezultati pokazuju da se kra¢im pecCenjem, na obe radne temperature,
postiZe veca uniformnost boje keksa.

Ipak, kao glavni parametar u odabiru uslova pecenja uzet je senzorski kvalitet keksa,
¢ija je ocena sprovedena prema proceduri opisanoj u poglavlju 3.3.6. i ¢iji su rezultati
prikazani graficki (Slika 20). Kako izmedu najbolje ocenjenih uzoraka (3 i 4) nije
utvrdena statisticki znacajna razlika u senzorskom kvalitetu i kvalitet keksa je generalno
ocenjen kao vrlo dobar (KB od 3,5 do 4,5), znacajno vec¢a ujednacenost boje gornje i
donje povrSine, kao i znacajno veca ujednacenost oblika keksa sa oznakom 3, uzeti su
kao kriterijumi za odabir optimalnih uslova pecenja. Temperatura od 170 °C i vreme

pecenja od 15 minuta odabrani kao najbolji za dalja ispitivanja.

> b c b
IC b
4 - a,b
a
3 -
2
X 9
1 -
0 -
1 2 3 4 5 6
Oznaka keksa

Slika 20. Graficki prikaz rezultata senzorske ocene bezglutenskog keksa sa dodatim

tropom dobijenog pecenjem pri razli¢itim uslovima

*Razlicita slova na grafikonu oznacavaju vrednosti koje se ststisticki znacajno razlikuju (p < 0,05)
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4.5. REOLOSKE OSOBINE TESTA ZA KEKS

[spitivanje reoloSkih parametara joS jedan je od vaznih aspekata u kreiranju novog
proizvoda, s obzirom da oni predstavljaju pokazatelj obradivosti i ponasanja testa tokom
procesa proizvodnje. Brojna istrazivanja ukazuju da dodatak prehrambenih vlakana u
pekarske proizvode negativno uti¢e na obradivost testa i kvalitet krajnjeg proizvoda
(Gémez i sar., 2003; Sudha i sar., 2007). Imajuéi u vidu da je sadrzaj vlakana u tropu
borovnice i maline veoma visok, bilo je znacajno ispitati uticaj dodatka razlicitih udela
ovih dveju vrsta tropa na reoloske osobine testa za keks.

U postupku optimizacije formulacije, koji ¢e biti prikazan u slede¢em poglavlju,
koriS¢en je odgovaraju¢i eksperimentalni plan, iz koga su, za potrebe reoloskih
ispitivanja izuzeti svi replikati, tako da su ispitane formulacije sa oznakama 1, 2, 3,41 8
(Tabela 4). Uticaj dodatka tropa borovnice i maline na reoloSko ponasSanje testa prikazan

je naslici 21.
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Slika 21. Reoloske osobine testa za bezglutenski keks sa dodatkom razlic¢itih udela tropa

borovnice (TB) i maline (TM) u poredenju sa kontrolnim

Veca vrednost elasticnog (G') u odnosu na viskozni (G”) moduo u definisanom
rasponu frekvencija ukazala je na dominantnost elasti¢nih u odnosu na viskozne osobine
testa, Sto je karakteristika viskoelasti¢nih sistema. Vrednosti parametra tan 6 (G”/G)
koje su bile izmedu 0,1 i 1 i slaba zavisnost oba modula od primenjenih vrednosti
frekvencija ukazivale su da su sva ispitivana testa za keks ispoljavala ponasanje koje
odgovara slabom gelu. U opsegu frekvencija od 0,1 do 10 Hz, vrednosti parametra G’
mogle su sa zadovoljavaju¢om vrednos$¢u koeficijenta determinacije (r? = 0,994) biti

modelovane jednaCinom stepenog zakona, dok je modelovanje vrednosti parametra G”
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bilo nesto slabijeg kvaliteta (r2 = 0,789 - 0,977). Vrednosti koeficijenata stepenog zakona
(K, K”, n’1n”) prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13. ReoloSke osobine testa za bezglutenski keks sa dodatkom razlicitih udela
tropa borovnice (TB) i maline (TM) izraZene vrednostima koeficijenata jednacine

stepenog zakona

|l L]
Gn’ = H-J)c‘n Grl = Krlfn
Uzorak
K’ (kPa) n' K" (kPa) n"
Kontrolni 143,762 0,162 36,322 0,12ab
(4,69) (0,01) (0,40) (0,01)
409,55p 0,182 114,120 0,17b
4(0%TB
(0% TB) (22,52) (0,01) (1,26) (0,01)
533,60¢ 0,182 145,22¢ 0,15b
3(7,5%TB ’ ’ ’ ’
(7.5% TB) (21,13) (0,01) (0,91) (0,00)
717,044 0,182 195,174 0,12ab
1(15% TB ’ ’ ’ ’
(15%TB) (5,08) (0,00) (1,55) (0,02)
791,42¢ 0,182 212,484 0,082
8 (22,5% TB ’ ’ ’ ’
(22,5% TB) (25,51) (0,03) (14,82) (0,03)
1046,64f 0,172 243,54e 0,11ab
2 (30% TB) ’ ’ ’ ’
(1,24) (0,01) (6,74) (0,01)

Vrednosti u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

Razlicite formulacije testa za keks pokazivale su sli¢nu zavisnost oba modula (G’i G”)
od frekvencije oscilovanja, Sto je uticalo da razlike u vrednostima koeficijenata n’ i n” ne
budu statisticki znacajne (p > 0,05). Na osnovu vrednosti koeficijenata K’ i K” moZe se
zakljuciti da je zamena dela bezglutenske smeSe tropom borovnice i maline dovela do
jacanja strukture testa, Sto se ogledalo u porastu vrednosti koeficijenata K'i K” u testima
u koja su dodati tropovi u odnosu na kontrolni uzorak testa. Najvecu vrednost
parametara K’ i K” ispoljavalo je testo u formulaciji 2, u kojoj je 30% bezglutenske smeSe
zamenjeno tropom borovnice.

S obzirom da su voda i mast, kao komponente koje se smatraju najzasluZnijim za
obradivost testa, bile dodate u istoj koli¢ini u sve formulacije, razlike u reoloSkom
ponasanju testa za keks bile su posledica sastava i sadrZaja tropa borovnice ili maline u
zamesu. Oba tropa karakterisala je visoka vrednost ukupnih prehrambenih vlakana, sa

velikim udelom nerastvornih vlakana (Tabela 6).
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Vlakna iz tropa borovnice prisutna su u vecoj koli¢ini u poredenju sa tropom maline
i pokazala su znatno bolja hidrataciona svojstva - veci kapacitet zadrzavanja vode
(WHC) (Tabela 6). Razlike u vrednostima kapaciteta zadrZavanja vode mogu se objasniti
razlikama u hemijskom sastavu vlakana - njihovoj distribuciji, molekulskim masama,
stepenu razgranatosti i dr. Generalno, vece vrednosti WHC dovode se u vezu sa
prisustvom velikog broja hidroksilnih grupa koje mogu da formiraju vodoni¢ne veze sa
molekulima vode (Rosell i sar., 2001). Drugi mehanizam odgovoran za zadrZavanje vode
je migracija vode u kapilarnu strukturu vlakana usled postojanja povrSinskog napona
(Lopezisar., 1996).

Dodatak tropa borovnice na nivou supstitucije od 30% rezultovao je dobijanjem
reoloski najjaceg sistema, tj. testa koje je ispoljavalo najvecu tvrdo¢u i najmanju
obradivost - rastegljivost. Velika sposobnost zadrzavanja vode od strane tropa
borovnice dovela je do smanjenja koli¢ine slobodne vode u sistemu, odnosno smanjene
mobilnosti i dostupnosti vode za hidrataciju ostalih komponenata sistema (hidrokoloida,
skroba) i posledi¢no obrazovanja suvljeg, tvrdeg testa u odnosu na kontrolno testo i
testo sa tropom maline. Slicne fenomene vezane za promene u reoloSkom ponasanju
testa za keks obogacenog vlaknima ustanovili su i Laguna i saradnici (2011) ispitujuci
reoloSke osobine testa sa rezistentnim skrobom.

Uporedo sa ispitivanjem reoloSkih osobina testa, ispitani su i parametri tehnoloskog
kvaliteta keksa nakon pecenja, kako bi se sagledao uticaj dodatka funkcionalnih
sastojaka u razli¢itim udelima na parametre definisane u poglavlju 3.3.6.1.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 14 moZe se zakljuciti da bez obzira na udeo
tropa borovnice i maline u formulaciji, dobijeni proizvod ima vrednosti W/L bliske
vrednosti 1, Sto ukazuje da obogacivanje keksa ovim funkcionalnim sastojcima nije
doprinelo znacajnoj promeni oblika tokom pecenja. Ovaj podatak od izuzetnog je znacaja
imajuci u vidu da pravilan oblik keksa ima veliki uticaj na njegovu vizuelnu prihvatljivost

od strane potrosaca.
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Tabela 14. Parametri tehnoloSkog kvaliteta keksa obogacenog razli¢itim udelima tropa

borovnice (TB) i maline (TM)

Oznaka uzorka % W % L W/T W/L
0,672 1,59¢ 5,442 1,02a
4+ (0% TB) (0,13) (0,41) (0,05) (0,01)
1,67° 1,05b 5,75b 1,03ab
3 (7,5%TB) (0,13) (0,42) (0,07) (0,01)
1,620 0,94b 6,00¢ 1,03ab
1(15%TB) (0,14) (0,27) (0,05) (0,00)
1,44b 0,78ab 6,02¢c 1,02a
8(225%TB) (0,19) (0,13) (0,05) (0,00)
2,59¢ 0,402 6,344 1,03b
2 (30%TB) (0,27) (0,16) (0,09) (0,00)
] 3,17 1,06 571 1,04
Kontrolni (0,24) (0,49) (0,02) (0,01)

Vrednosti u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

Najmanju tendenciju za kontrakcijom u pravcu laminiranja (%L) ispoljavalo je testo
u formulaciji 2, Sto je u saglasnosti sa rezultatima reoloskih testova koji su ukazali na
postojanje najjace strukture testa (najmanja vrednost parametra tan §) kod ovog
sistema. Keks sa 30% tropa borovnice imao je i najve¢u vrednost Sirenja tokom pecenja
(W/T) usled velike tendencije ka Sirenju testa normalno na pravac leminiranja (%W),
Sto se odrazilo na dobijanje keksa najmanje visine. Ovi fenomeni mogu se objasniti
smanjenom mobilno$éu i distribucijom slobodne vode medu komponentama, usled
velikog kapaciteta zadrzavanja vode tropa borovnice, $to je dovelo do slabe vertikalne
ekspanzije testa tokom pecenja i posledicno gustog pakovanja strukture Kkrajnjeg
proizvoda (Slika 22).

a) S 1) gfes

-.,e) . S

Slika 22. Izgled poprec¢nog preseka keksa: a) kontrolni uzorak, b) 0% TB, c) 7,5%
TB, d) 15% TB, e) 22,5% TBif) 30% TB
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Nasuprot tome, uzorak 4 (30% tropa maline) ispoljio je najveéu vrednost
kontrakcije u pravcu laminiranja (%L). Manji kapacitet zadrZavanja vode tropa maline u
poredenju sa tropom borovnice, doprineo je da u formulaciji 4 vec¢a koli¢ina raspoloZive
vode bude dostupna za hidrataciju ostalih komponenta, Sto je rezultovalo mekSim
testom u odnosu na testo sa tropom borovnice (niZe vrednosti koeficijenata K’ i K” u
tabeli 13). Prema istrazivanjima Laguna i saradnika (2011) veca koli¢ina slobodne vode
u sistemu utiCe na bolju rastvorljivost SeCera, kao jedne od najzastupljenijih
komponenata sistema i posledicno do vece ekspanzije zapremine sistema tokom
pecenja. Takode, prisustvo vece kolic¢ine slobodne vode u testu sa 30% tropa maline u
odnosu na ostale sisteme, omogucilo je penetraciju vode i bubrenje amorfnih regiona
skrobnih granula. Kao rezultat toga doSlo je do intenziviranja raskidanja
intramolekulskih veza i mobilnosti molekula amiloze (Larrosa i sar., 2012), $to je dovelo
do obrazovanja rastresitije strukture sredine keksa (Slika 22b).

Zamena dela bezglutenske smeSe tropom borovnice i maline u preostalim
formulacijama (7,5, 15 i 22,5% TB) nije dovela do znacajnijih sinergistickih ili
antagonistickih interakcija medu komponentama sistema, pa su vrednosti tehnoloskih
parametara kvaliteta keksa bile izmedu vrednosti parametara koji su opisivali keksove
sa 30% cistog tropa (Tabela 14).
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4.6. OPTIMIZACIJA FORMULACIJE BEZGLUTENSKOG KEKSA

Izuzetan nutritivni i funkcionalni profil sastojaka dobijenih preradom industrijskog
tropa borovnice i maline i koncept revalorizacije ovih sporednih proizvoda, bili su osnov
ideje o obogacivanju keksa, kao najzastupljenije namirnice iz kategorije finih pekarskih
proizvoda u ishrani obolelih od celijakije. Primena postupka odzivne povrsine (RSM) u
dizajnu i formulaciji novog proizvoda, osim smanjenja utroska sirovina, omogucila je i
uvodenje kriterijuma po kojima je optimizacija sprovedena. Odabirom Simplex lattice
dizajna smeSe kao eksperimentalnog plana, udeli funkcionalnih sastojaka - tropa
borovnice (TB) i tropa maline (TM) varirani su na tri nivoa, sa dva ponavljanja u

centralnoj tacki, dajuci ukupno devet eksperimenata - formulacija (Tabela 4, Slika 23).

Control

Slika 23. Izgled razlicitih formulacija bezglutenskog keksa sa dodatim tropom borovnice

i maline (1-9) i kontrolnog keksa

Kao izlazne veli¢ine (odzivi) odabrani su parametri keksa koji ukazuju na:
» fiziCke osobine (senzorska svojstva, tekstura i boja),
» funkcionalna svojstva (sadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola, monomernih
antocijana i antiradikalska aktivnost na DPPH’),
» stabilnost sa aspekta mikrobioloskog kvara (aw vrednost).
Rezultati dobijeni primenom pomenutog eksperimentalnog plana dati su u tabeli 15,
koja osim rezultata za formulacije sa razli¢itim udelima tropova (oznake 1-9), sadrzi i

podatke za kontrolni keks (K).
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Tabela 15. Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa: vrednosti dobijenih odziva za

kontrolni (K) i razlic¢ite formulacije keksa sa dodatim tropom borovnice i maline (1-9)

Vrednosti dobijenih odziva

™ TB

%) (%) AE H KB TPC ACY ICso M aw

4,74>  1018,11c  4,31a 320,11 156,21¢  4,73bcd 6,70 0,48

L1 15 g03)  (1332) (001) (21,51) (1454) (021) (0,03) (0,00)
o o 3 163 1402020 433  48101s 26073 405 6472 047
004 (212) (000) (1202) (236) (0,08) (0,02) (0,00)

i gy5 g 6020 94001+ 415 215524 98314 4905 7,164 054
S 75 004)  (4671) (0,00) (448)  (593)  (014) (0,05) (0,00)

W 30 o 762  938Als 426+ 14551 43410 507 790 061
004 (1161) (001) (543)  (231)  (0,04) (0,02) (0,00)

c a9 o 769 94032 427 14053  4092> 508 792 062
(0,05) (1011) (001) (1091) (0,07)  (0,00) (0,09) (0,00)

¢ 15 g 468 102008 431+ 31101 15071  460% 6670 049
0,03) (925) (003) (1301) (1,54)  (0,04) (0,02) (0,00)

oo 3 159 141003 434 48771: 25002 397 648 048
002) (291) (001) (1852) (401) (0,01) (0,01) (0,00)

o gc gps 2990 1171130 449¢  40012¢ 21252 436 646 048
' ©001)  (561) (0,00) (1111)  (1,58)  (0,25) (0,01) (0,00)

o o 5o LSO 139901b 434  48911s 25722+ 3960 648 048
0,02) (1150) (001) (10,01) (L,44)  (0,03) (0,02) (0,00)

« o o 133 57621 385 020 W 15311 643 048
0,04) (3589) (0,03) (0,01) 0,64) (0,02) (0,00)

TM - trop maline; TB - trop borovnice; AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladiStenja; H (g) -
¢vrstoca keksa; KB - kvalitetni broj; TPC (mg/100 g s.m.) - sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY
(mg/100 g s.m.) - sadrzaj monomernih antocijana; ICso (mg/ml) - koncentraciju ekstrakta pri kojoj je
neutralisano 50% DPPH’; M (%) - vlaga keksa; aw - aktivnost vode

Vrednosti u istoj koloni oznacene razli¢itim slovima statisticki se znacajno (p < 0,05) razlikuju
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

U cilju lakSeg sagledavanja uticaja dodatih tropova na ispitivane parametre (odzive),

dobijeni rezultati prikazani su i graficki na slici 24.
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Slika 24. Uticaj dodatka tropa borovnice i maline na izlazne parametre (odzive)

TM - trop maline; TB - trop borovnice; AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladistenja; H - ¢vrstoca
keksa; KB - kvalitetni broj; TPC - sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY - sadrzaj monomernih
antocijana; 1Cso - koncentraciju ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH"; M - vlaga keksa; aw -

aktivnost vode

4.6.1. UTICA] DODATKA TROPA BOROVNICE I MALINE NA FIZICKE

KARAKTERISTIKE BEZGLUTENSKOG KEKSA
4.6.1.1. Boja keksa

Boja, kao parametar koji u znacajnoj meri doprinosi prihvatljivosti proizvoda od
strane potoSaca, odredena je u uzorcima bezglutenskog keksa instrumentalno, a
vrednosti L*, a* i b* poredene su za razli¢ite formulacije. Zamena 30% bezglutenske

smeSe funkcionalnim sastojcima dobijenim iz tropa borovnice i maline, rezultirala je, bez
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obzira na odnos ovih sastojaka, dobijanjem keksa tamnije boje (ve¢e vrednosti L*), sa
manjim udelom Zute boje (vece vrednosti b*) i veéim udelom crvene boje (vece
vrednosti a*) u poredenju sa kontrolnim keksom. Pokazalo se, takode, da promene u boji
keksa, nastale dodatkom tropa borovnice i maline, odrazavaju sastav antocijana u ovim
dvema vo¢nim vrstama. Tako je, povecanjem udela tropa borovnice u keksu, doslo do
smanjenja vrednosti b* (Slika 25), Sto ukazuje na povecanje udela plave boje usled
prisustva karakteristicnih plavih pigmenata (glikozidi delfinidina, malvidina i
petunidina) (Routray i Orsat, 2011). U formulacijama sa ve¢im udelom tropa maline
(oznake 3, 4, 5) dominira crvena boja, tako da su ovi keksovi imali vece vrednosti a* u
poredenju sa ostalim formulacijama, a ovakav profil boje posledica je prisustva
pigmenata poput cijaninid-3-soforozida, svojstvenih za malinu (Chen i sar., 2007).

Vrednost L* takode je rasla sa povecanjem udela tropa maline u formulaciji.

L# E b#
43.0 24.3 11,00 4
40.0 228 875+
a7.0 214 .50
34.0 1.9 425
31.0 184 200-
TM(%) © 7.6 15 225 30 o 75 15 225 30 0 75 15 225 30
75 0 0 225 15 75 0 w25 15 75 0

TE [%] 1] 225 15
Slika 25. Uticaj dodatka tropa borovnice i maline na parametre boje keksa

Utvrdivanjem korelacionih odnosa izmedu parametara odredenih na uzorcima
keksa, moze se zakljuciti da postoji statisticki znacajna (p < 0,05) negativna korelacija
izmedu sadrZaja monomernih antocijana i parametara boje keksa. Pearsonovi
koeficijenti korelacije izmedu ACY i L*, a* i b* iznosili su, -0,9524, - 0,9591 i -0,9369,
respektivno. Statisti¢ki znacajna negativna korelacija izmedu ovih parametara utvrdena
je i u studijama sprovedenim na uzorcima visnje razlic¢itih sorti (Gongalves i sar., 2007).

lako se koncentrati bogati antocijanima primenjuju kao aditivi u prehrambenoj
industriji, ogranicenja po pitanju njihove upotrebe posledica su nestabilnosti i promene
boje tokom skladiStenja, Sto se odrazava na odrZivost i senzorski kvalitet proizvoda u
koji su dodati (Sari¢ i sar., 2016). Imajuéi u vidu da se dodatkom tropa borovnice i
maline, moZe ocCekivati nestabilnost boje finalnog proizvoda, odredivanje boje keksa
sprovedeno je nakon Sest meseci skladistenja u uslovima koji imitiraju uslove
skladiStenja u marketima (ambijentalna temperatura, upakovani u metaliziranu

polipropilensku ambalaZzu). Na osnovu vrednosti AE datih u tabeli 15, mozZe se zakljuciti
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da se, nakon Sest meseci skladiStenja, u uzorcima keksa koji sadrze trop maline u ve¢em
udelu (oznake 3, 4 i 5) javlja razlika u boji koja je uocljiva ljudskim okom (AE>3), dok se
sa povecanjem udela tropa borovnice, vrednost AE smanjuje. Kod uzoraka 8 (22,5%
tropa borovnice) i 2, 719 (30% tropa borovnice) ova vrednost bila je manja od 3, Sto
predstavlja granicu ispod koje razlika u boji nije znacajna za ljudsko oko (Francis i
Clydesdale, 1975). Degradacija antocijana i znaCajna promena boje tropa maline
utvrdena je i od strane Ochoa i saradnika (1999) pri skladiStenju na 37 °C tokom 50

dana.
4.6.1.2. Teksturna svojstva keksa

Voda i mast, kao glavni sastojci odgovorni za teksturna svojstva proizvoda, dodati su
u istoj kolic¢ini u ispitivane formulacije 1-9, pa se razlike u vrednostima ¢vrstoce keksa
(H) mogu pripisati razli¢itom sadrZaju i razli¢itim funkcionalnim karakteristikama
prehrambenih vlakana, poreklom iz tropa. Brojne studije, Ciji su rezultati obuhvaceni
preglednim radom Elleuch i saradnika (2011) ukazuju na znacajan uticaj dodatka
vlakana na teksturna svojstva proizvoda na bazi zita. U studiji koju su sproveli Uysal i
saradnici (2007), dodatak prehrambenih vlakana iz vo¢a znacajno je uticao na povecanje
cvrstoce keksa, a slican efekat na teksturna svojstva utvrdili su Singh i saradnici (2003)
primenom vlakana iz povrc¢a. Supstitucijom dela bezglutenske smesSe tropom borovnice i
maline u razli¢itim odnosima, dobijeni su proizvodi (1-9) znacajno vece cvrstoce u
poredenju sa kontrolnim (Tabela 15), a rezultati ukazuju i na statisticki znacajnu
negativnu korelaciju (r=-0,734, p < 0,05) izmedu cvrstoCe i sadrzaja vlage u keksu
(Prilog 6). Formulacije 4 i 5, u kojima je 30% bezglutenske smeSe zamenjeno tropom
maline, imale su najvec¢i sadrzaj vlage i najmanje vrednosti H, Sto se moZe pripisati
sposobnosti tropa maline da tokom peéenja zadrZi ve¢i udeo vode (Sarié¢ i sar., 2016).
Nasuprot tome, sadrzaj vlage u uzorcima 2, 71 9 (30% tropa borovnice) bio je najmanyji,
a vrednosti H najvece.

Tekstura prehrambenih proizvoda moZe biti ocenjena kako instrumentalno, tako i
upotrebom ljudskih cula, pa su utvrdeni i korelacioni odnosi izmedu vrednosti H i
vrednosti senzorski ocenjene teksture (SH). Vrednosti Pearsonovih koeficijenata od
0,961 ukazuju na postojanje statisticki znacajne (p < 0,05) korelacije izmedu ovih

parametara (Prilog 6).
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4.6.1.3. Senzorska ocena keksa

Dodatkom tropa borovnice i maline u formulaciju bezglutenskog keksa dobijeni su
proizvodi boljih senzorskih svojstava (KB od 4,15 do 4,49) u poredenju sa kontrolnim
keksom (KB = 3,85 £ 0,03), Sto predstavlja izuzetan rezultat, imajuci u vidu visok nivo
(30%) supstitucije bezglutenske smeSe funkcionalim sastojcima bogatim vlaknima, Sto
se u mnogim studijama pokazalo nepovoljnim sa aspekta izgleda, senzorskih i teksturnih
svojstava proizvoda (Ajila i sar., 2008; Vratanina i Zabik, 1978).

Analizirajuci senzorski profil ispitivanih formulacija bezglutenskog keksa (Slika 26),
moZe se zakljuciti da su najmanje ocene ostvarene za parametre koji opisuju teksturna
svojstva (SH i MTF), Sto ukazuje na generalni problem bezglutenskih vrsta keksa, kod
kojih se javlja izdvajanje Cestica uslovljeno odsustvom glutena, i adhezivnost, uslovljana
znacajnim udelom skroba u proizvodu (Ylimaki i sar., 1991). Ipak, imajuci u vidu da je i
osnovna formulacija (K) ocenjena niZim ocenama kada su u pitanju ova dva parametra,
moZe se zakljuciti da dodatak tropa nije dodatno uticao na pogorSanje teksturnih

svojstava bezglutenskog keksa.

Slika 26. Senzorski profil razli¢itih formulacija bezglutenskog keksa sa dodatkom tropa

borovnice i maline

*AP - izgled keksa; SH - tekstura pri prvom zagrizu; MTF - tekstura pri zZzvakanju; O - miris; T - ukus; F
—aroma
Podaci dobijeni za svako pojedinacno svojstvo u senzorskoj oceni bezglutenskog
keksa, analizirani su metodom glavnih komponenti (PCA). Ova vrsta statisticke analize
zasniva se na redukciji dimenzionalnosti skupa podataka (Ranci¢, 2013) izraCcunavanjem

novog skupa nekorelisanih promenljivih, zvanih glavne komponente (principal
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component - PC). PCA omogucava dobijanje saZetog prikaza rezultata i vizuelizaciju
korelativnih odnosa izmedu merenih veli¢ina (varijabli) i ispitivanih uzoraka (Simurina,
2013).

Dobijeni rezultati dati su u vidu biplot dijagrama, koji prikazuje pozicije uzoraka (1-

9) u PC prostoru u odnosu na rezultate senzorske analize (Slika 27).

® 4
[
1 il
(o)
-2
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

PC1 (77,7 %)

Slika 27. Biplot dijagram pozicije uzoraka bezglutenskog keksa sa dodatim tropom
borovnice i maline u PC prostoru u odnosu na rezultate senzorske analize
*AP - izgled keksa; SH - tekstura pri prvom zagrizu; MTF - tekstura pri Zvakanju; O - miris; T -
ukus; F - aroma
Sa dijagrama se vidi da je PC analizom objaSnjeno 91,9% ukupne varijanse. Prva
glavna komponenta (PC1) objaSnjava 77,7% ukupne varijanse i pozitivno korelira sa
slede¢im varijablama: ukusom (T), teksturom pri prvom zagrizu (SH), mirisom (O) i
aromom (F), dok je negativna korelacija utvrdena za teksturu pri zZvakanju (MTF) i
izgled keksa (AP). Koeficijenti korelacije (loadings) glavnih komponenti i varijabli,
doprinosi varijabli, kao i svojstvena vrednost (eng. eigenvalue) za glavne komponente

dati su u tabeli 16.

91



Doktorska disertacija Bojana Sari¢

Tabela 16. PCA analiza parametara senzorske ocene keksa: vrednosti koeficijenata
korelacije glavnih komponenti i varijabli, doprinosi varijabli i svojstvena vrednost
(eigenvalue) za PC1i PC2

Varijable Koeficijenti korelacije Doprinosi (%)
PC1 PC2 PC1 PC2
AP -0,736 0,548 11,62 35,28
SH 0,927 0,201 18,42 4,72
MTF -0,841 -0,471 15,15 26,03
0 0,924 0,353 18,30 14,60
T 0,970 -0,203 20,19 4,84
F 0,872 -0,352 16,32 14,52
Eigenvalue 4,66 0,85

AP - izgled keksa; SH - tekstura pri prvom zagrizu; MTF - tekstura pri Zvakanju; O - miris; T - ukus; F -
aroma

Pozicija uzoraka keksa (1-9) u koordinatnom sistemu dve glavne komponente,
ukazuje da su oni jasno diferencirani u pet grupa. Formulacije u kojima je 30%
bezglutenske smeSe zamenjeno tropom borovnice (oznake 2, 7, 9) pokazali su pozitivnu
korelaciju sa obe glavne komponente, a ovi uzorci izdvojili su se na osnovu mirisa i
teksture pri prvom zagrizu. Formulacija 8 (22,5% tropa borovnice i 7,5% tropa maline)
izdvojena je u posebnu grupu, a njena pozicija uslovljena je najve¢im vrednostima ocena
za ukus i aromu. Na osnovu ovih rezultata, moZe se izvesti generalni zakljucak da
dodatak tropa borovnice u vecem procentu rezultira dobijanjem formulacija boljeg
ukusa, mirisa, arome i teksture pri prvom zagrizu. Sa druge strane uzorci 3, 4 i 5 se
razdvajaju po PC1 na osnovu izgleda i teksture prilikom Zvakanja. Adhezivnost i
izdvajanje Cestica, kao odlike ponaSanja proizvoda prilikom Zzvakanja, najbolje su
ocenjeni u formulaciji koja sadrzi samo trop maline.

Porede¢i dva granicna slucaja - formulacije koje sadrze samo jedan od tropova na
nivou supstitucije od 30% (krajnje tacke u dizajnu), moZe se zakljuciti da nema
statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u pogledu vrednosti ukupne senzorkse ocene (KB),
iako su pojedinacni parametri uslovili znacajnu diferencijaciju ovih formulacija prilikom
PC analize. Od formulacija definisanih eksperimentalnim planom, najve¢u vrednost KB

ostvarila je ona u kojoj je deo bezglutenske smeSe zamenjen sa 22,5% tropa borovnice i
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7,5% tropa maline (oznaka 8) i cija je vrednost KB iznosila 4,49 + 0,00. Ovaj uzorak

dobio je najvece ocene za ukus i aromu, Sto ga je znacajno izdvojilo u ukupnoj oceni.

4.6.2. UTICA] DODATKA TROPA BOROVNICE I MALINE NA ANTIOKSIDATIVNI
POTENCIJAL BEZGLUTENSKOG KEKSA

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja ukupnih rastvorljivih
polifenola i monomernih antocijana za razliCite formulacije bezglutenskog keksa,
ukljucujuci i kontrolni, prikazani su u tabeli 15. Singletonova metoda koja koristi Folin-
Ciocalteu reagens za odredivanje TPC, zasnovana je na redukcionoj sposobnosti
hidroksilnih grupa, pa kao takva podrazumeva detekciju svih polifenolnih jedinjanja.
Poredeci vrednosti TPC i ACY za dva granicna slucaja - formulacije keksa u kojima je
supstitucija izvrSena samo jednom vrstom tropa, utvrdena je statisticki (p < 0,05)
znacajna razlika. Naime, srednja vrednost TPC bila je ¢ak oko 6 puta vec¢a u formulaciji
koja je sadrzala samo trop borovnice, u poredenju sa onom Kkoja je sadrzala trop maline,
dok je sadrZzaj monomernih antocijana bio 1,6 puta veci. Dobijene vrednosti TPC su u
saglasnosti sa prethodnim studijama sprovedenim na razli¢itim vrstama bobicastog
voca. Naime, Nile i Park (2014) utvrdili su znatno veci sadrzaj TPC u borovnici (261-585
mg/g) u poredenju sa malinom (99 mg/g), dok je vrednost ACY ovih dveju vo¢nih vrsta
poredena u radu Souza i saradnika (2014) i dobijene su dva puta vece vrednosti ovog
parametra u borovnici. Statisticki znacajna korelacija utvrdena je izmedu TPC i ICso
(DPPH), kao i izmedu ACY i ICso (DPPH’), sa vrednostima Pearsonovih koeficijenata
korelacije -0,987 i -0,980, respektivno (Prilog 6). Takode, utvrdeno je da sa povecanjem
udela tropa borovnice u formulaciji, dolazi do linearnog povecanja vrednosti TPC.

Poredenjem rezultata za TPC u keksu sa rezultatima za osuSene i samlevene tropove,
uoCava se da tokom pecenja dolazi do vece degradacije polifenolnih jedinjenja tropa
maline, s obzirom da je odnos TPC u funkcionalnim sastojcima bio oko 2 (Slika 16), a da
je TPC u keksu sa 30% tropa borovnice bio oko 6 puta veci u odnosu na formulaciju koja
je sadrzala samo trop maline.

Imajuci u vidu da je glavni cilj dodatka tropova u formulaciju bezglutenskog keksa
bilo njegovo funkcionalno obogacivanje, vrednosti TPC, ACY i ICso (DPPH’) dobijene za
keksove sa tropom uporedene su sa vrednostima ovih parametara u kontrolnom keksu.
Bez obzira na odnos funkcionalih sastojaka, u svim formulacijama je postignuto

viSestruko povecanje antioksidativnog potencijala, usled dodatka tropa.
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4.6.3. REGRESIONE JEDNACINE MODELOVANIH ODZIVA

Primena RSM tehnike u optimizaciji formulacije ne zasniva se na jednostavnoj
analizi dobijenih rezultata, ve¢ podrazumeva definisanje ciljeva optimizacije, t;.
kriterijuma i njihove znacajnosti, pa se do optimalnog reSenja dolazi primenom
odgovarajucih statistickih principa. U cilju fitovanja eksperimentalnih rezultata
sprovedena je viSestruka regresiona analiza, pri ¢emu su za razli¢ite odzive (Y), dobijene

zavisnosti koje se mogu aproksimirati polinomima razli¢itog reda (Tabela 17).

Tabela 17. Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa: regresione jednacCine i

pokazatelji adekvatnosti fitovanih modela

Jednacina modela R2 R%4  R%yea  p-vrednost (LﬁF)
AE Y=0,255X1+0,052X; 0,9989 10,9987 0,9984 <0,0001 0,0968

Y=31,310X1+46,755X;-

H 0.678X.X, 0,9997 0,9996 0,9994  <0,0001  0,8895
Y=0,143X1+0,145X,-5,935*
KB 105K, Xa-6,061410-5K Ko (X0.X2) 0,9958 0,9933 0,9770 0,0001 0,0644
TPC Y=4,671X,+16,199X, 0,9985 0,9983 0,9976  <0,0001  0,2292
ACY Y=1,385X1+8,619X,+0,0257X:X> 0,9982 0,9976 0,9962 <0,0001  0,4600
ICso Y=0,169X,+0,133X,+5,869*
(DPPH) 104X, 0,9924 0,9899 10,9835  <0,0001  0,9992
— _ *
M ¥=0,263X:+0,216X,-2,260 0,9997 0,9996 0,9993 <0,0001 0,6506
103X:X>
— _ *
aw ¥=0,020X,+0,016X;-2,518 0,9884 0,9846 0,9745 <0,0001 0,2606
10-4%:X>

AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladiStenja; H - ¢vrstoca keksa; KB - kvalitetni broj; TPC -
sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY - sadrzaj monomernih antocijana; ICso - koncentracija

ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH"; M - vlaga keksa; aw - aktivnost vode

Za vecinu odziva (H, M, aw, ACY i ICso(DPPH)) zavisnost dobijenih eksperimentalnih
podataka aproksimirana je polinomom drugog reda. Rezultati odredivanja TPC i AE
opisani su primenom linearnog modela, dok se primena kubnog modela pokazala kao

najbolja za aproksimaciju rezultata senzorske ocene (KB).
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4.6.4. ANALIZA VARIJANSE (ANOVA) MODELOVANIH ODZIVA

U cilju procene adekvatnosti postavljenih fitovanih modela koriS¢ena je analiza
varijanse (ANOVA), a dobijeni rezultati za sve modelovane odzive dati su u tabeli 17. Od
statistickih parametara koji sluZe za proveru adekvatnosti modela, prikazani su:

= koeficijent determinacije (R?),

= korigovani koeficijent determinacije (R2agj),

» predikcioni koeficijent determinacije (R2pred),

» p-vrednost,

» Lack of fit vrednost (LoF).

Koeficijent determinacije predstavlja statisticki kriterijum koji pokazuje koliki je deo
varijacija zavisne promenljive objasnjen regresionim modelom, a njegova vrednost
kreée se u opsegu 0 < R2 < 1. Za sve ispitivane odzive dobijena je vrednost R2? veca od
0,98 (Tabela 17), Sto prakticno znaci da se viSe od 98% varijacija ispitivanih odziva
moZe objasniti predloZenim regresionim jednacinama, ¢ime je zadovoljen kriterijum
prihvatljivosti postavljenih fitovanih modela (R2? > 0,80) predloZen od strane Joglekar i
May (1987). Predikcioni koeficijent determinacije pokazuje koliko dobro predloZeni
regresioni model moZe da predvidi odzive za definisani set ulaznih parametara. U
eksperimentalnom planu primenjenom u optimizaciji formulacije bezglutenskog keksa,
utvrdeno je, za sve odzive, da su vrednosti R2,req veoma bliske vrednostima R2.q4j (razlika
manja od 0,2), ¢ime je ispunjen kriterijum prihvatljivosti za vrednosti ovog parametra
definisan od strane Alao i Konneh (2009). LoF test poredi rezidualnu greSku (gresku
ostataka) sa ,Cistom“ eksperimentalnom greSkom izraCunatom iz ponavljanja u
centralnoj tacki, pri ¢emu ukoliko je LoF znacajna (p < 0,05), odabrani model nije
adekvatan. Kako su sve vrednosti p (LoF) date u tabeli 17 vece od 0,05, moZe se
zakljuciti da LoF nije znacajna, te da su pretpostavljeni regresioni modeli za sve odzive
adekvatni. Takode, za proveru validnosti modela koriS¢eni su i grafici normalne

raspodele ostataka (reziduala) koji su dati u prilogu 7.

4.6.5. ODABIR OPTIMALNE FORMULACIJE BEZGLUTENSKOG KEKSA PRIMENOM
FUNKCIJE POZELJNOSTI

Postupak optimizacije podrazumeva odabir optimalnih vrednosti nezavisno
promenljivih velic¢ina sa ciljem postizanja Zeljenog izlaza, odnosno odziva. S obzirom da
se veoma cCesto zahteva pronalaZenje uslova koji istovremeno zadovoljavaju vise
postavljenih ciljeva, neophodno je primeniti neku od tehnika visSekriterijumskog

odlucivanja. Primena tzv. koncepta funkcije poZeljnosti (eng. desirability function) u
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optimizaciji formulacije keksa, sastojala se u transformaciji odziva u individualne
funkcije poZeljnosti, Cije se vrednosti krecu od 0 do 1. Ukupna funkcija poZeljnosti (D)
dobijena je kao geometrijska sredina pojedinacnih funkcija, a za optimalno reSenje
posmatranog sistema uzeta je ona kombinacija nezavisno promenljivih, kojom je
dobijena najveca vrednost D. Imaju¢i u vidu razli¢itu znacajnost pojedinih odziva,
svakom od njih dodeljena je odredena vrednost prioriteta (nivo znacajnosti) u skladu sa

zadatim kriterijumima optimizacije (Tabela 18).

Tabela 18. Prikaz kriterijuma zadatih u optimizaciji formulacije bezglutenskog keksa

Kriterijum
Faktori i odzivi Cilj Nivo znacajnosti
™ (%) u rasponu 3
TB (%) u rasponu 3
AE minimun 4
H u rasponu 3
KB maksimum 5
TPC maksimum 5
ACY maksimum 5
ICso (DPPH) minimum 5
M u rasponu 3
aw minimum 4

TM - trop maline; TB - trop borovnice; AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladistenja; H - ¢vrstoca
keksa; KB - kvalitetni broj; TPC - sadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY - sadrZaj monomernih
antocijana; ICso - koncentracija ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH’; M - vlaga keksa; ay -
aktivnost vode

Budu¢i da plasman nekog novokreiranog proizvoda u velikoj meri zavisi od njegovih
senzorskih karakteristika, i da je prihvatljivost proizvoda sa ovog aspekta imperativ koji
se postavlja proizvodacCima, u optimizaciji formulacije bezglutenskog keksa najveci nivo
znacajnosti (5) dat je upravo postizanju Sto vece vrednosti KB. Dobijanje bezglutenskog
keksa dobrih senzorskih svojstava od posebnog je znacaja, imajuci u vidu i €injenicu da
odsustvo glutena kod proizvoda iz ove kategorije rezultira loSim tehnoloskim kvalitetom
i direktno se odrazava na teksturu proizvoda, a time i na njegovu senzorsku
prihvatljivost. U mnogim studijama se pokazalo i da dodatak funkcionalnih sastojaka
poput vlakana dodatno uti¢e na parametre tehnoloSkog i senzorksog kvaliteta

bezglutenskih proizvoda (Gémez i sar., 2003; Sudha i sar., 2007).
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Polazeci od osnovne ideje - kreiranja proizvoda sa dodatom vrednos¢u, kao drugi,
podjednako vaZan kriterijum optimizacije (nivo znacajnosti 5), postavljena je
maksimizacija antioksidativnog potencijala proizvoda. Nivo znacajnosti 4 definisan je za
parametre AE i aw, koji se odnose na stabilnost boje, odnosno mikrobiolosku stabilnost,
kao izuzetno vazne parametre kvaliteta i bezbednosti finalnog proizvoda.

Definisani kriterijumi i koeficijenti znacajnosti za ispitivane faktore i posmatrane
odzive sistema, obradeni su primenom Design-Expert® softvera i na taj nacin utvrdena
je kombinacija faktora koja daje najbolji globalni optimum D. Kao optimalno reSenje sa
vrednos¢u D od 0,900 dobijena je formulacije sa slede¢cim udelima funkcionalnih
sastojaka: 28,2% tropa borovnice i 1,8% tropa maline. Graficki prikaz pojedinacnih

funkcija pozeljnosti prikazan je na slici 28.

TM (%)
TE(%4)
aw
KB : 0.778312
TEC
IC50
ACY

AE

Slika 28. Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa: prikaz vrednosti
pojedinacnih funkcija poZeljnosti i ukupne funkcije poZeljnosti (D)
“TM - trop maline; TB - trop borovnice; AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladiStenja; H - ¢vrstoca
keksa; KB - kvalitetni broj; TPC - sadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY - sadrZaj monomernih

antocijana; ICso - koncentracija ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH’; M - vlaga keksa; aw -
aktivnost vode

4.6.6. PROVERA (VERIFIKACIJA) MODELA

Poslednji korak u primeni RSM u procesu optimizacije jeste eksperimentalna
provera predvidenih vrednosti modelovanih odziva za proizvoljno odabrane
kombinacije ulaznih parametara. Postupak provere regresionih jednacina sproveden je
na optimalnoj formulaciji bezglutenskog keksa na tri nezavisna seta eksperimenata, a
srednje vrednosti dobijenih rezultata date su u tabeli 19.

Slaganje dobijenih rezultata sa predvidenim vrednostima dobijenim iz

pretpostavljenih regresionih jednac¢ina moZe se definisati kao zadovoljavajuce, a
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ispitivani model kao adekvatan, s obzirom da se svi dobijeni rezultati nalaze unutar
intervala poverenja (CI) od 95%. Ovim su postavljene regresione jednacine proverene, a

model verifikovan.

Tabela 19. Prikaz softverski predvidenih i dobijenih vrednosti odziva

Dobijena Predvidena 95% 95% CI 95% PI 95%PI

el vrednost vrednost Cl low high low high
AE 1,89 £ 0,05 1,93 1,83 2,03 1,70 2,16

H 1343,08 £ 11,62 1342 1337 1347 1331 1353

KB 4,42 + 0,02 4,41 4,40 4,43 4,39 4,44
ACY 246,81 £ 10,11 245,4 240,3 250,5 233,6 257,2
TPC 462,12 £ 12,81 465,7 459,2 472,3 450,3 481,1
[Cso(DPPH") 4,05+0,14 4,09 4,03 4,14 3,96 4,21
M 6,46 = 0,02 6,45 6,44 6,46 6,42 6,48

aAw 0,47 +£0,02 0,47 0,46 0,48 0,45 0,49

AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladiStenja; H - ¢vrstoca keksa; KB - kvalitetni broj; TPC -
sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY - sadrzaj monomernih antocijana; ICsp - koncentracija
ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH’; M - vlaga keksa; aw - aktivnost vode

95% CI low - donja granica intervala poverenja od 95%; 95% CI high - gornja granica intervala poverenja
od 95%; 95% PI low - donja granica predikcionog intervala od 95%; 95% PI high - gornja granica
predikcionog intervala od 95%

Na osnovu dobijenih rezultata, mozZe se zakljuciti da optimalnu formulaciju
bezglutenskog keksa karakteriSu male promene u boji tokom skladiStenja, bududi da je
ustanovljena vrednost AE = 1,89 + 0,05 znatno ispod vrednosti koja je znacajna za
ljudsko oko (AE < 3). Takode, aw vrednost ovog proizvoda od 0,47 * 0,02, ukazivala je na
potencijalnu stabilnost sa aspekta mikrobioloSkog kvara. Optimalna formulacija
bezglutenskog keksa, upakovana u metaliziranu polipropilensku ambalazu, skladiStena
je na ambijentalnoj temperaturi tokom Sest meseci, nakon ¢ega su odredeni pokazatelji
mikrobioloSkog kvaliteta navedeni u poglavlju 3.3.8. Izmerena aw vrednost optimalnog
bezglutenskog keksa se nije znacajno promenila tokom skladiStenja (0,48 + 0,00), a ova
vrednost bila je daleko ispod granice minimalne aktivnosti vode supstrata neophodne za
rast kserofilnih plesni (0,65-0,75) i osmofilnih kvasaca (0,60), koji su glavni
kontaminenti namirnica sa malim sadrzajem vlage. Nakon Sest meseci skladiStenja,
ukupan broj mikroorganizama bio je ispod granice detekcije metode (<10 CFU/g), kao i

ukupan broj osmofilnih kvasaca (<100 CFU/g) i kserofilnih plesni (<100 CFU/g), pa se
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moZe zakljuciti da optimalna formulacija bezglutenskog keksa predstavlja mikrobioloski
stabilan proizvod, koji se, adekvatno upakovan, moZe bezbedno skladiStiti na sobnoj
temperaturi tokom duzeg vremenskog perioda. Sa aspekta funkcionalnosti i senzorskih
svojstava, optimalna formulacija bezglutenskog keksa (Tabela 19) moZe se smatrati

znacajno unapredenom u odnosu na kontrolnu (Tabela 15).

4.7. NUTRITIVNI PROFIL OPTIMALNE FORMULACIJE
BEZGLUTENSKOG KEKSA

Polaze(¢i od toga da je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bilo obogacivanje
postojece (kontrolne) formulacije bezglutenskog keksa i dobijanje nutritivno vrednog
funkcionalnog proizvoda, u optimalnoj i kontrolnoj formulaciji odreden je sadrZaj
makronutrijenata (proteina, ugljenih hidrata i masti), sa posebnim akcentom na
prehrambena vlakna i esencijalne masne Kkiseline, kao i sadrzaj mikronutrijenata
(minerala), u okviru kojih su posebno izdvojeni kalcijum i gvozde, kao deficitarni u
bezglutenskoj ishrani.

Keks je generalno poznat kao namirnica sa visokim sadrzajem masti i SeCera, koji se
u ove proizvode dodaju sa ciljem postizanja odgovarajucih kvalitetnih karakteristika:
adekvatne obradivosti testa, postizanja strukturnih i teksturnih karakteristika
svojstvenih ovoj grupi proizvoda i postizanja punijeg ukusa i arome. Poslednji aspekt
posebno je vazan kod bezglutenskih vrsta keksa, kod kojih se, dodatkom masti i Se¢era
maskira peskovit i suv ukus, koji se javlja prilikom Zvakanja (Lazaridou i Biliaderis,
2009).

Rezultati odredivanja hemijskog sastava optimalnog i kontrolnog bezglutenskog
keksa dati su u tabeli 20, a poredenjem dobijenih vrednosti za sastav makronutrijenata,
moZe se zakljuciti da se supstitucijom dela bezglutenske smeSe tropom borovnice i
maline dobija proizvod znacCajno obogacen prehrambenim vlaknima, sa manjim

sadrZajem zasi¢enih masnih kiselina i niZom energetskom vrednoscu.
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Tabela 20. Hemijski sastav (g/100 g) i energetska vrednost (kcal/100 g) optimalnog i

kontrolnog bezglutenskog keksa

Parametar Optimalan Kontrolni
bezglutenski keks bezglutenski keks

Sirovi proteini 3,72 +0,05 2,20+ 0,03
Masti 10,97 £ 0,22 11,21 + 0,09

Zasi¢ene masne Kkiseline 4,85 + 0,56 8,26 £ 0,98
Ukupni ugljeni hidrati 77,91 + 0,29 79,61 + 0,89
Seceri 25,72+ 1,02 25,50+0,11

Prehrambena vlakna 7,83 +£0,89 0,15+0,03

Vlaga 6,46 + 0,02 6,43 +0,02

Pepeo 0,95+0,01 0,56 +0,03
Energetska vrednost 409,60 + 1,45 427,71 £ 2,09

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina * standardna devijacija

Specificne preporuke vezane za ishranu isticu znacaj konzumiranja hrane bogate
vlaknima i smanjenja unosa zasi¢enih masti (Lichtenstein i sar., 2006). [ako su pre svega
znacajne za podmirivanje energetskih potreba organizma, masti su takode i vazan deo
svakodnevne izbalansirane ishrane. Prisustvo zasi¢enih masnih kiselina u velikim
koli¢inama u ishrani smatra se jednim od uzroc¢nika koronarnih oboljenja i pojedinih
vrste kancera (Wood i sar., 2008). Sa druge strane, polinezasi¢ene masne kiseline poput
linolne (LA, 18:2, n-6) i a-linolenske kiseline (LNA, 18:3, n-3) vaZne su za odvijanje
brojnih biolo$kih funkcija kod sisara, a mnoge studije ih povezuju i sa smanjenjem rizika
od srcanih oboljenja, s obzirom da dokazano uticu na porast nivoa HDL cestica i
sniZavaju koncentraciju triglicerida u krvi (Kesavulu i sar., 2002). Prema preporukama
britanskog ministarstva zdravlja, odnos sadrzaja polinezasi¢enih i zasi¢enih masnih
kiselina (PUFA/SFA) u namirnicama trebalo bi da iznosi viSe od 0,45, dok je Svetska
zdravstvena organizacija (WHO/FAOQ) izdala smernice za “balansiranu ishranu” u kojoj
je preporucen odnos PUFA/SFA iznad 0,4 (HMSO, 1994; Wood i sar., 2008).

U keksu sa dodatim tropom u najveem udelu prisutne su mononezasi¢ene masne
kiseline, pre svega oleinska (C18:1c), a glavna razlika u odnosu na kontrolnu formulaciju
odnosi se na povecanje sadrzaja polinezasi¢enih kiselina (Tabela 21). Optimalna

formulacija sadrzala je oko dva puta vecu koli€inu LA i ¢ak oko 25 puta vecu koli¢inu
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LNA. Odnos PUFA/SFA u optimalnom keksu iznosio je 0,51 * 0,07, dok je u kontrolnom
iznosio 0,13 + 0,00.

Tabela 21. Sadrzaj masnih kiselina (g/100 g) optimalnog i kontrolnog keksa

Masna Kiselina Optimalan keks Kontrolni keks
C12:0 0,01 £0,00 0,02 £0,00
C14:0 0,12 £ 0,00 0,26 £ 0,01
C16:0 3,95+0,12 5,21+0,03
Cl6:1 0,02 £0,00 0,02 £0,00
C18:0 0,67 £0,01 1,88 £ 0,01
C18:1t - -
C18:1c 4,39 + 0,08 3,41 £0,01
C18:2t - -
C18:2c (LA) 1,70 £ 0,03 0,91 +£0,01
C20:0 0,05+0,01 0,15+ 0,00
C18:3n3 (LNA) 0,76 £0,01 0,03 £0,00
C20:1 0,03 £0,00 0,09 £0,01
C22:0 0,04 £ 0,00 0,12 £ 0,00
C20:5n3 0,01 £0,00 -
C23:0 0,01 £0,00 -
C24:0 - -
MUFA 4,45 + 0,39 3,53+0,09
PUFA 2,47 £ 0,12 0,97 0,01
UFA (MUFA+PUFA) 6,92 + 0,14 4,49 + 0,08
SFA 4,85+ 0,21 7,63+0,18
PUFA/SFA 0,51+0,07 0,13+0,00

MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline; UFA - nezasi¢ene masne
kiseline (ukupne); SFA - zasi¢ene masne kiseline

Na osnovu dobijenih rezultata, a uzimajuc¢i u obzir gorenavedene preporuke, moze
se zakljuciti da optimalna formulacija keksa predstavlja “proizvod sa visokim sadrzajem
vlakana“, s obzirom da sadrZi vise od 6 g prehrambenih vlakana u 100 g proizvoda (EC,
2006), dok se sa aspekta sadrzaja i sastava masti pokazalo da dodatak tropa u
formulaciju doprinosi smanjenju sadrZaja zasi¢enih i povecanju sadrzaja mono- i
polinezasicenih masnih kiselina, pa se moZe re¢i da optimalna formulacija ima
izbalansiran odnos PUFA/SFA.

Pozato je da minerali imaju veliki znacaj u ljudskoj ishrani. Od ispitivanih minerala,

kategoriji makroelemenata pripadaju Na, K, Ca i Mg, a njihova uloga u ljudskom
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organizmu vezuje se, pre svega, za odrZavanje osmotskog pritiska, kiselo-bazne
ravnoteZe i permeabilnosti Celija. Takode, svaki od makroelemenata ima i neke
specificne funkcije u ljudskom organizmu. Sa druge strane, mikroelementi (Fe i Zn),
predstavljaju aktivatore mnogih vaznih enzima. [ako postoje brojni dijetetski suplementi
koji omogucavaju zadovoljenje potreba organizma za mineralima, mnoge zdravstvene
organizacije daju prednost hrani, kao primarnom izvoru mineralnih materija. U tom
smislu, brojne studije se bave unapredenjem mineralnog sastava prehrambenih

proizvoda dodatkom sirovina bogatih makro- i mikroelementima.

Dodatkom tropa borovnice i maline postiglo se viSestruko povecanje koli¢ine svih
ispitivanih minerala u bezglutenskom keksu (Tabela 22). Najveci porast ostvaren je u
sadrzaju Ca, Mg i Fe i iznosio je 204,7%, 297,7% i 360,9%, respektivno. Ovakav rezultat
posebno je znacajan imajuci u vidu da mnoge klinicke studije sprovedene na pacijentima
sa celijakijom ukazuju na deficit Ca i Fe u ishrani (Hallert i sar., 2002; Hopman i sar.,
2006; Thompson i sar., 2005).

Tabela 22. Mineralni sastav optimalnog i kontrolnog bezglutenskog keksa

Formulacija v s .
keksa Sadrzaj minerala (mg/kg)
Na K Ca Mg Fe Zn
, _ 910,80 2036,05 1339,14 476,82 15,90 15,28
Optimalni
(7,27) (23,12) (13,63) (14,81) (0,57) (1,49)
) 875,84 839,04 439,41 119,92 3,45 8,46
Kontrolni
(7,57) (12,32) (25,11) (5,64) (0,08) (0,93)

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina, a vrednosti date u zagradama predstavljaju standardnu
devijaciju

4.7.1. DOPRINOS KEKSA SA DODATKOM TROPA BOROVNICE 1 MALINE
PREPORUCENIM DNEVNIM POTREBAMA ZA NUTRIJENTIMA

S obzirom da funkcionalni sastojci dobijeni suSenjem tropa borovnice i maline
predstavljaju na neki nac¢in koncentrate makro- i mikronutrijenata, kao i fitohemikalija
poput antioksidanata, moglo se ocekivati da ¢e se njihovim dodatkom u formulaciju
bezglutenskog keksa ostvariti znacajno veci doprinos preporucenim potrebama za
nutrijentima. U tabeli 23 data je procena dnevnog unosa makronutrijenata i
mikronutrijenata za populaciju odraslog stanovnistva (30-50 godina) konzumiranjem 50

g bezglutenskog keksa (optimalnog i kontrolnog).
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Tabela 23. Procena dnevnog unosa makronutrijenata i mikronutrijenata za populaciju
odraslog stanovniStva (30-50 godina) konzumiranjem 50 g bezglutenskog keksa

(optimalnog i kontrolnog)

Pol RDA/ AI Doprinos RDA (%)
Kontrolni Optimalni
Makronutrijenti (g/dan)
Muskarci 56 1,96 3,32
Proteini 5
Zene 46 2,39 4,04
Ugljeni hidrati Oba 130 30,6 30,0
Masti Oba 65** 8,44 8,62
Muskarci 38* 0,20 10,3
Prehrambena vlakna 5
Zene 25%* 0,30 15,6
Muskarci 17* 2,68 5,00
LA (n-6) 5
Zene 11* 4,14 7,73
Muskarci 1,6* 0,94 23,6
LNA (n-3) 5
Zene 1,1* 1,36 34,3
Mikronutrijenti (mg/dan)
Ca Oba 1000 2,2 6,7
Muskarci 8 2,16 9,94
Fe B
Zene 18 0,96 4,42

LA - linolna kiselina; LNA - a-linolenska kiselina; RDA - preporucena dnevna potreba; Al - adekvatan
unos (oznacen zvezdicom); **USDA Food Guide (http://www.cnpp.usda.gov/)

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da 50 g optimalnog bezglutenskog
keksa zadovoljava 10,3%, odnosno 15,6% adekvatnog unosa (Al) prehrambenih vlakana
(za muSkarce, odnosno Zene, respektivno), ¢ime je ostvaren znacajno veci doprinos

zadovoljenju dnevnih potreba u poredenju sa kontrolnim keksom.

Dnevnim unosom 50 g optimalnog bezglutenskog keksa zadovoljava se 5,00%
odnosno 7,73% Al za linolnu kiselinu i 23,6% odnosno 34,3% Al za a-linolensku kiselinu
(za muskarce, odnosno Zene, respektivno). Rezultati studija (Gambu$ i sar., 2009;
Gouveia i sar.,, 2008) u okviru kojih su proizvodi ciljano obogac¢ivani esencijalnim
masnim Kiselinama, ukazuju na slican nivo LNA kao i u optimalnom keksu analiziranom

u okviru ove teze. Znacaj ovakvog rezutata tim je veci, Sto je dodatkom tropa u
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formulaciju bezglutenskog keksa ostvareno ne samo unapredenje profila masnih

kiselina, vec¢ i znacajno povecanje sadrZaja svih prisutnih fitohemikalija i nutrijenata.

Dodatkom tropa borovnice i maline u formulaciju bezglutenskog keksa povecan je
viSestruko i doprinos RDA/AI za mikronutrijente: sa 2,2 na 6,7% (za Ca), sa 2,16% na

9,94% (za Fe, za muskarce) i sa 0,96% na 4,42% (za Fe, za Zene).

Imajuci u vidu da je krajnji cilj u kreiranju novog prehrambenog proizvoda njegov
plasman na trZiSte, uraden je uporedni prikaz nutritivnog profila komercijalno
dostupnih bezglutenskih vrsta keksa, keksova od celih zrna Zitarica sa dodatkom
borovnice i/ili maline i optimalnog keksa kreiranog u ovoj studiji. U cilju Sto boljeg
vizuelnog prikaza, podaci o nutritivnim vrednostima, preuzeti sa deklaracija proizvoda
(lista data u prilogu 8), obradeni su primenom PCA i prikazani u vidu 3D dijagrama
(Slika 29). Ova vrsta prikaza rezultata odabrana je s obzirom da sve tri glavne
komponente imaju znacajan udeo u objasnjavanju ukupne varijanse: PC1 (34,8%), PC2
(29,3%) 1 PC3 (17,3%).

[
Glg
GFl g, GFR2@
FA Ivlast
Secer En
Uy \oFs e
GF& Prot
® .GP‘;I G;d
DF GF3
PC3 ®

(17,33%) 3

PC1
(34,81%)

PC2
(29,340%)

Slika 29. 3D dijagram pozicije uzoraka keksa u PC prostoru u odnosu na vrednosti

parametara nutritivnog profila

*UH - ukupni ugljeni hidrati; DF - prehrambena vlakna; SFA - zasicene masne kiseline; Prot

- proteini; En - energetska vrednost proizvoda
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Sa dijagrama se uocava jasna diferencijacija uzoraka po PC1 i to u dve grupe: prva, u
kojoj se nalaze svi bezglutenski keksovi (oznake GF1-GF10) i druga, u kojoj se pored
keksova od celih zrna Zitarica (oznake 1-10) nalazi i optimalni keks (Opt). Od
analiziranih varijabli najve¢i doprinos PC1 pokazuju ukupne masti (30,6%),
prehrambena vlakna (20,0%) i zasicene masne kiseline (18,2%), pa je jasno da razlika
izmedu dve grupe uzoraka i njihova diferencijacija po PC1 potice pre svega od razlika u
vrednostima ovih varijabli (Tabela 24). Najvaznija odlika grupe bezglutenskih keksova
jeste znacCajno veci sadrzaj masti i udeo SFA, a znatno niZi sadrzaj prehrambenih vlakana
u poredenju sa keksovima od celih zrna Zitarica. Ovakav nutritivni sastav uslovio je
pozicioniranje GF1-GF10 uzoraka u pozitivnom delu PC1, dok su 1-10 uzorci i optimalni

keks pozicionirani u negativnom delu PC1.

Tabela 24. PCA analiza nutritivnog profila komercijalno dostupnih keksova i
optimalnog bezglutnskog: vrednosti koeficijenata korelacije (loadings), doprinosi

varijabli i svojstvena vrednost (eigenvalue) za glavne komponente

Varijable Koeficijenti korelacije Doprinosi (%)
PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
Energ.vrednost 0,638 0,551 -0,116 14,61 12,93 0,96
Ukupne masti 0,923 0,184 0,000 30,56 1,44 0,00
SFA 0,711 -0,373 -0,316 18,15 5,94 7,23
Na 0,613 0,206 0,680 13,51 1,82 33,32
Ukupni ugljeni hidrati -0,059 -0,712 0,548 0,12 21,62 21,64
Prehrambena vlakna -0,745 0,357 0,318 19,95 5,42 7,30
Seéeri 0,284 -0,756 0,407 2,90 24,35 11,94
Proteini 0,072 0,788 0,494 0,19 26,48 17,61
Eigenvalue 2,785 2,347 1,386

Vrednosti sadrzaja masti u bezglutenskim keksovima kretale su se od 18,8% do
32,1%, dok je ovaj sadrZaj u grupi keksova od celih zrna Zitarica iznosio 3% do 18%.
Kako je sadrzaj SFA u optimalnoj formulaciji najmanje za 40% manji u odnosu na ostale
keksove iz kategorije bezglutenskih, jasno je da se i sa ovog aspekta postiglo znacajno

poboljSanje nutritivnog profila. Bezglutenske keksove karakterisao je i ve¢i sadrzaj Na
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(200-750 mg/100 g) u odnosu na keksove sa celim zrnom Zitarica (170-380 mg/100 g).
l[ako ne postoje maksimalne preporucene vrednosti u pojedinim namirnicama,
generalno se preporucuje redukcija Na u ishrani (WHO, 2003). U tom smislu, od svih
keksova koji su obradeni u cilju uporedne analize nutritivnog profila, optimalna
formulacija kreirana u okviru ove teze imala je najniZi sadrZaj Na, ¢ak 2-8 puta nizi od
ostalih bezglutenskih keksova. Cinjenica da je, po nutritivnim parametrima, optimalni
to, da se dodatkom tropa borovnice i maline postigao izuzetan pomak u nutritivnim
svojstvima i da se dobio proizvod koji moZe da parira komerciijalno dostupnim

keksovima namenjenim zdravoj populaciji.

4.8. REZULTATI DIJETETSKE INTERVENTNE STUDIJE

[spitivanje efekta kreiranog bezglutenskog keksa sprovedeno je u okviru dijetetske
interventne studije u trajanju od 4 nedelje, tokom kojih se rezim ishrane nije menjao,
osim $to su ispitanice u ishranu uvrstile i kreirani keks (4 keksa, 32 g/dnevno).

Nakon svakodnevnog konzumiranja keksa, po zavrSetku studije u odnosu na
parametre pre ispitivanja, doslo je do signifikantnog sniZenja nivoa LDL-holesterola u
krvi za 21% (p < 0,01), dok se sadrzaj ukupnog holesterola, HDL-holesterola i
triglicerida nije znacajno promenio (Tabela 25).

Prema preporukama Nacionalnog vodi¢a dobre klinicke prakse za dijagnostikovanje
i lecenje lipidskih poremecaja (http://www.zdravlje.gov.rs), prosecan nivo LDL-
holesterola pre studije (3,72 * 0,99 mmol/l) moZe se kategorisati kao grani¢no poviSen
rizik za prevremenu aterosklerozu (3,40 - 4,10 mmol/l). Nakon sprovedene studije
koncentracija LDL-holesterola iznosila je 2,96 + 0,64 mmol/]l, a ovaj nivo moZe se
kategorisati kao poZeljan lipidski status (vrednosti do 3,40 mmol/1). Nivoi ukupnog
holesterola, HDL-holesterola i triglicerida se i pre i nakon studije mogu kategorisati kao
poZeljan lipidski status. Pre i nakon interventne studije, vrednosti koncentracije glukoze
na taSte i postprandijalno bile su u granicama referentnih vrednosti. Takode, nisu
zabeleZene signifikantne promene parametara relevantnih za funkcije jetre (AST i ALT) i
bubrega (urea i kreatinin). Indeks telesne mase (BMI) se tokom trajanja studije nije

znacajno promenio.
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Tabela 25. Vrednosti relevantnih biohemijskih parametara u krvi pre i nakon dijetetske

interventne studije

Parameter Pre Nakon P

telesna masa (kg) 65,54 +10,26 65,59 £+ 10,36 0,9676
BMI (kg/m?2) 23,10 £ 3,58 23,12 £ 3,59 0,9246
glukoza (na taste) (mmol/1) 4,65+ 0,35 4,65+ 0,38 0,9031
glukoza (postprandijalno) (mmol/1) 4,57 + 0,43 4,58 + 0,45 0,9892
trigliceridi (mmol /1) 1,07 £ 0,55 0,96 +0,41 0,5160
holesterol (mmol/1) 5,99 + 1,05 5,65 + 0,94 0,2976
HDL (mmol/1) 1,91 +0,48 1,87 £0,45 0,8286
LDL (mmol/1) 3,72+0,99 2,97 £ 0,64 0,0080"
kreatinin (pmol/1) 60,72 £ 6,24 60,61 +6,42 0,7553
urea (mmol/1) 4,01+1,19 3,64 +1,22 0,2914
mokracna kiselina (nmol/1) 232,49 + 38,19 234,47 £ 37,21 0,9138
ALT (1U/1) 13,89 +3,32 11,67 + 3,13 0,0424"
AST (IU/1) 19,78 + 3,97 17,37 + 4,09 0,0133"
adiponektin (mg/ml) 11,99 + 3,29 15,05 + 5,47 0,0439"

*oznacava vrednosti koje se signifikantno (p < 0.01) razlikuju

U okviru studije odreden je i nivo adiponektina, za koji se pretpostavlja da ima ulogu
u razvoju insulinske rezistencije i ateroskleroze. Adiponektin je specificni adipocitni-
sekretorni protein. U dosada sprovedenim studijama, utvrdena je obrnuta
proporcionalnost koncentracije adiponektina u krvi i metabolickog sindroma, a
pripisuju mu se antiinflamatorni i antiaterogeni potencijal u tretmanu metabolickog
sindroma i dijabetesa tipa 2 (Lihn i sar., 2005). U okviru ove studije, tokom 4 nedelje,
doslo je do signifikantog povecanja nivoa adiponektina sa 11,99 # 3,29 mg/ml na 15,05

+ 5,47 mg/ml, $to ukazuje na potencijalno protektivno dejstvo keksa.
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5. ZAKLJUCAK

Tropovi borovnice i maline, sporedni proizvodi dobijeni u postupku proizvodnje vo¢nog
soka, suSenjem i mlevenjem se mogu prevesti u oblik pogodan za aplikaciju u
prehrambene proizvode. Ovako dobijeni sastojci predstavljaju koncentrate nutrijenata i
razlic¢itih jedinjenja sa funkcionalnim svojstvima, pa dodati u malim koli¢inama u

prehrambene proizvode mogu znacajno doprineti njihovoj funkcionalnosti.

U nutritivnom profilu ova dva funkcionalna sastojka sa viSe od 50 g/ 100 g s.m.
dominiraju prehrambena vlakna. Po nizu osobina ovi sastojci mogu se kategorisati kao
idealna prehrambena vlakna:

= stabilni su sa aspekta mikrobioloSkog kvara s obzirom na nisku aw vrednost;

= sadrZe vezana bioaktivna jedinjenja poput polifenola koja dodatno dorinose njihovoj
funkcionalnosti;

= pogodni su za razliCite tehnoloSke postupke i aplikaciju u proizvode;

* imaju nisku cenu.

Poredenjem nutritivnog profila osusenog i samlevenog tropa borovnice i maline moze se
zakljuciti da je:

=  sadrzaj veCine nutrijenata u njima slic¢an;

= trop borovnice bogatiji prehrambenim vlaknima za oko 7,5%;

= udeo nerastvorljivih u ukupnim prehrambenim vlaknima sli¢an i iznosi oko 96%;
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* sadrZaj masti u tropu maline vec¢i za oko 60%, Sto doprinosi i vecoj energetskoj

vrednosti.

Poredenjem hidratacionih svojstava osuSenog i samlevenog tropa borovnice i maline
moZe se zakljuciti da trop borovnice pokazuje za oko 46% veci kapacitet zadrzavanja
vode, Sto je posledica razlika u hemijskoj strukturi polisaharidnih komponenti vlakana,

bududi da su granulacija i primenjeni postupak pripreme za oba tropa isti.

Sagledavajuci potencijal primene osuSenih i samlevenih tropova borovnice i maline kao

izvora esencijalnih masnih kiselina moZze se zakljuciti sledece:

* linolnai a-linolenska zastupljene su u najve¢em udelu u oba funkcionalna sastojka;

= odnos PUFA/SFA daleko je iznad preporucenog minimuma od 0,4 i iznosi 6,49 *
0,12 u tropu borovnice, odnosno 9,46 + 0,15 u tropu maline;

» s obzirom na znatno ve¢i udeo masti i veci sadrzaj esencijalnih masnih Kkiselina,
osuSen i samleven trop maline ima veci potencijal kao funkcionalni sastojak

prehrambenih proizvoda.

U mineralnom sastavu oba funkcionalna sastojka dominiraju makroelementi K i Mg, a
najveca razlika javlja se u sadrzaju Ca, koga u osuSenom i samlevenom tropu borovnice
ima oko 5,5 puta viSe. Ovakva distribucija Ca u tropu borovnice, moze se objasniti
visokim udelom pokoZice, koja sadrzi najveéi procenat Ca prisutnog u plodu, pa se

postupkom suSenja tropa, ostvaruje viSestruko koncentrisanje ovog makroelementa.

Polaze¢i od Cinjenice da od fitohemikalija bobiCastog voc¢a najznacajnije mesto

zauzimaju polifenolna jedinjenja, detaljno je ispitan antioksidativni potencijal osuSenog i

samlevenog tropa borovnice i maline i zakljuceno je sledece:

» sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola (TPC) u tropu borovnice je oko 3 puta veci,
sadrZzaj ukupnih flavonoida (TFC) oko 1,7 puta ve¢i, dok je najveca razlika utvrdena
u pogledu sadrzaja ukupnih antocijana, za koje je u tropu borovnice utvrden oko 4,5
puta veci sadrzaj u odnosu na trop maline;

* najdominantnija polifenolna jedinjenja u oba tropa su flavonoidi, koji €ine 79,9%
ukupnih polifenolnih jedinjenja tropa borovnice, odnosno 53,6% ukupnih

polifenolnih jedinjenja tropa maline;
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= LC-MS/MS analizom sadrZaja polifenolnih jedinjenja, u tropu borovnice utvrdeno je
prisustvo 10 jedinjenja u koncentracijama iznad granice kvantifikacije primenjene
metode, a najzastupljenija jedinjenja iz klase flavonoida bili su kvercetin i hiperozid,
Ciji sadrzaj iznosi 57,40 = 2,01 i 32,12 * 2,22 mg/100 g s.m., respektivno.
Hlorogenska kiselina prisutna u koli¢ini od 61,12 * 4,32 mg/100 g s.m.
najdominantnije je jedinjenje iz klase fenolnih kiselina;

= LC-MS/MS analizom sadrzaja polifenolnih jedinjenja, u tropu maline utvrdeno je
prisustvo 15 jedinjenja u koncentracijama iznad granice kvantifikacije primenjene
metode, a najdominantnije jedinjenje je epikatehin sa sadrzajem 31,39 + 1,89
mg/100 g s.m;

» Kkoriste¢i DPPH’ za procenu antiradikalske aktivnosti ekstrakata, utvrdena je veoma
niska [Cso vrednost za trop borovnice (0,68 *+ 0,06 mg/ml), skoro na nivou vrednosti
referentne supastance BHT (0,50 * 0,01 mg/ml). Ekstrakt dobijen iz tropa maline
pokazuje slabiju aktivnost prema DPPH" (ICs0 = 0,98 + 0,01 mg/ml).

Imajuci u vidu visok sadrzaj polifenolnih jedinjenja, mozZe se ocekivati da bi dodatak
funkcionalnih sastojaka u prehrambene proizvode, omogucio znacajno unapredenje
funkcionalnosti sa aspekta antioksidativnog potencijala. Dodatna vrednost ogleda se u
Cinjenici da je sadrZaj prehrambenih vlakana u njima ve¢i od 50 g/100 g s.m., pa se mogu

ocekivati pozitivni zdravstveni efekti svojstveni za tzv. antioxidant dietary fiber (ADF).

Kao joS jedan od potencijalnih pravaca iskoriS¢enja tropa borovnice ispitana je
mogucnost proizvodnje ekstrakata bogatih polifenolnim jedinjenjima, koji bi
potencijalno mogli na¢i primenu u prehrambenoj i/ili farmaceurskoj industriji.
Primenom ASE tehnike i vode kao ekstragensa, dobijen je ekstrakt sa izuzetnim
antioksidativnim potencijalom, koji pokazuje manju ICso vrednost, odnosno vecu
antiradikalsku aktivnost prema DPPH’, Oz~ i 'OH u poredenju sa sintetickim

antioksidantom BHA.

U cilju unapredenja nutritivnog profila i funkcionalnosti bezglutenskog keksa, sastojci
dobijeni suSenjem i mlevenjem tropa borovince i maline, primenjeni su u kreiranju nove
formulacije. Kako je formulacija novog proizvoda veoma zahtevan proces, u ovom delu
ispitano je viSe aspekata tehnoloSkog postupka proizvodnje i izvedeni su sledeci

zakljucci:
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temperatura od 170 °C i vreme pecenja od 15 minuta pokazali su se optimalnim za
dobijanje proizvoda zadovoljavajucih tehnoloskih i senzorskih karakteristika;

razlike u reoloSkom ponaSanju testa za keks u formulacijama sa razli¢itim udelima
tropa borovnice i maline, posledica su razlic¢itih hidaratacionih svojstava vlakana

prisutnim u njima.

Primena postupka odzivne povrSine (RSM) u dizajnu i formulaciji novog proizvoda

omogucava viSekriterijumski pristup optimizaciji, a formulacija sa slede¢im udelima

funkcionalnih sastojaka: 28,2% tropa borovnice i 1,8% tropa maline dobijena je kao

optimalna primenom funkcije poZeljnosti. Praéenjem uticaja dodatka tropova borovnice

i maline na fizicke karakteristike i antioksidativni potencijal bezglutenskog keksa

zakljuceno je sledece:

promene u boji keksa, nastale dodatkom tropa borovnice i maline, odraZavaju sastav
antocijana u ovim dvema voénim vrstama. Povecanjem udela tropa borovnice u
keksu, dosSlo je do smanjenja vrednosti b*, Sto ukazuje na povecanje udela plave boje
usled prisustva karakteristi¢nih plavih pigmenata (glikozidi delfinidina, malvidina i
petunidina). U formulacijama keksa sa ve¢im udelom tropa maline dominira crvena
boja, a ovakav profil boje posledica je prisustva pigmenata poput cijaninid-3-
soforozida, svojstvenih za malinu;

budud¢i da su voda i mast, kao glavni sastojci odgovorni za teksturna svojstva
proizvoda, dodati u istoj koli¢ini u sve ispitivane formulacije, razlike u vrednostima
¢vrstoce keksa (H) mogu se pripisati razli¢itom sadrzaju i razli¢itim funkcionalnim
karakteristikama prehrambenih vlakana, poreklom iz tropa. Formulacije u kojima je
30% bezglutenske smese zamenjeno tropom maline, imaju najvedi sadrZaj vlage i
najmanje vrednosti H, nasuprot tome, sadrzaj vlage u uzorcima u kojima je 30%
bezglutenske smeSe zamenjeno tropom borovnice je najmanji, a vrednosti H
najvece;

analizirajudi senzorski profil ispitivanih formulacija bezglutenskog keksa, moZe se
zakljuciti da su najmanje ocene ostvarene za parametre Kkoji opisuju teksturna
svojstva, Sto ukazuje na generalni problem bezglutenskih vrsta keksa, kod kojih se
javlja izdvajanje Cestica uslovljeno odsustvom glutena, i adhezivnost, uslovljena
znacajnim udelom skroba u proizvodu. Poredeéi dva grani¢na slucaja - formulacije
koje sadrZe samo jedan od tropova na nivou supstitucije od 30%, utvrdeno je da

nema statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u pogledu vrednosti ukupne senzorske
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ocene (KB), iako su pojedinani parametri uslovili znacajnu diferencijaciju ovih
formulacija prilikom PC analize;

rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrZaja ukupnih rastvorljivih
polifenola i monomernih antocijana za razliCite formulacije bezglutenskog keksa
ukazuju da sa povecanjem udela tropa borovnice u formulaciji, dolazi do linearnog
povecanja vrednosti TPC. Bez obzira na odnos funkcionalih sastojaka, u svim
formulacijama je postignuto viSestruko povecanje antioksidativnog potencijala
usled dodatka tropa;

optimalnu formulaciju bezglutenskog keksa karakteriSu male promene u boji tokom
skladisStenja, s obzirom da je ustanovljena vrednost AE = 1,89 + 0,05 znatno ispod
vrednosti koja je znacajna za ljudsko oko (AE < 3). Nakon skladistenja od 6 meseci
na ambijentalnoj temperaturi u metaliziranoj polpropilenskoj ambalazi, ukupan broj
mikroorganizama u keksu bio je ispod granice detekcije metode (<10 CFU/g), kao i
ukupan broj osmofilnih kvasaca (<100 CFU/g) i kserofilnih plesni (<100 CFU/g), pa
se moze zakljuciti da optimalna formulacija bezglutenskog keksa predstavlja

mikrobioloski stabilan proizvod.

Polaze¢i od toga da je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bilo obogacivanje

postojece (kontrolne) formulacije bezglutenskog keksa i dobijanje nutritivno vrednog

funkcionalnog proizvoda, na osnovu uporedne analize optimalne i kontrolne formulacije

bezglutenskog keksa zakljuceno je sledece:

poredenjem dobijenih vrednosti za sastav makronutrijenata, utvrdeno je da se
supstitucijom dela bezglutenske smeSe tropom borovnice i maline dobija proizvod
znacajno obogacen prehrambenim vlaknima, sa manjim sadrZajem zasi¢enih masnih
kiselina i niZom energetskom vrednoscu;

optimalna formulacija sadrzi oko dva puta vecu koli¢inu linolne i ¢ak oko 25 puta
vecu koli¢inu a-linolenske kiseline. Odnos PUFA/SFA u optimalnom keksu iznosi
0,51 £ 0,07, sto se kategorise kao izbalansiran odnos masnih kiselina;

optimalna formulacija keksa predstavlja “proizvod sa visokim sadrZajem vlakana“, s
obzirom da sadrZi viSe od 6 g prehrambenih vlakana u 100 g proizvoda;

dodatkom tropa borovnice i maline postiglo se viSestruko povecanje koliCine svih
ispitivanih minerala u bezglutenskom keksu, a najveci porast u odnosu na kontrolni

keks, ostvaren je u sadrzaju Ca, Mg i Fe i iznosi 204,7%, 297,7% i 360,9%,
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respektivno. Ovakav rezultat posebno je znaCajan imajuci u vidu da mnoge klinicke
studije sprovedene na pacijentima sa celijakijom ukazuju na deficit Ca i Fe u ishrani;
* dnevnim unosom 50 g optimalnog bezglutenskog keksa zadovoljava se: 10,3%,
odnosno 15,6% adekvatnog unosa (AI) prehrambenih vlakana (za musSkarce,
odnosno Zene, respektivno); 5,00% odnosno 7,73% Al za linolnu kiselinu i 23,6%
odnosno 34,3% Al za a-linolensku kiselinu (za muSkarce, odnosno Zene,
respektivno), a znacajno je povecan i doprinos RDA/AI za mikronutrijente - sa 2,2
na 6,7% (za Ca), sa 2,16% na 9,94% (za Fe, za muskarce) i sa 0,96% na 4,42% (za Fe,

za Zene).

Imaju¢i u vidu da je krajnji cilj u kreiranju novog prehrambenog proizvoda njegov
plasman na trZiSte, uraden je uporedni prikaz nutritivnog profila komercijalno
dostupnih bezglutenskih vrsta keksa, keksova od celih zrna Zitarica sa dodatkom

borovnice i/ili maline i optimalnog keksa kreiranog u ovoj studiji. Po nutritivnim

.....

sadrzaju vlakana), Sto ukazuje na to, da se dodatkom tropa borovnice i maline postigao
izuzetan pomak u nutritivnim svojstvima i da se dobio proizvod koji moZe da parira

komerciijalno dostupnim keksovima namenjenim zdravoj populaciji.

Rezultati ispitivanja efekta kreiranog bezglutenskog keksa u okviru dijetetske
interventne studije na grupi od 20 zdravih, normalno uhranjenih ispitanika Zenskog
pola, starosne dobi od 30-50 godina ukazuju na sledece:

=  koncentracija LDL-holesterola je nakon sprovedene studije znacajno (p < 0,01)
smanjena (za 21%), a lipidski status, kategorisan na pocetku kao “grani¢no povisen
rizik za prevremenu aterosklerozu” promenjen je u kategoriju “poZeljan lipidski
status”;

= tokom studije doslo je do signifikantog povecanja nivoa adiponektina sa 11,99+3,29
mg/ml na 15,05 * 5,47 mg/ml, a budué¢i da se ovaj adipocitni-sekretorni protein
dovodi u vezu sa antiinflamatornim i antiaterogenim potencijalom u tretmanu
metabolickog sindroma i dijabetesa tipa 2, moZe se ocekivati protektivno dejstvo

kreiranog bezgutenskog keksa.
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7. PRILOG

Prilog 1. Preporuceni unosi za pojedince, makronutrijenti (NRC, 2004)

Starosno RDA (g/dan)
doba AT" (g/dan)
UH DF Masti LA LNA Proteini
Odojcad
(meseci)
0-6 60* ND 31%* 4,4%* 0,5* 9,1*
7-12 95%* ND 30%* 4,6* 0,5% 11,0
Deca
(godine)
1-3 130 19* ND 7* 0,7* 13
4-8 130 25%* ND 10* 0,9% 19
Muskarci
(godine)
9-13 130 31* ND 12* 1,2* 34
14-18 130 38* ND 16* 1,6* 52
19-30 130 38* ND 17* 1,6* 56
31-50 130 38* ND 17* 1,6* 56
50-70 130 30* ND 14* 1,6* 56
>70 130 30* ND 14* 1,6* 56
Zene
(godine)
9-13 130 26* ND 10* 1,0* 34
14-18 130 26* ND 11* 1,1* 46
19-30 130 25%* ND 12* 1,1* 46
31-50 130 25%* ND 12* 1,1* 46
50-70 130 21* ND 11* 1,1* 46
>70 130 21* ND 11* 1,1* 46
Trudnice
(godine)
<18 175 28* ND 13* 1,4* 71
19-30 175 28* ND 13* 1,4* 71
31-50 175 28* ND 13* 1,4* 71
Dojilje
(godine)
<18 210 29* ND 13* 1,3* 71
19-30 210 29* ND 13* 1,3* 71
31-50 210 29%* ND 13* 1,3* 71

RDA - preporucena dnevna potreba; Al - adekvatan unos (oznacen zvezdicom); UH - ugljeni hidrati; DF -
prehrambena vlakna; LA - linolna kiselina; LNA - a-linolenska kiselina; ND - nije definisano
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Prilog 2. Preporuceni unosi za pojedince, mikro- i makroelementi (NRC, 2004)

RDA/ AT*
Starosno Ca Fe K Mg Na Zn
doba (mg/dan) (mg/dan) (g/dan) (mg/dan) (g/dan) (mg/dan)
Odojcad
(meseci)

0-6 200* 0,27* 0,4* 30* 0,12* 2%
7-12 260* 11 0,7* 75*% 0,37* 3
Deca

(godine)
1-3 700 7 3,0* 80 1,0* 3
4-8 1000 10 3,8* 130 1,2* 5
Muskarci
(godine)
9-13 1300 8 4,5% 240 1,5* 8
14-18 1300 11 4,7* 410 1,5% 11
19-30 1000 8 4,7* 400 1,5*% 11
31-50 1000 8 4,7* 420 1,5*% 11
50-70 1000 8 4,7* 420 1,3* 11

> 70 1200 8 4,7* 420 1,2* 11

Zene
(godine)

9-13 1300 8 4,5% 240 1,5* 8
14-18 1300 15 4,7* 360 1,5* 9
19-30 1000 18 4,7* 310 1,5*% 8
31-50 1000 18 4,7* 320 1,5*% 8
50-70 1200 8 4,7* 320 1,3* 8
> 70 1200 8 4,7* 320 1,2* 8

Trudnice
(godine)

<18 1300 27 4,7* 400 1,5*% 12
19-30 1000 27 4,7* 350 1,5* 11
31-50 1000 27 4,7* 360 1,5* 11

Dojilje
(godine)

<18 1300 10 51* 360 1,5*% 13
19-30 1000 9 5,1* 310 1,5*% 12
31-50 1000 9 51* 320 1,5* 12

RDA - preporucena dnevna potreba; Al - adekvatan unos (oznacen zvezdicom)
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Prilog 3. LC/MS/MS analiza polifenolnih jedinjenja tropa borovnice

x10 3 |[-ESI TIC MRM (** -> **) BOR_SV_50x.d
|

7] 0,672
.5 /
.25+ =

02 04 06 08 1 12 14 16 1.8 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 § 52 54 56 58 6 62 64 66
Counts vs. Acquisition Time (min)

C . e .. tr m/z m/z Virag Veol
) ik et (min) prekursora produkta V) V)
1 hinska kiselina 0,59 191 85 150 20
2 galna kiselina 0,70 169 125 90 10
3 protokatehinska kiselina 0,91 153 109 105 9
4 hlorogenska kiselina 0,94 353 191 100 10
5 kafena kiselina 1,31 179 135 100 10
6 p-kumarinska kiselina 1,85 163 119 90 9
7 hiperozid 2,33 463 300 200 30
8 kvercitrin 2,95 447 300 190 27
9 kvercetin 3,90 301 151 130 15
10 izoramnetin 5,02 315 300 160 21

a) TIC i b) DAD hromatogram; c) tabelarni prikaz optimizovanih parametra za jedinjenja detektovanih u uzorcima (Vs — napon fragmentora; Vo

- napon kolizione ¢elije)
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Prilog 4. LC/MS/MS analiza polifenolnih jedinjenja tropa maline

x10 4 |-ESI TIC MRM (** -> **) MAL_SV.d

1,41 b)

1,31

1,2

1,11

17 elaginska kiselina

0.0 1,170

0,8 0,952

0,7

0,6

0,5

0.4+ 1,934 2,493 a)

0,3

0,2 *0,617

ol I

0,
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 i 3 32 34 3_,‘5 'Sl‘8 42 44 46 48 5
C) = 0.0 O tR m/Z m/Z Vfrag Vco]

ik et (min) prekursora produkta V) V)
1 hinska kiselina 0,67 191 85 150 20
2 galna kiselina 0,75 169 125 90 10
3 katehin 0,90 289 245 150 10
4 protokatehinska kiselina 0,97 153 109 105 9
5 hlorogenska kiselina 1,00 353 191 100 10
6 epikatehin 1,19 289 245 150 10
7 p-OH-benzoeva kiselina 1,32 137 93 80 10
8 kafena kiselina 1,39 179 135 100 10
9 p-kumarinska kiselina 1,96 163 119 90 9
10 sinapinska kiselina 2,16 223 193 100 17
11 ferulna kiselina 2,19 193 134 90 11
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Nastavak tabele
- o tr m / z m / Z Vfrag Veol
s JReiTTERE (min) prekursora produkta (V) (V)
12 hiperozid 2,44 463 300 200 30
13 kvercetin-3-0-Glc 2,52 463 300 210 30
14 kvercitrin 3,02 447 300 190 27
15 kvercetin 4,01 301 151 130 15

a) TIC i b) DAD hromatogram; c) tabelarni prikaz optimizovanih parametra za jedinjenja detektovanih u uzorcima (Vsag — napon fragmentora; Ve, — napon
kolizione celije)
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Prilog 5. Izgled ocenjivackog lista koriS¢en prilikom senzorske ocene bezglutenskog
keksa

4 )
Senzorska ocena

KEKSA SA DODATKOM VOCNOG TROPA
\_ _/

Datuum ocene:

Ocenjivac:

Sifra

POSTUPAK SENZORSKE OCENE KEKSA:
a) REDOSLED OCENJIVANJA SVOJSTAVA:
1 KORAK: Sagleda se vizuelno izgled: oblik i stanje gornje povrsine.

2 KORAK: Proizvod se stavi neposredno ispred nosa i pomirise keks sa gornje
i donje povrSine.

4 KORAK: Odlomljena polovina keksa se stavi u usta, neposredno ispod
kutnjaka, kako bi se zagrizom/pritiskom utvrdila tvrdo¢a komada
keksa. Daljom manipulacijom keksa u ustima, Zvakanjem, nakon
prestanka Zvakanja i tokom gutanja, sagledavaju se preostala
teksturna svojstva keksa (Zvakljivost, izdvajanje/dezintegracija
Cestica, apsorpcija pljuvacke, osecaj koji izdvojene Cestice stvaraju
u ustima, adhezivnost za nepce i zbijenost oko zuba).

5 i 6 KORAK: Tokom konzumiranja ostvaruje se percepcija ukusa (slano, slatko,

gorko, kiselo...) kao i arome (sklop ukusa pri konzumiranju i mirisa
nakon izdisanja retronazalnim putem kroz nos).
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b) PAUZE IZMEDU OCENE UZORAKA I NACIN ISPIRANJA USTA/NEPCA:

Sredstvo za ispiranje: mlakom vodom OBAVEZNO isprati usta nakon zavrSetka
ocene jednog uzorka i napraviti pauzu za nastavak ocene u trajanju do 3 minuta.
Vreme izmedu ocene pojedinih uzoraka: do 3 minuta.

NAPOMENA: Molim Vas da ocenite svako navedeno svojstvo, stavljanjem ocene u
odgovarajuce polje ili da zaokruZite broj koji se odnosi na opaZeni nivo kvaliteta
prilikom ocene uzorka keksa.

SVOJSTVO Nivo Ocena
kvaliteta OPIS NIVOA KVALITETA (1-5)
IZGLED KEKSA . . . : o : .
(vizuelno) 5 Odgovarajuci svojstven oblik,gornja povrsina glatka i bez pukotina.
lik
* Obli 4 Neznatno odstupanje oblika,neznatno prisustvo pukotina.
e Stanje gornje
.. 3 Manje odstupanje od oblika, gornja povrsina hrapava sa vidljivim
povrsine pukotinama.
2 Izrazito odstupanje od oblika,gornja povrsina izrazito hrapava sa
izrazenim pukotinama.
- Deformisan oblik, gornja povrsina skroz ispucala.
TEKSTURA
(pri prvom ey .
zagrizu) 5 Odli¢ne ¢vrstoce.
e &vrstoéa 4 Vrlo dobre Cvrstoce.
3 Dobre ¢vrstoce.
2 Malo tvrd, malo guminozan.

(pri Zvakanju,
nakon Zvakanja,
prilikom gutanja)

e zvakljivost,

e izdvajanje Cestica
e adhezivnost/
upakovanost

oko zuba

Tvrd, guminozan.

Odli¢ne Zvakljivosti; ravnomerna dezintegracija cestica tokom
zZvakanja; brzo omekSavanje u ustima: prijatan osecaj prisustva
Cestica u ustima; bez adhezivnosti.

Vrlo dobra zvakljivost; ravnomerna dezintegracija cestica tokom
zvakanja; malo sporije omekSava u ustima; prijatan osecaj
prisustva Cestica u ustima; blago adhezivan.

Dobra Zzvakljivost; neravnomerna dezintegracija Cestica tokom
zZvakanja; sporo omekSava u ustima; malo neprijatan osecaj
prisustva Cestica u ustima; adhezivan.

LoSe Zvakljivosti; loSa dezintegracija cestica tokom Zvakanja;
izrazito sporo omekSava u ustima; Potreban veéi broj Zvakova,
izrazito sporo omekSava u ustima; cestice u ustima doprinose
osecaju hrapavosti/grebanja u ustima i grlu; adhezivan.
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Neodgovaraju¢a zvakljivosti; potuno odsustvo dezintegracije
Cestica tokom Zvakanja; izrazito sporo omeksava u ustima; izrazen
osetaj hrapavosti/gruboce cestica u ustima i grlu; izrazito
adhezivan, sa upakovanim/zbijenim ostacima keksa oko zuba.
MIRIS ) y » .
(olfaktorno) 5 Svojstven, zaokruzen, aromatican, stalan tokom duzeg vremena
4 Svojstven miris, slabije zaokruzen, aromatican.
3 Svojstven, slabije zaokruzen, salabije aromatican.
2 Svojstven sa neznatnim primesama stranog mirisa, slabo
aromatican.
- Stalan, neprijatan miris.
UKUS ) . . .
(oralno) 5 Sladak, sa slabim primesama kiselosti.
4 Neznatno odstupanje od slatkog ukusa, sa slabim primesama
kiselosti.
3 Znatna odstupanja od slatkog ukusa, sa primesama kiselosti i
gorcine.
2 Znacajna odstupanja od slatkog ukusa; izrazen kiseo i gorak ukus.
- Nesvojstven stran ukus, neprihvatljiv.
AROMA 5 Priiat toi
(kombinacija rijatna, postojana.
mirisa i ukusa 4 Prijatna, slabije postojana.
tokom
konzumiranja) 3 Umerena, nepostojana.
Neutralna.
2
- Nedovoljno aromatican, neprihvatljiv.
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Prilog 6. Optimizacija formulacije bezglutenskog keksa: vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelacije izmedu odredivanih parametara

AE H TPC ACY ICs0 M aw AP SH MTF 0 T F
AE 1 -0,942 -0,998 -0,998 0,988 0,918 0,885 0,465 -0,946 0,775 -0,406  -0,743 -0,536
H -0,942 1 0,943 0,930 -0,974 -0,734 -0,688 -0,285 0,961 -0,778 0,577 0,605 0,452
TPC -0,998 0,943 1 0,998 -0,987 -0,917 -0,887 -0,490 0,944 -0,799 0,448 0,769 0,524
ACY -0,998 0,930 0,998 1 -0,980 -0,931 -0,902 -0,488 0,940 -0,780 0,410 0,768 0,542
ICso 0,988 -0,974 -0,987 -0,980 1 0,857 0,814 0,412 -0,956 0,784 -0473  -0,702 -0,515
M 0,918 -0,734 -0,917 -0,931 0,857 1 0,992 0,653 -0,783 0,695 -0,182  -0,811  -0,523
aw 0,885 -0,688 -0,887 -0,902 0,814 0,992 1 0,703 -0,732 0,716 -0,185  -0,810 -0,455
AP 0,465 -0,285 -0,490 -0,488 0,412 0,653 0,703 1 -0,240 0,725 -0,269 -0,613 0,119
SH -0,946 0,961 0,944 0,940 -0,956 -0,783 -0,732 -0,240 1 -0,670 0,505 0,700 0,644
MTF 0,775 -0,778 -0,799 -0,780 0,784 0,695 0,716 0,725 -0,670 1 -0,692 -0,634 -0,004
0 -0,406 0,577 0,448 0,410 -0,473 -0,182 -0,185 -0,269 0,505 -0,692 1 0,509 0,074
T -0,743 0,605 0,769 0,768 -0,702 -0,811 -0,810 -0,613 0,700 -0,634 0,509 1 0,637

F -0,536 0,452 0,524 0,542 -0,515 -0,523 -0,455 0,119 0,644 -0,004 0,074 0,637 1

AFE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladiStenja; H (g) - ¢vrstoca keksa; TPC (mg/100 g s.m.) - sadrZaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY (mg/100 g s.m.) -
sadrZzaj monomernih antocijana; ICsp (mg/ml) - koncentracija ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH"; M (%) - vlaga keksa; aw - aktivnost vode; AP -
izgled keksa; SH - tekstura pri prvom zagrizu; MTF - tekstura pri Zvakanju; O - miris; T - ukus; F - aroma
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Prilog 7. Grafici normalne raspodele ostataka (reziduala)
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AE - razlika u boji keksa nakon 6 meseci skladistenja; H (g) - ¢vrstoc¢a keksa; TPC (mg/100 g s.m.) - sadrzaj ukupnih rastvorljivih polifenola; ACY (mg/100 g s.m.) -
sadrZzaj monomernih antocijana; ICso (mg/ml) - koncentracija ekstrakta pri kojoj je neutralisano 50% DPPH’; M (%) - vlaga keksa; aw - aktivnost vode
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Bojana Sarié

Prilog 8. Lista komercijalno dostupnih keksova koriS¢enih za uporednu analizu

nutritivnog profila

Oznaka keksa Proizvodac Proizvod

1 Newtons Fruit things blueberry

2 Belvita Mixed berry bites

3 Kellogg's Nutri-grain soft baked blueberry breakfast
4 Kellogg's Nutri-grain soft baked mixed berry breakfast bars
5 Great value Fruit & grain bar

6 Belvita Blueberry breakfast biscuits

7 Nature Valley Whole wheat with blueberry cookies

8 Weetabix Breakfast biscuits blueberry

9 Mc Vities Red berry breakfast biscuits

10 Sainsbury's Breakfast biscuit mixed

GF1 Udi's Gluten free dark chocolate brownie bites
GF 2 Udi's Soft baked cookies - peanut butter coconut
GF 3 Pamela's Gluten free simple bites mini cookies

GF 4 Paleo Vanilla blueberry natural grain-free cookies
GFS Gourmet gsst:rlliael cookies with cranberries, pistachios & orange
GF 6 Lucy's Ginger snaps cookie

GF7 Nairins Gluten free herb & seeded oatcakes

GF 8 Nairins Oats & syrup biscuit breaks

GF9 Nairins Gluten free oats & fruit biscuit breaks

GF 10 Betty croker Gluten free sugar cookies

153



